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Izvod:

U radu je ispitana zastupljenost azotofiksirajucih cijanobakterija, ukupnog
broja algi i ukupnog broja bakterija u razli¢itim tipovima zemljiSta na jedanaest
lokaliteta u Vojvodini, od ¢ega se sedam nalaze u zaSti¢enim prirodnim dobrima.
Ispitana je brojnost u zavisnosti od dubine pedoloSkog profila, kao 1 od godi$njeg doba.
IzvrSena je izolacija sojeva azotofiksiraju¢ih cijanobakterija, odredena njihova
taksonomska pripadnost i osnovne citoloSke karakteristike. Ispitana je ultrastruktura
vegetativnih ¢elija, heterocista i spoljnih struktura na c¢elijama fimbrije i pili,
transmisionim elektronskim mikroskopom. IzvrSena je genetiCka karakterizacija
izolovanih sojeva azotofiksiraju¢ih cijanobakterija PCR metodom analizom STRR
fragmenata DNA.

Brojnost azotofiksiraju¢ih cijanobakterija i ukupna brojnost algi je bila znatno
veca kod hidromorfnih 1 halomorfnih zemljista, nego kod automorfnih zeml;jista.
Najveca prosecna godi$nja brojnost azotofiksiraju¢ih cijanobakterija, u povrSinskom
sloju 0-5cm, je utvrdena kod zemljista fluvisol u SRP “Koviljsko petrovaradinskom
ritu”, 150864 jedinki po gramu apsolutno suvog zemljiSta. ZemljiSte sa najniZom
brojnoscu azotofiksirajucih cijanobakterija, je gajnjaca u NP Fruska gora, 1582 jed./gr
zemljista u povrSinskom sloju.

Kod svih ispitivanih zemljista brojnost azotofiksirajucih cijanobakterija je bila
najveéa u povrSinskom sloju zemljista, 0-5 cm dubine, opadala je sa dubinom
zemljiSta 1 bila najmanja u najdubljem sloju, 30 - 60 cm. Kod najveceg broja
ispitivanih zemljiSta brojnost azotofiksiraju¢ih cijanobakterija je bila najveca tokom
zimskog perioda. Azotofiksirajuce cijanobakterije su dominantne u naSim zemljiStima
i zastupljene sa 56.27% u odnosu na druge grupe algi.




Izolovano je 30 sojeva azotofiksirajuc¢ih cijanobakterija: 19 sojeva Nostoc-a, 4
soja Anabaena, 4 Cylindrospermum, i po jedan soj Calothrix, Tolypothrix i
Phormidium. Prose¢na zastupljenost heterocista, ¢elija koje vrSe azotofiksaciju, kod
roda Nostoc je iznosila 8.28%, Anabaena 4.25%, Cylindrospermum-a 2.93%,
Calotrix elenkinii 6.19% i Tolypothrix 7.76%.

Ultrastrukturnim  ispitivanjem, TEM mikroskopom, vegetativnih celija
azotofiksiraju¢ih cijanobakterija uocili smo inkluzije redovnog pojavljivanja:
karboksizome (Cs), cijanoficinkse granule (CG), polifosfatne granule (PG), ribozome
(R), lipidne granule (B —granule) i tilakoide (T), kao i inkluzije neredovnog
pojavljivanja: membranom ogranicene kristalne inkluzije.

Koriste¢i TEM 1 tehniku bojenja ¢elija sa RR 1 ultratankih preseka utvrdili smo
prisustvo omotac¢a od fimbrija kod tri soja (A.314, A.azollae i N.302) i tipi¢ne fimbrije
kod dva soja (N.311 1 N.9229). Metodom negativnog bojenja NS PTA uocili smo
takode tipi¢ne fimbrije, igliCastog-dlakastog izgleda, jasnih granica niti kod tri soja
(N.302, N.7901 i N.9229), medutim uocili smo i atipi¢ne sluzne fimbrije, koje nemaju
jasno izrazene granice, ali su veoma moc¢no rasirene oko vegetativnih Celija, kod tri
soja (A.314, A.azollae, N.311).

Kod simbiotskih-infektivnih sojeva N.7901 i N.9229 javljaju se samo tipi¢ne
fimbrije iz prve klase, a kod diazotofnih sojeva i simbiotskog - neinfektivnog soja
A.azollae javljaju se atipi¢ne-sluzne fimbrije iz druge klase.

Za ispitivanje slicnosti cijanobakterija metodom PCR-a pomoé¢u STRR
konzervativnih sekvenci DNA genoma koriS¢eno je 39 sojeva azotofiksirajucih
cijanobakterija i kod 38 je utvrdeno njihovo prisustvo. Svi sojevi se mogu podeliti u
tri grupe, klastera. Prvi klaster je najve¢i 1 obuhvata 24 soja 1 deli se na dva
podklastera: la koji obuhvata 12 sojeva gde dominiraju sojevi Nostoc-a (8), i
podklaster Ib koji obuhvata takode 12 sojeva, od ¢ega 6 sojeva pripada rodu Anabaena.
Podklaster Ia i podklaster Ib pokazuju razlic¢itost od 90%. Sva tri  simbiozna,
infektivna, soja Nostoc-a se nalaze u klasteru I: N.7901, N.9229 i N. 8001. Svaki
simbiozni soj Nostoc-a ima genetske sli¢nosti sa po jednim diazotrofnim sojem
Nostoc-a izolovanim iz zemljiSta Vojvodine.

Klaster II obuhvata sedam (7) sojeva medu kojima dominiraju sojevi
Cylindrospermum-a, dok klaster III obuhvata 7 sojeva od ¢ega 6 pripadaju rodu
Nostoc, a jedan rodu Rivularia.




Detaljno poznavanje svojstava izolovanih azotofiksiraju¢ih cijanobakterija
doprinece njihovoj buduc¢oj primeni kako u proizvodnji ratarskih i povrtarskih kultura,
tako 1 u biotehnoloskoj proizvodnji.
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Abstract:
AB

In this study examined is the frequency of nitrogen-fixing cyanobacteria, total
number of algae and total number of bacteria in different soil types on eleven localities
in the Vojvodina Province. Seven out of those eleven localities are found in protected
nature reserves. Actually, studied was the number of the cyanobacteria and algae
depending on the depth of pedological characterization as well as on season. First,
isolated were the types of nitrogen-fixing cyanobacteria, determined was their
taxonomic origin and basic cytological characteristics. Also examined was the
ultrastructure of vegetative cells, heterocysts and other outer structures on fimbriae and
pili cells using TEM, transmission electron microscope. Finally, performed was the
genetic characterization of isolated types of nitrogen-fixing cyanobacteria using the
PCR method and analyzing STRR fragments of DNA.

The presence of nitrogen-fixing cyanobacteria and total number of algae was
significantly higher with hydromorphic and halomorphic soils than with authomorphic
ones. Highest annual average number of nitrogen-fixing cyanobacteria in the topsoil
(0-5 cm) was reported with fluvisol soil in Special Nature Reserve , Koviljsko
petrovaradinski rit” (Swamp) and there were 150864 units of bacteria per gram of
absolutely dry soil. The soil with the lowest presence of nitrogen-fixing cyanobacteria
recorded was cambisol in National Park “Fruska gora” with 1582 units per gram of soil
in the topsoil.

With all the researched types of soils the number of nitrogen-fixing
cyanobacteria was in the topsoil, 0-5 cm of depth and decreased in line with the depth




of soil and lowest was at the deepest layer, 30-60cm. The highest frequency of
nitrogen-fixing cyanobacteria was found during the winter season with most of the
examined soils. Nitrogen-fixing cyanobacteria are the dominant type of bacteria in our
soils and are presented with 56, 27% compared to other types of algae.

30 strains of nitrogen-fixing cyanobacteria were isolated: 19 types of Nostoc
sp., 4 of Anabaena sp. and one in each genus of Calothrix, Tolypothrix and
Phormidium.

Using ultrastructural examination and TEM microscope when studying
vegetative cells of nitrogen-fixing cyanobacteria observed were the inclusions of
regular frequency: carboxysomes (Cs), cyanophycin granules (CG) , polyphosphate
granules (PG), ribosomes (R), lipid granules (SS -granule ) and thylakoids ( T ) as well
as the inclusion of irregular occurrence: a membrane-bound crystal inclusions.

Using TEM technique and staining the cells with the RR and ultra thin cross
section, we determined the presence of depletion of the fimbriae with three strains
(A.314, A.azollae and N.302) and typical fimbriae with the two strains (N.311 and
N.9229). Applying the method of negative staining NS PTA also noticed were a
typical fimbriae, needle-hairy like looks with clear boundaries with the three strains
(N.302, N.7901, N.9229). However, also observed were atypical mucous fimbriae,
which do not have clearly expressed borders, but they are very strongly spread around
the vegetative cells, with the three strains (A.314, A.azollae, N.311).

With symbiotic - infective strains N.7901 and N.9229 only typical fimbriae of
first class occurred, and in diazotroph strains and symbiotic — non infectious strain A.
azollae found were atypical mucous fimbriae of second class.

To test the similarity of cyanobacteria by PCR method and using a STRR -
conservative DNA sequence of the genome used were 39 strains fixing cyanobacteria
and with 38 established was their presence. All strains can be divided into three groups
of clusters. The first cluster is the largest and covers 24 strains, and is divided into two
subclusters: la which includes 12 strains,where predominant are Nostoc strains (8 ),
and subcluster 1b , which also implies 12 strains , out of which 6 strains belong to the
genus Anabaena. Subcluster la and 1b show a difference of 90 %. All three symbiotic ,
infectious Nostoc strains are classified in a cluster I: N.7901, N.9229 and N. 8001.
Each symbiotic Nostoc strain has a genetic similarity with one di-nitrogen Nostoc
strain isolated from a lot of different soils in VVojvodina.

Cluster Il includes seven (7) strains , including strains among which the
predominant are Cylindrospermum ones , while cluster 111 includes 7 strains of which 6
belong to the genus Nostoc and one to genus Rivularia.




Detailed knowledge of the properties of isolated fixing cyanobacteria could
contribute to their future application both in the production of field crops and
vegetables, as well as in biotechnological production.
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1. UVOD

Zemljiste predstavlja polidisperzni sistem koji nastaje u pedogenetskom procesu od
matic¢nog substrata kao rezultat dugotrajnog delovanja klimatskih, bioloskih i reljefskih faktora.
U procesima stvaranja 1 odrzavanja zemljiSta, kao veoma slozenog ekosistema,
mikroorganizmima pripada veoma znacajna uloga. Svaki tip zemljiSta se odlikuje svojim
specificnim karakteristikama, u prvom redu zemljiSnim profilom, ali i specificnim sastavom
razli¢itih mikroorganizama. U zemlji$tu se nalaze sve grupe mikroorganizama: bakterije, gljive,
alge, protozoe, virusi i liSajevi. U odnosu na celokupnu organsku materiju u zemljistu na
mikroorganizme otpada od 0,1 do 3%, u zavisnosti od tipa zemljista. Njihova brojnost se krece
do nekoliko miliona po jednom gramu apsolutno suvog zemljiSta, odnosno njihova biomasa

iznosi 1 do 5 tona sirove mase po hektaru (Govedarica et al., 1995).

Cijanobakterije (Cyanobacteria) ili cijanofite (Cyanophyta) predstavljaju grupu
fotoautotrofnih, prokariotskih mikroorganizama. Mnoge vrste cijanobakterija, koje pripadaju
redovima Nostocales, Stigonematales i Mastigocladales, imaju sposobnost vezivanja
atmosferskog azota i njegovog izlucivanja u spoljasnju sredinu (Venkataraman, 1976). Ove
sposobnosti  azotofiksacije 1  fotosinteze, zastupljene istovremeno, omogucéavaju
cijanobakterijama veliku sposobnost adaptacije na razli¢ite ekoloske faktore. Zive na veoma
razli¢itim staniStima od tropa do visokih geografskih Sirina. Naseljavaju slatke i slane vode,

vlaZna zemljiSta a pojedine se mogu naci 1 na relativno suvim mestima.

Cijanobakterije igraju vrlo vaznu ulogu u obrazovanju zemljista, obogacuju zemljiste
azotom i organskim materijama, sintetiSu bioloski aktivne materije, utiu na fizicka i hemijska
svojstva zemljiSta, uzajamno deluju s drugim mikroorganizmima 1 viSim biljkama.
Cijanobakterije se u isto¢nim zemljama Azije tradicionalno koriste u proizvodnji pirinca, kao
biodubrivo. Istrazivane su i moguénosti njihove primene kao biodubriva i u umerenom pojasu

na manje vlaznim zemljiStima.



Doktorska disertacija Mr Oliver Fojkar

Cijanobakterije se intenzivno ispituju i kao potencijalni mikroorganizmi u
biotehnoloskoj proizvodnji aminokiselina (Kerby et al.,1987), antibiotika (Flores et al.,1986),
antikanceroznih materija (Borchi,1983), polisaharida (Anchikary, 1986), fikoeritrina,

fluorescentnog pigmenta visoke komercijalne vrednosti (Glazer, 1984).

Sem cijanobakterija od slobodnih azotofiksatora posebno su zanimljivi slede¢i rodovi:
Azotobacter, Pseudomonas, Azospirilum, Beijerinckia i Derxia (Govedarica, 1990; 1991; 1992).
U naSim zemljiStima najveci znacaj ima rod Azotobacter koji je najviSe ispitan, a naSao je i
prakti¢nu primenu u proizvodnji mikrobioloskih dubriva, a koli¢ina fiksiranog azota iznosi oko
50 kg po hektaru godisnje. Od simbioznih azotofiksatora posebno su znacajni rodovi Rhizobium
i Bradyrhizobium koji stupaju u zajednicu sa leguminoznim biljkama. Na ovaj nacin se godi$nje

veze od 25 do 400 kg azota po hektaru godisnje ( Jarak, 1988).
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2. PREGLED LITERATURE

Cijanobakterije ili modro-zelene alge predstavljaju najstariju grupu fotoautotrofnih,
prokariotskih mikroorganizama §to je potvrdeno i primenom elektronske mikroskopije (Stanier,
1971). Savremena Klasifikacija cijanobakterija uglavnom se zasniva na morfoloskim
kriterjjumima i na¢inu razmnoZavanja. U svetu je do sada registrovano oko 3000 razli¢itih vrsta
cijanobakterija, a u Srbiji je determinisano 42 roda sa 174 vrste (8 varijeteta, 34 forme i 1
subformom) (Blazenci¢ i Cvijan, 1988). Nastale su pre oko tri milijardi godina i do danasnjih
dana zadrzale su niz primitivnih svojstva kao §to su nepostojanje pokretnih stadijuma u ciklusu
razvi¢a 1 vegetativan nacin razmnozavanja. Medu cijanobakterijama se nalaze predstavnici na
jednocelijskom, kolonijalnom i trihalnom stepenu morfoloske organizacije.  Trihalne
cijanobakterije najcesce se ne granaju, a kod onih koje se granaju grananje moze biti pravo ili

prividno (BlaZenci¢, 1988).

2.1. RASPROSTRANJENOST CIJANOBAKTERIJA U ZEMLJISTU

Na zastupljenost cijanobakterija u zemljiStu uticu razli¢iti ekoloski 1 antropogeni faktori.
Granhall (1975) medu najvaznije faktore ubraja se vlaznost zemljiSta i pH reakciju zemljista.
Na rast cijanobakterija u zemljiStu utice 1 nacin obrade, navodnjavanje i primena pesticida
(Gantar et al., 1991a). Koli¢ina i vrsta mineralnih dubriva takode imaju znacajan uticaj na rast
cijanobakterija  (Venkataraman, 1976., MiloSevi¢, 1988). Veéina azotofiksirajucih

cijanobakterija fiksira viSe azota u prisustvu fosfornih dubriva ( Gantar, 1992).

Podaci o rasprostranjenosti azotofiksirajucih cijanobakterija u nasim zemljiStima nisu
obimni i prikazani su u svega nekoliko radova. U istrazivanjima Milosevi¢ (1988) ispitivana je
zastupljenost 1 uticaj razlicitih tretmana mineralnih dubriva na azotofiksiraju¢e cijanobakterije u
rizosferi Seferne repe. Zastupljenost i karakterizaciju azotofiksiraju¢ih cijanobakterija u
razliitim tipovima zemljiSta Vojvodine, solonjecu, ¢ernozemu i ritskoj crnici, ispitivali su i

Gantar et al. (1991c). Najvecu brojnost cijanobakterija ustanovili su kod solonjeca a najmanju
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kod livadske crnice. Svi izolovani sojevi pripadali su redu Nostocales, i to najvise rodovima

Nostoc i Anabaena.

Fojkar (2000) je ispitivao zastupljenost azotofiksiraju¢ih Cyanobacteria u sedam
razlicitih tipova zemljista Vojvodine, i to: cernozemu, ritskoj crnici, smedem kiselom zemljistu,
fluvisolu, arenosolu, soloncaku i solonjecu. Najveéa brojnost azotofiksiraju¢ih cijanobakterija

je bila u solon¢aku, a najmanja u arenosolu. Vecina izolovanih sojeva pripadala je rodu Nostoc.

Stojkovi¢ (1998) iznosi podatke da je u razli¢itim tipovima staniSta, pre svega
zemljiStima, na teritoriji SRJ registrovala 120 predstavnika mikroalgi, od kojih 70 taksona
spada u razdeo Cyanobacteria, 44 u razdeo Bacillariophyta i 6 u razdeo Chlorophyta. U okviru
razdela Cyanobacteria najzastupljeniji su rodovi Phormidium sa 17 vrsta, Oscillatoria sa 12
vrsta, Gloeocapsa sa 10 wvrsta, Lyngbia sa 5 vrsta, Synechococcus sa tri vrste i
Cylindrospermum sa dve vrste. Sa po jednim predstavnikom registrovane su cijanobakterije iz
rodova: Microcystis, Anabaena, Merismopedia, Rhabdoderma, Gomposphaeria, Pleurocapsa,

Stigonema i Symploca.

Poslednjih desetak godina dosta paznje se poklanja istrazivanju bioloskih filmova,
pokorica, koje cijanobakterije i drugi organizmi stvaraju na povrsini raznih zemljista. Rivera-
Aguilar et al. (2006) te Tirkey i Adhikary (2005) navode da su cijanobakterije dominantna
komponenta zemlji$nih pokorica, da produkuju mukozne omotace sa koloritnom previakom i

tako sa Cesticama zemlje daju finalni izgled i teksturu.

2.2. PRIMENA CIJANOBAKTERIJA U BILINOJ PROIZVODNJI |
BIOTEHNOLOGIJI

Znacajno polje istrazivanja je 1 primena azotofiksiraju¢ih cijanobakterija U
poljoprivrednoj proizvodnji. Najces¢i predstravnici azotofiksiraju¢ih cijanobakterija su
filamentozne vrste koje imaju sposobnost obrazovanja heterocisti. U heterocistama se odvija
proces azotofiksacije pri aerobnim uslovima uz pomo¢ enzima nitrogenaze (Stewart et al.,
1985; Carr i Whiton, 1982; Komarek i Anagnostidis, 1989., Murry i Wolk, 1989).
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Cijanobakterije su nezamenljive i sustinske u zemljiSnim ekosistemima. One igraju vrlo
vaznu ulogu u obrazovanju zemlji$ta, obogacivanju zemljista azotom i organskim materijama,
sintetiSu bioloSki aktivne materije, utiCu na fizicka i hemijska svojstva zemljiSta, uzajamno
deluju sa drugim mikroorganizmima 1 vis$im biljkama. Sada se istrazuju mogucnosti primene u
umerenom pojasu na manje vlaznim zemljiStima. Odredeni rezultati su ve¢ postignuti i
komercijalizovani su preparati na bazi azotofiksiraju¢ih cijanobakterija. Draganov (1979)
navodi da je stvoren preparat “Agrovita” sastavljen od cijanobakterija, enzima 1

mikroelemenata koji je pogodan za primenu i na manje vlaznim zemljiStima.

Proces azotofiksacije se zasniva na redukciji azota uz pomo¢ enzima nitrogenaze do
amonijaka (Wolk, 1980). Najveci deo fiksiranog azota se ugraduje u glutamin pomocu enzima
glutamin sintetaze. Glutamin se transportuje u vegetativne ¢elije gde se prevodi u dva molekula
glutamata uz pomo¢ enzima glutamat sintetaze. Ukoliko dode do inhibicije enzima glutamin
sinetaze sa L-metioninsulfoksiaminom ¢elije mogu da izluce 1 90% fiksiranog azota ( Kerby et

al., 1988; Stewart, 1980).

Heterociste su dizajnirane tako da zastite nitrogenazu od atmosferskog O, kao i od O,
produkovanog u fotosintezi aktivnih vegetativnih celija. U heterocistama je obezbedeno
mikro-anoksi¢no okruzenje pogodno za aktivnost nitrogenaze. Ubrzano disanje, prestanak
fotosintetske proizvodnje kiseonika i stvaranje specificnog ¢elijskog omotac¢a koji sprecava
prodiranje O, su glavna sredstva kojima heterociste stvaraju interne mikro-anoksic¢ne uslove
(Herrero i Flores, 2014).

U Indiji se od davnina zna da plodnost zemljiSta zavisi od rasprostranjenosti
cijanobakterija u njima. Venkataraman (1981) navodi 31 rod sa 152 vrste cijanobakterija koje
vrSe azotofiksaciju. Venkataraman je cijanobakterija koje vrSe azotofiksaciju klasifikovao u
sledece grupe:

1) heterocistne forme koje fiksiraju azot pri aerobnim uslovima ( Nostoc, Anabaena)

2) jednocelijske ili kolonijalne alge tipa Gleocapsa koje fiksiraju azot pri aerobnim
uslovima

3) neheterocistne filamentozne forme koje fiksiraju azot samo u anaerobnim uslovima i
u prisustvu azota i ugljenmonoksida ( Oscillatoria, Phormidium)

4) neheterocistne filamentozne forme koje mogu da fiksiraju azot i u aerobnim uslovima

(Trichodesmium)
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Poznato je da pirina¢ ve¢ vekovima uspeva na poljima tropske Azije bez dodataka
mineralnog dubriva. Plodnost zemljista je u direknoj vezi sa bujnim razvojem azotofiksiraju¢ih
cijanobakterija na povrSini zemljista. Cijanobakterijska azotofiksacija u pirin¢anim poljima
iznosi preko 20-30 kg N/ha godisnje, pri ¢emu se prinos povecava za 20-30% (Venkataraman,
1971). U zapadnom Bengalu, gde je uobicajen doprinos azotofiksirajucih cijanobakterija od
25-49kg N/ha tokom vegetacije, ove vrednosti se mogu povecati na 70 kg N/ha u slucaju
dodavanja fosfata u zemljiSte. Pored azotofiksacije cijanobakterije uti¢u da postojeca koli¢ina
azota u zemljiStu bude bolje iskoriS¢ena oslobadanjem razli¢itih vitamina i ¢inioca rasta

(Svircev, 2005).

Cijanobakterije izlu€uju peptide, polisaharide i1 lipide koji poboljSavaju agregaciju
zemljista, Sto dovodi do brZzeg i lakSeg transporta vode 1 vazduha kroz zemljiSte (Mangum-
Shields i Durrel, 1964). I drugi efekti, kao $to su povecanje iskoristljivosti fosfornih jedinjenja,
smanjenje toksi¢nosi sumpornih jedinjenja, suzbijanje rasta korova, takode ukazuju na

pozitivan uticaj prisustva cijanobakterija u zemljistu.

Pokazalo se da je faktor koji je veoma bitan za pojavljivanje heterocistnih
cijanobakterija u umerenom klimatskom pojasu pre svega vlaznost zemljista. Drugi vazan
faktor je pH vrednost zemljiSta koji uslovljava kako kvantitativan tako i1 kvalitativan sastav
cijanobakterija. U Svedskoj su visoko alkalna zemljista i ona uslovljavaju javljanje dak 75%
heterocistnih cijanobakterija, a minimalna pH vrednost za njihov razvoj iznosi 4,4, (Svircev,
2005). Vrste iz rodova Nostoc i Anabaena su najzastuplienije u zemljistima Svedske, sa
visokom pH tolerancijom, a nitrogenazna aktivnost je konstatovana u pH intervalu od 5 - 10,5,
sa optimumom na 7,6. Utvrdeno je da zemljisne cijanobakterije u Svedskoj imaju i do deset
puta vecu azotofiksaciju u odnosu na sojeve u Indiji. Azotofiksacijom je u Svedskim
zemljistima vezano od 15-51 kg N/ha godisnje. Medutim, odredeni autori navode znatno vece
koli¢ine fiksiranog azota na pirin¢anim poljima koja su inokulisana cijanobakterijom Anabaena
azollae, i do 128 kg N/ha, godisnje (Cvijan, 1996). Cijanobakterije ne samo da povecavaju
koli¢inu azota u zemljistu ve¢ uticu da se postojece kolicine azota bolje iskoriste, a produkuju i

materije rastenja i vitamine.

Na rast modro-zelenih algi u zemljistu utice i nacin obrade, navodnjavanje i primena
pesticida. Koli¢ina i kvalitet veStackih dubriva takode imaju znacajan uticaj na rast

modrozelenih algi. Azotna i1 fosforna dubriva imaju pozitivan efekat na rast svih algi. Medutim,
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rast azotofiksiraju¢ih cijanobakterija je favorizovan u odsustvu azotnih dubriva. U uslovima bez
azota azotofiksirajuce cijanobakterije nemaju kompeticiju sa drugim algama tako da one mogu
da se razviju u veoma velikom broju. U prisustvu fosfornih dubriva cijanobakterije usvajaju
fosfor viSe nego $to im je potreban, nakupljaju ga u obliku polifosfata i koriste u uslovima
nedostatka fosfora. Veéina azotofiksirajucih cijanobakterija fiksira viSe azota u prisustvu

fosfornih dubriva (Gantar et al., 1992).

Za rast azotofiksirajucih cijanobakterija molibden je veoma bitan element, zbog njegove
uloge u enzimima nitrat-reduktazi i nitrogenazi. Preporucuje se da se u zemljista dodaje
natrijum molibdat u koli¢ini od 0.25 kg/ha. Drugi elementi kao $to su K, Na, S, Cu, Zn su
takode znacajni za rast azotofiksirajucih cijanobakterija. Efekat primene organskih dubriva na

rast cijanobakterija je uglavnom pozitivan, mada ima i suprotnih efekata (Richmond, 1986).

Sada se istrazuju moguénosti primene cijanobakterija u umerenom klimatskom pojasu
na manje vlaznim zemljiStima. Odredeni rezultati su ve¢ postignuti, tako Draganov (1979),
navodi da je stvoren preparat “Agrovita” sastavljen od cijanobakterija, bakterija, enzima i
mikroelemenata koji je pogodan za koriS§¢enje 1 na suvljim zemljiStima. Ova problematika je
veoma znacajna za Vojvodinu kao izrazito poljoprivredni rejon. Gantar et al. (1991c) su
pokazali da se brojnost azotofiksirajucih cijanobakterija u zemljistu Vojvodine mozZe porediti sa

brojnos¢u ovih organizama u zemljistu pirin€anih polja.

U Svetu se pokuSava i primena cijanobakterija u cilju poboljSanja kvaliteta zemljiSta. U
Indiji je pokuSana popravka zemljiSta koja su neupotrebiva za poljoprivredu zbog pojacanog
saliniteta ili visoke pH vrednosti. Kaushik et al. (1981) su pokazali da 25 sojeva cijanobakterija
ima dobar rast na takvim zemljistima i da nakon izvesnog vremena smanjuju salinitet za oko
25-30%. To se posebno odnosi na sojeve iz roda Anabaena. Pri tome su cijanobakterije, tokom
perioda prilagodavanja, znatno promenile svoju ultrastrukturu, veli¢inu vegetativnih Celija, broj
i veli¢inu tilakoida i heterocista (Kaushik, 1985a i 1985b). Pokazalo se da azotofiksirajuce
cijanobakterije inokulisane na slatinastim zemljistima, sa visokim pH vrednostima, nakon
izvesnog vremena znatno smanjuju alkalnost, sa pH 9.38 u kontroli na 8.95. Povecavaju
procenat ukupnog azota sa 0.205% na 0.226% (Kaushik et al., 1981).

Cijanobakterije i druge alge se poslednjih decenija intenzivno ispituju i koriste za

preciS¢avanje otpadnih voda. Najcesce se koriste otpadne vode sa svinjskih i govedarskih farmi,
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kao i komunalne otpadne vode. Rezultati Obreht et al. (1988) pokazali su da cijanobakterija
Spirulina platensis i druge alge efikasno usvajaju nutrijente iz teCnog stajnjaka koncentracije
40%. Koli¢ine ukupnog azota, amonijaka i fosfata su se smanjile od 90 do 99% na kraju
kultivacije. Koncentracija te¢nog stajnjaka preko 40% inhibitorno je delovala na rast algi.
Shelef et al. (1980) su uzgajali cijanobakteriju Spirulina maxima na razblazenom govedem
stajnjaku obogac¢enom sa 1.6% NaHCOs3 pri temperaturi od 30°C, uz konstantno mesanje
stajnjaka. Rezultati ukazuju na visoku efikasnost u uklanjanju nutrijenata, preko 99%. S druge

stane dobijena je biomasa algi koja je sadrzala ¢ak 66 t/ha/godisnje.

Neke cijanobakterije imaju visoki sadrzaj proteina te se ispituju kao izvor hrane. Kao
hrana neke se odavno koriste u Kini — Nostoc flagelliforme, na Javi i u Boliviji — Nostoc
commune, u Sibiru — Nostoc pruniforme, oko jezera Cad u Africi — Spirulina platensis, u Japanu
itd. Spirulina platensis u suvom stanju sadrzi do 68% proteina, oko 20% glicina, do 3% lipida,
sadrzi vitamine Al, B1, B6, B12 i C kao i osnovne aminokiseline. Na vulkanskim stenama u
Japanu razvijaju se sluzave prevlake modrozelenih algi Gleocapsa aeruginosa, Gleocapsa
palea i Gleocapsa linearis, a na njima bakterije i gljive. To je organska masa poznata pod
nazivom Tengu-hleb, koja u suvom stanju sadrzi 86.41% organskih supstanci i sluzi za ishranu
ljudi i zivotinja. Sakupljanje “vodenog cveta” i netoksiénih modrozelenih algi u Kini i Indiji je
tradicionalno. Sakupljene alge koriste se u velikim koli¢inama kao dodatak sladu pri
proizvodnji piva ili osusene kao dodatak brasnu u proizvodnji keksa. U mnogim zemljama
JuZzne Amerike uobicajena je prodaja modrozelenih algi, kolonije Nostoc sp., koje sluZze za

pripremanje hrane (Cvijan 1 BlaZenci¢, 1996).

Plavi pigment, fikocijanin, koga poseduju cijanobakterije nasao je svoju ulogu u
prehrambenoj industriji. Koristi se kao boja i ima prednost nad sintetskim bojama koje mogu
biti toksi¢ne i kancerogene (Tel-Or et al., 1980). Fikocijanin se koristi i kao pigment u
kozmetici posto ne iritira kozu. U biotehnoloskoj proizvodnji cijanobakterije se intenzivno
ispituju kao mikroorganizmi producenti aminokiselina (Kerby, 1987), antibiotika (Flores,
1986), antikanceroznih materija, polisaharida (Anchikary, 1986), fikoeritrina, fluorescentnog

pigmenta visoke komercijalne vrednosti (Glazer, 1984).

Kod nekih cijanobakterija, kao kod Spiruline platensis, je dokazano prisustvo rezervnih
materija poli-p-hidroksibutirata. Spirulina sadrzi i do 6% ove materije u suvoj materiji. Poli--

hidroksibutirat je nasao primenu u proizvodnji biodegradabilnih plastiénih materija. Ova
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problematika je izuzetno znacajna sa polja ekologije i zastite kopnenih i vodenih ekosistema od

plasti¢ne nerazgradljive ambalaze koja ih je zatrpala (Campbell et al., 1982).

Pojedini predstavnici cijanobakterija, kao Tolypothrix brisoidea, produkuju i materije
koje se koriste u terapiji humanog karcinoma (Kerby i Stewart, 1987). 1z navedene

cijanobakterije je izolovana materija tubercidin.

Cijanobakterije, sem azotnih materija mogu da sintetisu i izlu¢uju i druga razli¢ita
jedinjenja koja imaju uticaj na rast biljaka, kao §to su: hormoni rasta, Seceri, aminokiseline i
proteini. Fizioloski aktivne materije sli¢ne giberelinima oslobadaju mnoge vrste cijanobakterija,

a vrste iz rodova Tolypothrix i Cylindrospermum izlu¢uju vitamin B12, (Gantar, 1992).

Duri¢ et al. (2013) su ispitivali inhibtornu aktivnost zemljisnih sojeva Pseudomonas,
koji su izolovani iz rizosfere razlicitih gajenih biljaka, na slatkovodnu toksigenu cijanobakteriju
Nostoc sp., koja produkuje toksin mikrocistin. Ovaj hepatotoksin je odgovoran za smrt divljih i
domacih zivotinjskih populacija, a ima i razli¢ite akutne i hroni¢ne patogene efekte i na ljude.
Testovi inhibicije su izvedeni in vitro, koriste¢i te€na razblazenja 1 metod brojanja celija u
hemocitometru svetlosnim mikroskopom u odgovaraju¢im fazama rasta. Testirani rizosferni
izolat Pseudomonas izazvao je inhibiciju rasta Nostoc-a od 0.12 do 15.84 % kod T1 sojai od
8.22 do 14.17 % kod P3 soja Nostoc sp., smanjivanjem broja ¢elija i degradiranjem hlorofila u

¢elijama.

Falchini et al. (1996) su ispitivali uticaj sojeva Nostoc sp. na strukturu i stabilnost
glinovitih zemljiSta. Za eksperiment je koriStena glina poreklom iz pliocenskih marinskih
sedimenata. Sterilni uzorci gline u petri kutijama su inokulisani sojevima Nostoc sp., inkubirani
3 meseca na 27°C pri konstantnom fluorescentnom osvetljenju. Cijanobakterije su svojim
egzopolisaharidima uticale na poboljSanje strukture gline, a doslo je i do interakcije izmedu

egzopolisaharida i finih glinenih Cestica.

Cijanobakterije su veoma vazne ne samo kao slobodni azotofiksatori ve¢ i kao
simbiotski. Odredene vrste cijanobakterija stupaju u simbiotske odnose sa predstavnicima
nekoliko razdela nizih i visih biljaka, sa algama (dijatomejama), gljivama (li$ajevi), papratima
(Azolla), sa gimnospermama (Cycadophyta) i sa angiospermama ( Gunnera) (Bergman et al.,

1992a; Johansson and Bergman, 1994; Bergman et al., 1992b; Rasmussen et al., 1994; Meeks
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et al., 1987; Vagnoli et al., 1992). Poslednjih godina puno se radi na odabiranju sojeva,
posebno iz roda Nostoc, koji imaju moguénost naseljavanja korena psenice i stvaranja nekog
oblika asocijacije (Gantar et al., 1991a; 1991b). Ovi podaci u mnogome ukazuju na znac¢aj ove

grupe mikroorganizama kao i velike moguc¢nosti njihove primene u poljoprivredi.

Ova problematika je veoma znacajna za Vojvodinu kao izrazito poljoprivredni rejon.

2.3. ULTRASTRUKTURA VEGETATIVNIH CELIJA | HETEROCISTA
CIJANOBAKTERIJA

Celije cijanobakterija pripadaju gram negativom morfotipu: one su okruZene éelijskim
zidom koji sadrzi peptidoglikanski sloj i spoljne membrane. Na povrsini celije, ponekad
kapsula, sadrzi parakristalne proteine ili glikoproteinski S-sloj, pili (takode nazvane fimbrije) a
mogu se naci i bodlje. Tilakoidi su unutar citoplazmatske membranske strukture odgovorne za
snabdevanje energijom, oni ispunjavaju vecinu citoplazme. Ove membranske strukture mogu

formirati jedinstveni sistem nazvan tilakoidna mreza (Nevo et al., 2009).

Protoplast cijanobakterija nije diferenciran na citolplazmu, jedro i plastide, ve¢ je
izdeljen na dva regiona: sredisnji nukleoplazmu (centroplazma ili prokarion) i spoljnji
hromatoplazmu (protocitoplazma). U nukleoplazmi se nalazi hijaloplazma i genetski DNA
materijal u vidu fibrila, stapi¢a i granula. DNK u nukleoplazmi nije udruzena sa histonima. Oko
nukleoplazme nije obrazovana membrana i u njoj se ne nalazi jedarce, kao kod eukariotske

celije.

U fotosintetickom aparatu cijanobakterija je registrovano oko 30 pigmenata koji
pripadaju hlorofilima, fikobilinima, ksantofilima i karotenoidima. Od hlorofila sadrze samo
hlorofil a, a od fikobilina treba izdvojiti crveni pigment fikoeritrin i plavi pigment fikocijanin
(Wolk, 1980).

U protoplastu cijanobakterija nalazi se niz struktura razlicite grade i funkcije. U odnosu
na druge prokariotske mikroorganizme cijanobakterije u celijama sadrze znatno veéi broj
razli¢itih inkluzija. Neke inkluzije se gotovo redovno nalaze kod svih cijanobakterija, to su

inkluzije redovnog pojavljivanja: tilakoidi (T), karboksizomi (Cs), glikogen granule (o —
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granule), lipidne granule (B —granule), cijanoficinske granule (CG) i polifosfatne granule (PP),
dok su neke nalazene samo kod nekih grupa cijanobakterija i nazivaju se inkluzije neredovnog
pojavljivanja: gasne vakuole, Poli-B-hidroksibutirat granule (PHB), polimorfna tela i vezikule

(kristaloidne vezikule), membranom ograni¢ene kristalne inkluzije i dr. (Berner, 1993).

Vise autora se bavilo problematikom ultrastrukture i diferencijacije heterocista, sto je od
velikog znacaja s obzirom da su to ¢elije odgovorne za azotofiksaciju. Roussard- Jacquemin
(1983) je ispitivao diferencijaciju heterocista kod vrste Anabaena cylindica. Diferencijacija
heterocista je bila izazvana nakon prebacivanja soja na medijum bez azota, doslo je do stvaranja
specificnih membranskih struktura koje stvaraju anaerobnu sredinu neophodnu za aktivnost

nitrogenaze.

Kod heterocista se nalazi znatno slozeniji i deblji ¢elijski zid u odnosu na vegetativne
¢elije. Pored plazma membrane, peptidoglikanskog sloja i spoljasnje membrane, heterociste
filamentoznih cijanobakterija su okruzene i specificnim glikolipidnim slojem (HGL) i
specificnim polisaharidnim slojem (HEP). Ovakav viseslojan ¢elijski zid ima funkciju da zastiti
enzimsku nitrogenaznu aktivnost od spoljasnjih uticaja (Lang and Fay, 1971). Heterocista
produkte azotofiksacije preko polarnog telasca, pore i mikroplazmodezmi, koje prolaze kroz

septum, dostavljaju vegetativnoj celiji sa kojom je povezana.

Sem sluznog omotaca na povrsini cijanobakterijske ¢elije mogu se uociti koncaste
strukture mikrofibrili, fimbrije ili pili (F) (Fogg i Stewart, 1973). Fimbrije (pili), odnosno
bakterijski proteinski dodaci, su vazni za bakterijsku kolonizaciju raznih biljnih i Zivotinjskih
organizama (lvanaga i Hokama, 1992). Fimbrije su specificne i za simbiotske cijanobakterije
(Dick i Stewart, 1980), i pronadene su kod nekoliko izolovanih Nostoc sp. iz cikada (Lindblad i
Bergman, 1990). Vazna karakteristika u ranim fazama infekcije, bilo simbiotske ili patogene

bakterije, je prijanjanje na svog domacina.

Johanson i Bergman (1994) su metodom negativanog bojenja (NS PTA) na TEM-u
otkrili da predstavnici i infektivnih i neinfektivnih sojeva cijanobakterija poseduju veliki broj
ekstracelularnih vlakana, verovatno fimbrija. Nakon tretiranja proteinazom K, celije su
pokazale da nemaju takve vancelijske fimbrije. To podrazumeva da su fimbrije uglavnom
proteinskog sastava. Navode i da rod Nostoc ima fimbrije koje su uglavnhom oko 7-10 nm

debele i ponekad vise od 20 um duge.
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| jednocelijske i filamentozne cijanobakterije pokazuju razlicite vrste pokretljivosti,
imaju sposobnost da se kre¢u na povrsinama i da plivaju u te¢nostima. Pokretljivoséu
cijanobakterije mogu da regulisu vazne odgovore na signale zivotne sredine kao §to su svetlo
ili hemijski sastav podloge. U nekim sluc¢ajevima, pokretljivost je omogucena postojanjem pila,
fimbrija, tipa IV PILA (TFP), (Jarrell i Mc Bride, 2008. godine; Mauriello et al., 2010).

Thanassi et al. (2012) navode da gram-negativne bakterije, gde spadaju i cijanobakterije,
poseduju Sirok spektar organela na njihovoj ¢elijskoj povrsini. Ove povrSinske strukture mogu
biti proizvod sekrecionog sistema koji je smesSten u ¢elijskom zidu, koji luc¢i fimbrije - pili,
takozvani CU sistem. Pile nastale u CU organelama su dimenzija od 2 do 10 nm u pre¢niku i

uobicajeno su 1-3 um duzine.

2.4. GENETICKA ISPITIVANJA CIJANOBAKTERIJA

Kod cijanobakterija se primenjuju i najnovije metode genetickih ispitivanja (genomic
fingerprinting) i studije raznovrsnosti uz pomoc¢ repetitivnih elemenata u genomu PCR
metodom. Dve visoko repetitivne DNA sekvence su opisane u cijanobakterijskom genomu:
kratka STRR (short tandemly repeated repetitive) (Jackman i Mulligan, 1995; Mazel et al.,
1990) i duga LTRR (long tandemly repeated repetitive) (Masepohl et al., 1996). U pocetku je
STRR sekvenca pronadena kod Calothrix vrsta u oko 100 kopija u genomu. Nakon toga ovaj
segment je identifikovan kod mnogih cijanobakterija koje sadrze heterociste (Mazel et al.,
1990). LTRR sekvenca, duga 37 baznih parova, je bila identifikovana kod Anabaena soja PCC
7120. LTRR sekvenca je pronadena i kod heterocistnih i kod neheterocistnih cijanobakterija. U
poslednje vreme je pokazano da se STRR sekvenca moze koristiti kao validan karakter za

identifikaciju i karakterizaciju cijanobakterija.

Konstitutivne repetitivne sekvence c¢ine vazan deo prokariotskog genoma. REP
(repetitive extragenic palindromic), (Stern et al. 1984), i ERIC (enterobacterial repetitive
intergenic consensus),(Hulton et al.,1991), sekvence su u pocetku opisane kod familije
Enterobacteriaceae ali nakon toga su pronadene kod nekoliko gram-negativnih bakterija. Kod
gram-pozitivne bakterije, Streptococcus pneumoniae, (Martin et al. 1992) su opisali BOX

elemente u genomu.
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Rasmussen et al. (1998) su analizirali ovom metodom simbiozne sojeve cijanobakterija
izolovane iz biljaka Gunera i Azolla kao i slobodnozivece cijanobakterije. Analize su pokazale
da se ispitani sojevi mogu podeliti u nekoliko grupa koje su slicne po genetskom profilu.
Interesantno je da ovaj metod daje isti rezultat za akseni¢ni i neakseniéni soj, te je jasno da je
ovaj metod specifican samo za cijanobakterije. Ovaj metod se veoma uspesno moze koristiti za

jasno razlikovanje i klasifikaciju ¢ak i veoma sli¢nih sojeva.

Rasmussen i Svenning (1998) su analizirali PCR metodom STRR i LTRR repetitivne
sekvence DNA kod 30 simbioznih sojeva Nostoc-a i 12 diazotrofnih sojeva koji pripadaju
rodovima: Nostoc, Fisherella, Sinechocystis, Gleothece, Microcoleus, Plectonema i
Phormidium. Zakljucili su da je karakterizacija cijanobakterija ovim metodom veoma brz
metod 1 veoma koristan za jasno razlikovanje 1 klasifikaciju ¢ak i veoma sli¢nih sojeva. Ovaj
metod su uspe$no primenili i na neakseni¢nim kulturama cijanobakterija, $to je od posebnog
znacaja jer se zna da je is¢iSCavanje cijanobakterijskih kultura od pratec¢ih bakterija veoma

tesko i Cesto bezuspesno.

Zheng et al. (1999) navode da su cijanobakterije sposobne da udu u simbiotske odnose
sa visim biljkama iz grupe Briophita. PCR metodom uz pomo¢ STRR sekvenci su ispitali
genetski diverzitet cijanobakterija koje stupaju u simbiozu sa svim vrstama vodene paprati roda
Azolla. Na osnovu PCR analiza utvrdene su nepomirljive razlike izmedu cijanobakterija
izolovananih iz paprati grupe Euazolla i Rhizosperm. Upotrebom STRR-PCR profila dobijeni
su novi podaci o taksonomiji cijanobakterija koje grade simbiozu sa rodom Azolla, koji su
teSko mogli da se utvrde drugim metodama klasifikacije. Autori su zakljucili da je metod
STRR-PCR fingerprinta veoma vredan za utvrdivanje razlika i klasifikaciju simbiozih

cijanobakterija izolovanih iz biljke Azolla, kao i za klasifikaciju samog roda Azolla.

Teaumroong et al. (2002) su ispitivali biodiverzitet azotofiksiraju¢ih zemlji$nih
cijanobakterija na Tajlandu. Sto dva izolata su slucajnim izborom analizirana DNA
fingerprinting metodom uz pomo¢ STRR-PCR-a. Dobijena su dva podskupa od 45 izolata
Nostoc sp. i 44 izolata Anabaena sp.. Kada su ove dve grupe detaljnije analizirane uz pomo¢

STRR-PCR metode, dobijen je Siroki spektar raznovrsnosti kod oba roda.

Govinda et al. (2008) su ispitivali pisustvo repetitivnin DNK sekvenci STRR i visoko

ponovljivog palindroma (HIP) kod genoma cijanobakterija koriste¢i PCR metod kod devet
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kultura cijanobakterija roda Westiellopsis. Ovom metodom su uspeli da detektuju klastere
sojeva tolerantne na: kiselu sredinu (pH 4-5), na herbicide, na zaslanjenu sredinu i klaster ne

tolerantnih sojeva.

Funkcija repetitivnih sekvenci je jos uvek nedovoljno poznata. Repetitivne sekvence
mozda reguliSu zavrSetak transkripcije ili stvaraju DNA vezujuée proteine odgovorne za
odrzavanje hromozoma u ¢eliji (Haselkorn i Buikema, 1992). Konzervativan status repetitivnih
sekvenci ¢ini ih veoma vaznim sa taksonomskog stanovista. Istrazivanje kratkih repetitivnih
sekvenci, zastupljenih u bakterijskom genomu, dalo je osnovu za primenu PCR tehnika
repetitivnih sekvenci, tzv. rep-PCR. Ovaj metod je koriSéen za karakterizaciju (fingerprint)
razli¢itih bakterija, i pokazao se veoma efikasnim za diferenciranje bliskih sojeva. Neki od
rodova na kojima se ovaj metod uspe$no primenjuje su: Rhizobium, Bradyrhizobium,
Pseudomonas, Xanthomonas itd. uz kori$¢enje drugih prajmera ( de Bruijn, 1992; Coutinho et
al., 1993; Louws et al., 1994).

Za identifikaciju 1 karakterizaciju nekih cijanobakterija koriS¢ena je vrsta rep-PCR
bazirana na enterobakterijskim repetitivnim intergenskim konsenzus (enterobacterial repetitive
intergeneric consensus - ERIC) elementima (Lyra et al., 2001; Bruno et al., 2006). Prema
dosadasnjim istrazivanjima PCR metod baziran na STRR i LTRR sekvencma je adekvatan za

klasifikaciju i razlikovanje cijanobakterija u okviru iste vrste.
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3. RADNA HIPOTEZA

Imajuéi u vidu izuzetnu ekolosku plasti¢nost cijanobakterija, s jedne strane, i mnoga
neistrazena podrucja, s druge strane, moze se predpostaviti da se u zemljiStima na teritoriji
Vojvodine nalazi znatno veca raznovrsnost azotofiksirajuéih cijanobakterija od do sada
zabelezenih. Ocekuje se da ¢e se detaljnom analizom razlicitih tipova zemljista Vojvodine,
otkriti veé¢i biodiverzitet azotofiksiraju¢ih cijanobakterija koje do sada nisu determinisane na

nasim prostorima.

Obzirom na dosadasnja oskudna istrazivanja azotofiksiraju¢ih cijanobakterija u
zemljistima Vojvodine o¢ekujemo da ¢emo doé¢i do novih podataka i saznanja koja se odnose
na distribuciju ovih mikroorganizama u zavisnosti od tipa zemljiSta, njegove dubine i osnovnih
hemijskih karakteristika. Detaljnim opisom i foto dokumentacijom mikroskopskih snimaka
izolovanih sojeva azotofiksirajucih cijanobakterija o¢ekujemo da ¢emo stvoriti bazu podataka

koja ¢e sluziti za sva naredna istraZivanja.

Ultrastrukturna analiza izolovanih diazotrofnih sojeva cijanobakterija iz nasih zemljista
posluzi¢e za komparaciju sa sliénim sojevima simbioznih cijanobakterija iz poznatih svetskih
kolekcija. Pri analizi ¢e paznja biti obra¢ena na ultrastrukturu vegetativnih Celija
cijanobakterija, a posebno na ultrastrukturu heterocista, celija koje fiksiraju azot.
Ultrastrukturna ispitivanja ¢e se sprovesti kod Cetiri diazotrofna soja (3 Nostoc i 1 Anabaena ),
koji su izolovani iz zemljiSta Vojvodine, i Cetiri simbiozna soja (3 Nostoc izolovana iz biljke
Gunera, i 1 Anabaena izolovan iz vodene paprati Azolla). Oc¢ekujemo da ¢emo utvrditi
odredene sli¢nosti i razlike izmedu ovih sojeva, koje ¢e nam dati nova saznanja 0 sojevima

cijanobakterija i simbiozi sa viSim biljkama.
Primenom Transmisionog elektronskog mikroskopa i metodom bojenja NS PTA

ocekujemo da ¢emo otkriti 1 vizualizovati fimbrije i1 pili, povrSinske strukture na ¢elijama

cijanobakterija. Fimbrije - pili su prema nekim istrazivanjima odgovorne za pocetni kontakt i
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pocetni stadijum stvaranja simbioze cijanobakterija i visih biljaka. Oc¢ekujemo da ¢emo utvrditi
odredene razlike i sli¢nosti u prisustvu, broju i dimenzijama fimbrija - pili kod simbioznih i

diazotrofnih sojeva cijanobakterija.

Obzirom da je metod STRR-PCR analize fragmenata DNK cijanobakterija uspesno
primenjen i na neakseni¢énim kulturama, ofekujemo da ¢emo ga uspe$no primeniti i za
karakterizaciju sojeva cijanobakterija koji ¢e biti izolovani iz naSih zemljiSta. Takode se
nadamo da ¢emo utvrditi stepen sli¢nosti, odnosno razli¢itosti, sa simbioznim komparativnim

sojevima cijanobakterija.

Nadamo se da ¢e primena novih genetskih metoda PCR-a omoguciti detaljniji opis
novoizolovanih sojeva cijanobakterija na polju genetike, i da ¢emo ste¢i bolji uvid u
raznovrsnost cijanobakterija. Dobijeni rezultati ¢e u buduénosti dati doprinos i mogucnosti
bolje primene azotofiksiraju¢ih cijanobakterija kao biofertilizatora ili simbiotskih organizama

sa gajenim biljkama, kako u nasim zemljistima, tako i u celom svetu.
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4. CILJ ISTRAZIVANJA

Predmet naSih istrazivanja je bio odredivanje zastupljenosti i raznovrsnosti
azotofiksirajucih cijanobakterija u razli¢itim tipovima zemljiSta Vojvodine. 1z zemljiSta su
izolovani sojevi azotofiksirajucih cijanobakterija u cilju njihove detaljnije ultrastukturne analize
pod transmisionim elektronskim mikroskopom i PCR (Polymerase chain reaction — Lancana
reakcija polimeraze) geneti¢kih analiza pomo¢u STRR (Short Tandemly Repeated Repetitive)
fragmenata. Detaljno poznavanje svojstava izolovanih azotofiksiraju¢ih cijanobakterija je
znacajno i u cilju njihove buduce primene kako u proizvodnji ratarskih i povrtarskih kultura,

tako 1 u biotehnoloskoj proizvodnji.
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5. MATERIJAL | METOD RADA

5.1. ISTRAZIVANI TIPOVI ZEMLJISTA

Zastupljenost azotofiksiraju¢ih cijanobakterija, ukupnog broja algi i ukupnog broja
mikroorganizama je ispitivana u razli¢itim tipovima zemljiSta na jedanaest lokaliteta u
Vojvodini. Od jedanaest lokaliteta odabrano je sedam koji se nalaze u zasticenim prirodnim
dobrima Vojvodine i to: arenosol u Predelu izuzetnih odlika (PIO) “Suboti¢ka pescara®,
arenosol u Specijalnom rezervatu prirode (SRP) “Deliblatska pes¢ara”, regosol u SRP “Titelski
breg”, gajnjata u Nacionalnom parku (NP) “Fruska gora”, fluvisol u SRP “Koviljsko
petrovaradinski rit”, ritska crnica u SRP “Carska bara” 1 solon¢ak u SRP “Slano Kopovo”.
Ostala &etiri lokaliteta su sledeéa: Gernozem na Rimskim San¢evima, fluvisol u Kackoj Sumi,

ritska crnica kod Beceja i solonjec kod sela Kumane (Tabela 1., Slika 1.).

Tabela 1. Lokaliteti ispitivanih tipova zemljista

Fi)er%';' Lokalitet Tip zemljista Gegigr Ei';s"a Ge:l?;flf:ka ? n:’)
1. PIO “Suboticka arenosol 7404271 5112145 | 114
pescara“
2. SRP “Deliblatska arenosol 7500395 4974199 | 151
peScara”
3. SRP “Titelski breg” regosol - sirozem 7435569 5010657 | 92
4. Rimski San&evi ¢ernozem 7408981 5021249 | 85
5. NP “Fruska gora” eutri¢ni kambisol - 7409155 5001830 | 520
gajnjaca
6. Kacka Suma fluvisol 7414206 5016779 | 84
7. SRP “Koviljsko fluvisol 7423131 5007724 | 84
petrovaradinski rit”
8. Becej humoglej — 7429296 5049027 | 87
ritska crnica
9. SRP “Carska bara” humoglej - 7453901 5015089 | 81
ritska crnica
10. Kumane solonjec 7437618 5042327 | 84
11. SRP “Slano Kopovo” soloncak 7439239 5052254 | 84
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Uzorci zemljista su uzimani u tri ponavljanja, iz tri dubine profila 0-5 cm, 5-30 cm i 30-
60 cm, tokom sva Cetiri godi$nja doba: proleéa, leta, jeseni i zime 2010. godine. Tacan poloZzaj

svakog lokaliteta, geografska $irina i duZina, je utvrden uz pomo¢ GPS uredaja marke Garmin

(Etrex-Legend), (Slika 2.).

Osnovne hemijske analize su uradene za sve tipove zemljiSta u Laboratoriji za
ispitivanje zemljiSta Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu, (JDPZ, 1966.). Analize su
obuhvatile:

- pH vrednost u suspenziji zemljiSta sa vodom i suspenziji zemljiSta sa kalijum
hloridom, potenciometrijski;
- Sadrzaj CaCOg je volumetrijski, pomocu "Scheiblerov-0g kalcimetra™;
- Ukupan sadrzaj azota - po metodi Kjeldahl-a;
- Lakopristupac¢ni fosfor - AL metodom;
- Lakopristupac¢ni kalijum - AL metodom;
- Ukupan sadrzaj humusa - titrimetrijskom metodom po Tyrin-u, modifikovan po Nelson i

Sommers, (1982).

- Sadrzaj ukupnog ugljenika odreden je automatskom metodom - CHNS analizatorom

(AOAC metoda 972.43).

20



Mr Oliver Fojkar Doktorska disertacija

Lokalitet Tip zemljiSta Geografska | Geografska
Sirina duzina
PIO **Subotitko — arenosol 7404271 5112145
horgoska pescara*
SRP “Deliblatska arenosol 7500395 4974199
pescara”
SRP “Titelski breg” regosol 7435569 | 5010657
Rimski Sancevi 7408981 | 5021249 | |
NP “Fruska gora” gajnjaca 7409155 5001830 |
(eutri¢ni kambisol) L

Kacka Suma fluvisol 7414206 5016779
SRP “Koviljsko fluvisol 7423131 5007724 | |
petrovaradinski rit” 2
Bedej ritska crnica 7429296 | 5049027 | |
SRP “Carska bara” ritska crnica 7453901 5015089 j
Kumane solonjec 7437618 5042327
SRP “Slano solontak 7439239 5052254

Kopovo™

e

Slika 1. Karta lokaliteta istrazivanih zemljista u Vojvodini
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Slika 2. Uredaj GPS GARMIN ETREX za odredivanje tacne geografske Sirine i g. duzine
(foto Fojkar O.)

5.2. KLIMATSKE KARAKTERISTIKE ISPITIVANOG PODRUCJA

Klima predstavlja veoma vazan ekoloski Cinilac koji uti¢e na brojnost i aktivnost
cijanobakterija i uopste mikroorganizama u zemljiStu. Podaci o srednjim mese¢nim sumama
padavina i srednjim mese¢nim temperaturama vazduha tokom 2010 godine su dati u Grafikonu
1.1 2. za lokalitet Pali¢, Grafikonu 3. i 4. za lokalitet Becej, Grafikonu 5. i 6. za lokalitet Rimski
Sanéevi, Grafikonu 7. i 8. za lokalitet Zrenjanin i Grafikonu 9. i 10. za lokalitet Bela Crkva.

Iz navedenih podataka se vidi da je na lokalitetu Pali¢ 2010. godine zabelezeno najvise
padavina u mesecu maju, 158,9 mm, a najmanje u mesecu martu, 16,9 mm (Grafikon 1.).
Srednja mese€na temperature je na istom lokalitetu bila najvisa u toku jula, 23,4 °C, dok je bila

najniza tokom januara — 1,1°C (Grafikonu 2.).

Na lokalitetu Becej 2010. godine zabelezeno je najviSe padavina u mesecu junu 159,2

mm, a najmanje u mesecu martu, 20,3 mm (Grafikon 3.). Srednja mese¢na temperature je na
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istom lokalitetu bila najvisa u toku jula, 23,6 °C, dok je bila najniza tokom januara — 0,6°C

(Grafikon 4.).

Na lokalitetu Rimski Sanéevi 2010. godine zabeleZeno je najvise padavina u mesecu
junu 171,8 mm, a najmanje u mesecu martu, 38,7 mm (Grafikon 5.). Srednja mesecna
temperature je na istom lokalitetu bila najvisa u toku jula, 23,1 °C, dok je najniza bila tokom

januara — 0,6 °C (Grafikon 6.).

Na lokalitetu Zrenjanin 2010. godine zabeleZeno je najviSe padavina u mesecu maju
162,1 mm, a najmanje u mesecu martu, 26,5 mm (Grafikon 7.). Srednja mesec¢na temperature je
na istom lokalitetu bila najviSa u toku jula, 23,5 °C, dok je najniza bila tokom januara — 0,3°C

(Grafikon 8.).

Na lokalitetu Bela Crkva 2010. godine zabelezeno je najviSe padavina u mesecu junu
157 mm, a najmanje u mesecu septembru, 31,2 mm (Grafikon 9.). Srednja mese¢na
temperature je na istom lokalitetu bila najviSa u toku jula, 22,9 °C, dok je najniZa bila tokom

januara 0,5 °C (Grafikon 10.).

U Tabeli 2. moze se videti da je najmanja godi$nja suma padavina u toku istrazivanog
perioda zabelezena na lokalitetu Bela Crkva i da je iznosila 762 mm vodenog taloga, a da je
najveéa godi$nja suma padavina zabeleZena na lokalitetu R. Sancevi, 1041.9 mm vodenog
taloga. Srednja godiSnja temperatura vazduha je na istraZzivanim lokalitetima varirala od

najnizih 11.3 °C (lokalitet Pali¢) do 12.1 °C (lokalitet Bela Crkva).
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Tabela 2. Godisnja suma padavina (mm) i srednja temperatura vazduha (°C), 2010 godina

Lokalitet Padavine (mm) Temperatura vazduha °C
suma godisnja srednja godiSnja

Pali¢ 926.5 11.3

Becej 880.8 -

R.Sanéevi 1041.9 11.6

Zrenjanin 910.3 11.9

Bela Crkva 762.0 12.1

5.3. ODREPIVANJE BROJNOSTI MIKROORGANIZAMA U ZEMLJISTU

Brojnost mikroorganizama odredivana je indirektnom metodom razredenja suspenzije

zemljiSta na odgovarajuce, selektivne hranljive podloge. U zemljistu je odredivana :

1. Brojnost azotofiksirajucih cijanobakterija — na mineralnoj sintetickoj podlozi BG-11,
bez azota, (10, 10%, 10%), Slika 3.

2. Ukupan broj algi — na mineralnoj sintetickoj podlozi BG-11 sa azotom, (10™,10%,10®%)
3. Ukupan broj bakterija — na zemljisnom agaru po Pochon et al. (1954), (10°®), Slika 4.

Azotofiksirajuce cijanobakterije 1 ukupne alge su inkubirane 21 dan pod konstantnim
fluorescentnim osvetljenjem, pri temperature od 20 - 22°C. Obzirom na duzinu inkubacije bilo
je neophodno odrzavati vlaznost agarizovane podloge BG-11 sa sterilnom destilovanom vodom

da bi se sprecilo isusivanje.
Inkubacija ukupnog broja bakterija je vrSena u termostatu pri konstantnoj temperaturi

od 28°C u trajanju od 7 dana. Sve mikrobioloske analize radene su u tri ponavljanja i

broj mikroorganizama je preracunat na 1.0 gram apsolutno suvog zemljista.
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Slika 3. Odredivanje broja azotofiksirajucih cijanobakterija na mineralnoj podlozi
BG - 11 (-N), (Foto: Fojkar O.)

Slika 4. Odredivanje ukupnog broja mikroorganizama na zemljisnom agaru po Pochonu),
(Foto: Fojkar O.)
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5.4. 1IZOLACIJA AZOTOFIKSIRAJUCIH CIJANOBAKTERIJA

Za izolaciju azotofiksirajucih cijanobakterija koriS¢ena je mineralna sintetska podloga

BG-11 bez azota, NaNOs ( Rippka et al., 1979), Tabela 3.

Tabela 3. Sastav podloge BG-11 ( Rippka et al., 1979) je slede¢i:

KOMPONENTE KOLICINA G/L
NaNO; 1.500
KzHPO4 X 3H20 0.040
MgSO, x 7H,0 0.075
CaCl, X 2H,0 0.036
Na CO3 0.020
limunska kiselina 0.006
Fe amonium citrat 0.006
EDTA 0.001
A5 — rastvor oligoelemenata 1.0ml/1

AS rastvor oligoelemenata sadrzi g/l: H3BO3 2.86, MnCl, x 4H,0 1.81, ZnSO4 x 7H,0
0.222 , MoO3 x 2H,0 0.390, Cu SO4 x 5H,0 0.079, Co(NO3), x 6H,0 0.0494.

Nakon autoklaviranja i hladenja pH vrednost podloge je bila podesena na 7.4.

Iz razredenja 107, 10? i 10 zemljista u te¢noj podlozi BG-11 (—N) zasejavano je u
sterilnim uslovima po 1.0 ml na agarizovanu podlogu. Zasejane petri kutije inkubirane su pod
konstantnim fluorescentnim osvetljenjem 21 dan na temperaturi od 20 - 22 °C. Nakon tog
perioda razvijaju se kolonije cijanobakterija modro-zelene, maslinaste i mrke boje.
MikrobioloSskom petljom usamljene kolonije se izoluju i presejavaju na novu podlogu. Ukoliko
se mikroskopskim pregledom utvrdi da je izolovano viSe razli¢itih oblika azotofiksiraju¢ih
cijanobakterija pristupa se njihovo razdvajanje metodom migracije hormogonija ili metodom

iscrpljivanja.
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5.5. MORFOLOSKE I CITOLOSKE KARAKTERISTIKE AZOTOFIKSIRAJUCIH
CIJANOBAKTERIJA

Izolovani sojevi azotofiksirajucih cijanobakterija su opisani radi stvaranja kompletne
dokumentacije o svakom soju. Mikrometarskim merenjem uz pomo¢ okular i objektiv
mikrometra odredene su dimenzije, duzina x Sirina (um), vegetativnih Celija i heterocista.
Imajuéi u vidu da su heterociste specificne ¢elije u kojima se vr$i azotofiksacija i da njihov %
ukazuje na efikasnost vezivanja azota odreden je njihov % u odnosu na vegetativne Celije.
Mikroskopskim pregledom je ustanovljeno i prisustvo specifi¢nog aserijalnog stadijuma koji
karakteriSe rod Nostoc. Kod sojeva kod kojih je uoceno prisustvo spora zabelezene su i njihove

dimenzije.

Prilikom izolacije kolonija azotofiksiraju¢ih cijanobakterija zabeleZzena je njihova
dimenzija, boja, oblik i povrsinski izgled. Kolonije su fotografisane uz pomo¢ Olympus lupe pri

uvecanju od 10 do 100 puta.

Izolovani sojevi mogu posluziti kao osnova za zaletak zbirke azotofiksirajucih
cijanobakterija koja ¢e sluziti kao baza za odabir najefektivnijih azotofiksatora, za dalja
fizioloSka, genetska 1 primenjena istrazivanja. Svi sojevi su oznaceni odgovaraju¢om Sifrom 1

brojem.

5.6. ODREPIVANJE TAKSONOMSKE PRIPADNOSTI AZOTOFIKSIRAJUCIH
CIJANOBAKTERIJA

Izolacija i Kklasifikacija unialgalnih sojeva cijanobakterija je uradena po metodu Rippka

et al. (1979), Gantar et al.(1991c), a za determinaciju su koristeni kljucevi Gollerbah et al.
(1953), Starmach (1966) i Cvijan i Blazenci¢ (1996).
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5.7. KORISCENI KOMPARATIVNI SOJEVI CIJANOBAKTERIJA

Od jedanaest komparativnih sojeva cijanobakterija 3 pripadaju rodu Nostoc, Tabela 4.
Soj Nostoc 7901 je simbiozni soj izlovan iz biljke Gunnera dentata, poreklom iz

Kolekcije kultura algi i protozoa, Kembridz, Velika Britanija.

Soj Nostoc PCC 9229 je simbiozni soj izolovan iz biljke Gunnera monoica, sa Novog
Zelanda i poreklom je iz Nacionalne Kolekcije Kultura Mikroorganizama (CNCM), Paster
Kolekcije Kultura Cijanobakterija (The Pasteur Culture Collection of Cyanobacteria - PCC),

Institut Paster, Pariz, Francuska.

Soj Nostoc 8001 je takode simbiozni soj izolovan iz biljke Gunnera monoica, poreklom

sa Novog Zelanda, iz Kolekcije kultura algi i protozoa, Kembridz (CCAP), Velika Britanija.

Soj Anabaena azollae A.C. 1982 je simbiozni soj koji poti¢e iz vodene paprati Azolla

pinata, nalazi se u kolekciji Departmana za botaniku u Stokholmu.

Tabela 4. Spisak komparativnih sojeva cijanobakterija

Broj | Soj Poreklo Kolekcije kultura
1. | Nostoc 7901 Gunnera dentata CCAP
2. | Nostoc 9229 Gunnera monoika — Novi Zeland | CNCM
3. | Nostoc 8001 Gunnera monoika — Novi Zeland | CCAP
4

Anabaena azollae A.C. | Azolla pinata Departman za

1982 botaniku, Stokholm
5. | Anabaena PCC 7120 - CNCM
6. | Anabaena cylindrica jezero CCAP
7. | Fisherella PCC 7521 Nacionalnog parka Jelouston, CNCM

SAD, vreli izvor

8. | Calothrix PCC 7504 Slatkovodni akvarijum CNCM
9. | Calothrix PCC 7103 - CNCM

10. | Phormidium sp.

Departman za
botaniku, Stokholm

11. | Rivularia 307

zemljiste

Departman za
botaniku, Stokholm

CNCM- Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, Institut Pasteur, Paris, France.
CCAP- Culture Centre of Algae and Protozoa, Cambridge, UK.
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Soj Anabaena cylindrica je dobijen iz Kolekcije kultura algi i protozoa, Kembridz
(CCAP), Velika Britanija, dok soj Anabaena PCC 7120 poti¢e iz Nacionalne Kolekcije
Kultura Mikroorganizama (CNCM), Paster Kolekcije Kultura Cijanobakterija , Institut Paster,

Pariz, Francuska.

Soj Fischerella PCC 7521 je izolovan iz vrelih izvora Nacionalnog parka Jelouston,
SAD, i poti¢e iz Nacionalne Kolekcije Kultura Mikroorganizama (CNCM), Paster Kolekcije

Kultura Cijanobakterija, Institut Paster, Pariz, Francuska.

Sojevi Calotrix PCC 7504 i 7103, takode poti¢u iz CNCM Francuska.

Ostali istrazivani sojevi potiéu iz kolekcije Departmana za botaniku u Stokholmu.

5.8. MIKROSKOPSKO FOTOGRAFISANJE

Zbog stvaranja  kompletne dokumentacije i radi bolje komparativne analize
morfoloskih 1 citoloskih karakteristika izolovanih azotofiksiraju¢ih cijanobakterija svi sojevi su
mikroskopski fotografisani. Fotografisanje je vrSeno na svetlosnom mikroskopu “Reichert” i
“Olympus” pri uvecanjima od 100 do 1000 puta, a koriS¢eni su polutrajni preparati sa
glicerolom. Za snimanje kolonija koriStena je binokularna lupa sa adapterom za fotoaparat, a

snimci su pravljeni pri uvecanju od 10 do 100 puta.

5.9. UV MIKROSKOPIRANJE - DAPI BOJENJE DNA MATERIJALA U CELIJAMA
CIJANOBAKTERIJA

Fluoroscentna boja 4'6 - diamidino - 2- fenilindol ( DAPI ) je visoko specifi¢na boja za
DNK. Kaoristi se kao citohemijski test za dokazivanje DNK u bakterijama, jedru eukariota,
mitohondrijama, hloroplastima i na drugim mestima (Williamson and Fennel 1975; James and
Jope 1978). Kada se tretirana ¢elija osvetli UV svetlom pri talasnoj duzini od 365 nm do 390
nm , kompleks DNK - DAPI fluoroscira svetlo plavom bojom. Nevezani DAPI i DAPI vezan
za ne - DNK materijal moze fluoroscirati slabo zutom bojom. Bakterije se mogu, stoga lako

razlikovati od drugih Cestica koje ne sadrze DNK materijal.
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Priprema DAPI rastvora:

1. Dodati 2 ml dejonizovane vode ( dim H;O ) na sadrzaja DAPI bocice (10mg),
napraviti 14.3 mM ( 5 mg / ml ) DAPI mati¢nog rastvora . Napomena : DAPI ima slabu
rastvorljivost u vodi , pa je potrebno rastvoriti ga na tresilici. 5 mg/ ml DAPI rastvor se moze
¢uvati na 2-6 °C do 6 meseci ili <-20° C1iduze.

2. Dopuniti 2.1 pL 14.3 mM DAPI rastvora do 100 pl PBS (fosfatnim puferom) i
napraviti 300 uM DAPI srednjeg razblazenja

3. Razrediti 300 uM DAPI srednjeg razblazenja 1 : 1.000 u PBS koliko je potrebno da
se napravi 300 nm DAPI krajnje boje.

Kap vodene kulture cijanobakterija staviti na predmetno staklo mikroskopa, dodati 3
kapi DAPI krajnjeg razredenja od 300nm 1 ostaviti u mraku 15 minuta da se oboji. Nakon toga

posmatrati na UV mikroskopu pri 365-390nm, Slika 5.

Slika 5. UV mikroskop primenjen za DAPI metod bojenja cijanobakterija

5.10. ODREDPIVANJE ULTRASTRUKTURE CIJANOBAKTERIJA

Ultrastrukturna ispitivanja azotofiksiraju¢ih cijanobakterija je izvrSena u Institutu za
botaniku, Univerziteta u Stokholmu, Svedska, u laboratoriji Dr Birgitte Berrgman, u okviru

stipendije Federacije Evropskih Mikrobioloskih Drustava (FEMS). Ultrastruktura sojeva
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najzastupljenijih rodova cijanobakterija Nostoc i Anabaena je izvrSena uz pomo¢ transmisionog
elektronskog mikroskopa TEM Carl Zaiss, model EM906, Slika 6. Postupak pripreme uzoraka
za analizu je dugotrajan, a koriStena su dva nacina bojenja, ruthenium-red (RR), (Hayat, 1989)
i osmijum (OsOy). Za analizu su koriStene 10-to dnevne kulture Nostoca uzgajane u te¢noj
mineralnoj podlozi BG-11 bez azota, pri konstantnom fluorescentnom osvetljenju i konstantnim

mesanjem.

Bojenje uzoraka ruthenium-redom (RR):

1. Fiksiranje uzorka u kiveti nakon centrifugiranja — 1 cas
a) dodati 3,6% gluteraldehid u vodi - 0.5ml
b) 0,2M kakodilat pufer pH 7.3 — 0.5ml
¢) RRrastvor, 0,15% u vodi — 0.5ml

2. Ispiranje ¢elija 3 puta sa 0.15M kakodilat puferom 10 minuta

3. Fiksiranje 3 ¢asa na sobnoj temperaturi (RR-osmijum smesom)
a) 5% OsO4 u dest. H20 — 0.5ml
b) 0.2M kakodilat pufer, pH 7.3 — 0.5ml
¢) RRrastvor, 0,15% u vodi— 0.5ml

4. Ispiranje ¢elija sa puferom 3 puta po 5 minuta

5. Dehidratacija u seriji alkohola: 20% etanol - 15min
50% etanol — 15 min
70% etanol - 15 min
90% etanol - 15 min
95% etanol - 15 min
2 X 100% etanol - 15 min
6. Medufaza:
a) centrifugirati i isprati acetonom 2 x 15min
b) dodati aceton : EPON (1:1) 2¢asa ili celu no¢
c) EPON 2c¢asaili celu no¢
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7. Ucvrs¢ivanje: U plasti¢ne boksove staviti uzorke zajedno sa malim etiketama, dodati EPON
i ostaviti na 60 °C 48 ¢asova da se izvrSi polimerizacija.
8. Secenje na ultramikrotomu.
9. Posmatranja na elektronskom mikroskopu Carl Zaiss model EM906.
Priprema kakodilat pufera:
1. Priprema 0.4M Na kakodilata: Na(CH3)2AsO; x 3H,0 21.4g , dodati destilovane vode
do 250.0ml.
2. Priprema 0.2M kakodilat pufera: 0.4M Na kakodilata 50ml, 0.2M HCI 8.0ml (za pH
7.2), dodati destilovane vode do 100ml. pH pufera se podesava dodavanjem HCI.

Bojenje uzoraka osmijumom (OsO,) — za osnovne strukture:

1. Fiksiranje uzorka u kiveti nakon centrifugiranja:
a) na talog dodati 2.5% glutaraldehid u fosfathom puferu ( 1.0 ml 25%GA + 9.0 ml
fosfatnog pufera) — stoji 2-4 casa
b) centrifugirati, isprati 3 puta u fosfatnom puferu 0.01M
C) na ¢elije dodati 2% OsO4 ( u fosfatnom puferu) — stoji 2 ¢asa na 4°C ili 1 ¢as na sobnoj
temperaturi. Napomena: 2% OsO, u vodi dodati na uzorak, pa onda istu zapreminu
0.02M fosfatnog pufera (1.0ml 0.1M FP + 4.0ml vode)
d) centrifugirati i isprati u fosfatnom puferu 3x10 min .
2. Dehidratacija u seriji alkohola: 20% etanol - 15min
50% etanol — 15 min
70% etanol - 15 min
90% etanol - 15 min
95% etanol - 15 min
2 X 100% etanol - 15 min
3. Medufaza:
d) centrifugirati i isprati acetonom 2 x 15min
e) dodati aceton : EPON (1:1) 2 ¢asa ili celu no¢
f) EPON 2 ¢asa ili celu no¢
4. Ucvrs¢ivanje: U plastiéne boksove staviti uzorke zajedno sa malim etiketama, dodati EPON
i ostaviti na 60 °C 48 Casova da se izvrSi polimerizacija.

5. Secenje na ultramikrotomu, Slika 7..
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6. Kontrastiranje sa uranil acetatom i olovo citratom.

7. Posmatranja na elektronskom mikroskopu Carl Zaiss model 906.
Priprema smole EPON: TAAB 812 — 12.0g, DDSA - 6.5, MNA - 6.5g, BDMA — 0.3g,
meSati sa magnetom 15 minuta i sacekati da vazdusni mehuri¢i izadu.

Priprema 2% OsO, : ampula sa 0.25g/ 12.5 ml H20. Pre upotrebe oprati ampulu sa

acetonom ili toplom vodom.

Slika 6. Transmisioni
elektronski mikroskop,
Carl Zeiss model EM
906 (foto: Fojkar O.)

Slika 7. Ultramikrotom
model RMC - 7000
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5.11. GENETICKA KARAKTERIZACIJA AZOTOFIKSIRAJUCIH
CIJANOBAKTERIJA METODOM STRR-PCR

PCR analiza umnozenih fragmenata DNA prajmerima dizajniranim na osnovu STRR
(Short Tandemly Repeated Repetitive Sequences) konzervativnih sekvenci DNA je izvrSena u
laboratoriji dr Birgitte Berrgman na Institutu za botaniku, Univerziteta u Stokholmu, Svedska.
Analiza STRR sekvenci i profila cijanobakterija dobijenih na osnovu njih je opisana u radovima
Mazel et al. (1990) i Rasmussen i Svenning (1998). U ovom radu kori$teni su navedeni

uslovi PCR reakcija. Ovaj deo rada je obavljen u saradnji sa dr Ullom Rasmussen.

Za ispitivanje sli¢nosti, odnosno razliCitosti, cijanobakterija metodom PCR-a pomoc¢u
prajmera dizajniranih na osnovu STRR konzervativnih sekvenci DNA genoma odabrali smo
ukupno 39 sojeva azotofiksirajuéih cijanobakterija. Dvadeset osam sojeva (28) je izolovano iz
vojvodanskih istrazivanih zemljiSta, dok jedanaest (11) sojeva potice iz kolekcije
cijanobakterija Departmana za Botaniku, Univerziteta u Stokholmu, Svedska. Neki od sojeva
sa Univerziteta u Stokholmu su medunarodno sertifikovani sojevi, a odabrani su radi

komparacije sa nasim sojevima.

Postupak:

1. Priprema DNA: te¢ni uzorak kulture 1.0ml centrifugirati i ispirati 3 puta sterilnom
destilovanom vodom, a c¢elijski talog resuspendovati u 100.0ul sterilne destilovane
vode

2. Priprema STRR-PCR:

Reakciona smesa za STRR-PCR ( po uzorku):

a) 10x reakcioni pufer 2.5ul ( DynaZyme, Finnzymes)

b) st.dest voda 15.8ul

¢) 50 pmol prajmer 1.0ul ( STRR-1A, 3°- CCCCTRACCCCTRACC-5")
(Eurogentec Seraing, Belgija)

d) 1.25mM dNTP 0.2ul (deoxynukleoside triphosphate)

e) enzim 1 U DNA polymerase 0.5ul ( DynaZyme, Oy,Espoo, Finland).

U sterilnu tubu usuti 5.0ul pripremljenog uzorka DNA i 20.0ul STRR-PCR
reakcione smese (celokupne zapremine 25.0ul).

3. Uslovi amplifikacije STRR-PCR:
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a) Inicijalna denaturacija DNA 95°C 6min;

b) 30 ciklusa: denaturacija 94°C 1min; vezivanje prajmera za ciljnu sekvencu
DNA (annealing) 56°C 1min; izduzivanje (ekstenzija) 65°C 5min;

c) finalna ekstenzija 65°C u 16min;

d) cuvanje uzoraka na 4°C.

Umnozavanje DNA sekvenci je ostvareno u PCR masini PTC-100 Programmable
Thermal Controller (MJ Research Inc., Watertown, Mass.), Slika 8. Nakon reakcije 8ul
umnozenog DNA je razdvojeno na 1.5% agaroznom gelu (Promega, Medison, Eis.), Slika 8. Za
procenu veli¢ine dobijenih amplifikovanih fragmenata (amplikona) DNA koris¢en je marker
pGEM (Promega, Medison, Eis.). Gel je nakon toga bojen etidijum bromidom i snimljen sa

Eagle Eye 1l video sistemom (Stratagene, La Jolla, Calif.).

Priprema gela: na 100.0ml 1xTBE pufera doda se 1.5g agaroze i 10.0 ul EtBr etidijum
bromida. Gel se topi, uz mesanje, 3 minuta na 60°C. Koli¢ina uzorka za elektroforezu je 8.0ul,

na uzorak se dodaje po 5.0ul noseceg pufera. Marker se dodaje u koli¢ini od 7.0ul, Slika 9.

Pufer 10xTBE: 54.0g Tris- baze, 27.5g Boric acida, 20.0 ml 0.5M EDTA ph 8,0, sve
se dopuni do 500.0ml dest. vodom.

Priprema 0.5M EDTA pH 8.0: 186.1g EDTA x 2H20 u 800.0ml H,0O izmesati
magnetom. pH podesiti sa 20.0 g NaOH tabletama i dopuniti do 1l dest. H,O.

Boja za uzorak: 20% Ficoll (MW=400, ICN Biomedicals), 20.0mM EDTA pH 8.0
(0.5M EDTA), 0.05% bromphenol blue.

Svi PCR rezultati su ponovljeni i potvrdeni tri puta. Analiza gelova je izvrSena pomocu

programa Kodak Digital Science 1Dtm, Slika 10.
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Slika 8. PCR masina PTC-100 Programmable Thermal Controller (MJ Research Inc.,
Watertown, Mass.) kori$¢ena za amplifikaciju fragmenata DNA cijanobakterija koris¢enjem
STRR prajmera (foto: Fojkar O.)

Slika 9. Aparat za elektoforezu za razdvajanje produkata STRR-PCR (foto: Fojkar O.)
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Slika 10. Sistem Kodak Digital Science 1Dtm za analizu gelova nakon elektoforeze.

5.12. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Svi dobijeni podaci koji se odnose na brojnost istrazivanih grupa mikroorganizama:
azotofiksiraju¢ih cijanobakterija, ukupne brojnosti algi i ukupne brojnosti bakterija su obradeni
statisticki metodom ANOVA za dvofaktorijalni ogled i analizirani LSD testom homogenosti

ispitivanih varijanti, a primenom StatSoft programa Statistika 12,0.

Analiza STRR-PCR DNA produkata ispitivanih sojeva azotofiksirajuéih

cijanobakterija uradena je Cluster analizom matrice StatSoft programa Statistika 12,0.
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6. REZULTATI ISTRAZIVANJA | DISKUSIJA

6.1. OSNOVNE KARAKTERISTIKE ISPITIVANIH TIPOVA ZEMLJISTA

U radu je ispitivana zastupljenost azotofiksirajucih cijanobakterija, ukupnog broja algi i
ukupnog broja mikroorganizama na 11 lokaliteta u 8 tipova zemljista Vojvodine (Tabela 1.).
Ispitivana zemljista pripadaju razli¢itim razdelima i klasama zemlji§ta i odlikuju se svojim
specifi¢nim fizi¢kim i hemijskim karakteristikama. Osnovne hemijske karakteristike ispitivanih

zemljista date su u Tabeli 5.

Lokalitet 1. PIO “Subotic¢ka pescara* - tip zemljiSta: ARENOSOL

Red: AUTOMORFNA ZEMLJISTA
| KLASA: NERAZVIJENA ZEMLJISTA, (A)-C profila
Tip: Arenosol, eolski "zivi" pesak (lat. arena — pescano boriliste, solum — zemljiste, gr. Eol
— bog vetra)
Geomorfoloska celina: Suboticko — horgoSka peScara
Nadmorska visina: 114 m
Geografska Sirina: 7404271, Geografska duZina: 5112145

Suboticka pescara (Bukurov, 1975) je juzni deo velike Bajsko-suboti¢ke pescare i
proglasena je Predelom izuzetnih odlika “Suboti¢ka pescara” 2003. godine. Zauzima povrsinu
od 5369,9 ha. Prema nacinalnoj klasifikaciji spade u Il kategoriju - Prirodno dobro od velikog
znacaja a ima i medunarodni znacaj kao: Medunarodno staniste ptica (IBA), Medunarodno

stani$te biljaka (IPA) i Emerald podrucje.
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Tabela 5. Osnovne hemijske karakteristike istrazivanih zemljista

Redni Lokalitet Tip % % C % N AL-P,0O5 AL-K,;O pH pH %
broj zemljista | humusa mg/100g mg/100g u KClI uH,0 CaCO,
1. PIO “Suboticka arenosol 2.14 1.24 0.14 23.93 6.17 6.97 7.49 7.23

pescara“
2. SRP “Deliblatska arenosol 0.29 0.17 0.02 2.23 4.86 7.14 7.91 13.18
pescara”
3. SRP “Titelski breg” regosol 2.54 1.47 0.17 46.13 54.78 6.59 7.32 7.23
4. Rimski Sanéevi ¢ernoze 2.78 1.61 0.18 13.58 31.45 6.92 8.11 3.83
m
5. NP “Fruska gora” gajnjaca 1.83 1.06 0.12 1.14 11.45 4,58 5.22 3.40
6. Kacka Suma fluvisol 1.54 0.89 0.10 2.48 5.96 6.57 7.64 10.20
7. SRP “Koviljsko - fluvisol 2.32 1.34 0.15 11.73 8.49 6.67 7.34 6.80
petrovaradinski rit”
8. Becej ritska 3.63 2.10 0.24 21.83 33.52 4.32 5.46 2.55
crnica
9. SRP “Carska bara” ritska 3.96 2.30 0.26 4.75 12.0 6.61 7.59 4.68
crnica
10. | Kumane solonjec 1.56 0.90 0.10 5.76 27.48 7.03 8.73 2.98
11. | SRP “Slano solonc¢ak 1.27 0.74 0.08 17.37 39.19 7.16 8.19 3.83
Kopovo”
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Juzno od Subotice su diluvijalne lesne naslage, koje se zavrSavaju strmim lesnim
odsecima Telecke, neposredno iznad Velikog kanala. U naSoj zemlji Suboticka pescara,
zauzima uski pojas severno od Subotice pa do granice sa Madarskom. Nadmorska visina
Pescare je razlic¢ita. Nagnuta je od severozapada ka jugoistoku. Najvisi predeli su severno i
severozapadno od Subotice, gde su visine na Cavolju 131 m, na Krivom blatu 141 m i na

Tompi 143 m. Visina prema istoku, zapadu i jugu opada.

Od kontinentalnih peskova Evrope je odvaja osoben i raznovrstan zivi svet koji je
delimi¢no unisten vekovnim prisustvom ¢oveka, a cija je delatnost doprinela specificnom
predeonom obliku podru¢ja. Vezana za najkontinentalniji deo Vojvodine, ova peScara je
okarakterisana jedinstvenim ekoloskim prilikama u uslovima blago zatalasanog dinskog reljefa,
mozai¢nog rasporeda peSCanih 1 lesnih oaza, slozenih pedoloskih tvorevina koje su

determinisane karbonatnim peskovima a pre svega rezimom podzemnih voda.

Nekada je podrucje obilovalo 1 povrSinskim vodama, §to je rezultiralo pojavom brojnih
jezera u depresijama a u istocnom delu peScare 1 nizijskih tresetiSta u nekada$njoj plavnoj zoni
reCice KereS. Raznovrsnost prirodnih ekosistema Suboticke pescare odraz je specificnog
mozaika staniSta u kom se pescarske i stepske cistine preplicu sa zasadima bagrema i bora,
sadenim hrastovim sumama, malim oazama autohtonih suma bele i sive topole, kao i posebno
vrednim iskonskim tresetnim ekosistemima. Njihova mestimi¢na ocuvanost na svojevrstan
nacin doprinosi da ovo prirodno dobro bude u evropskim razmerama znacajno podrucje i
nesumnjiv punkt specifi¢énog floristicko-vegetacijskog, ali isto tako, i faunistickog diverziteta
(Steti¢ et al., 2003.).

U Subotickoj pescari (Gaji¢, 1986) javljaju se nekoliko vrsta peskova (smedi, crni i
crno-ilovasti). Smedi pesak zauzima vece povrsine. U depresijama gde su plitke podzemne
vode javlja se peskovita ritska crnica. Crni pesak ima 3 karakteristi¢na horizonta (crni humusni,
zuti ili smedi i sivi-vlazni pesak). Povrsine pod crnim peskom su veoma male, nastale usled
obrade-rigolovanjem. Crni ilovasti pesak je slican crnom pesku, s tim da sadrzi vise humusa i
gline. Nalazi se u mikrodepresijama gde je vece prisustvo gline u pesku. Najvece povrsine
preko 50% Suboticke pescare, zauzima inicijalno zemljiste na pesku i mestimi¢no zivi pesak.
Ovo zemljiste je danas pod Sumskim zasadima i to na sledecim lokalitetima: Krivoblatska
suma, Kelebijska suma, Das¢anska suma, Krstaska suma, Jaseni¢ka Suma, Radanovacka suma i

Hajdukova suma.
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Slika 11. Spoljasnja morfologija arenosola, lokalitet PIO “Suboticka pescara“ (foto: Fojkar O.)

Arenosol ili eolski pesak spada u red automorfnih i klasu nerazvijenih zemljista sa (A)-
C ili (A)-R profilom. Arenoslo nastaje povrSinskom migracijom i sedimentacijom materijala,
gde je transportni agens vetar. Fluvijatilnom erozijom panonskih reka stvarani su prostrani
izvori peskovitog materijala koji su premestani delovanjem jakih vetrova. Uslovi nastajanja su
suva klima i odsustvo ili samo delimi¢na pokrivenost vegetacijom. Usled stalnih premestanja

povrsinskih slojeva ne mogu se obrazovati normalni profili, pa se trajno odrzavaju nerazvijena

zemljista.

Unutrasnja morfologija profila arenosola na ovom lokalitetu se odlikuje postojanjem
sloja I (0-60 cm), eolski nanos, sivo zute boje u suvom stanju, a tamno sivo Zute boje u vlaznom

stanju. Srednje je karbonatan, ilovasti sitni pesak, jednocesti¢ne strukture, prozet korenom samo
pri vrhu.

Dubina eolskog peskovitog nanosa moze da varira od 50-200 cm i viSe. Ispod pes¢anog
sloja se nalaze razli¢iti sedimenti ili fosilna zemlji§ta. U (A) horizontu se moZe uociti samo
delimi¢na akumulacija razloZzenog organskog materijala do dubine 50-60 cm. Boja peska je
najcesce siva do zuckasta. Arenosoli su vrlo propustljivi za vodu. Odlikuju se niskim poljskim
vodnim kapacitetom a visokim vazdu$nim kapacitetom, stoga su ovo suva, dobro aerisana i

topla zemljista. Kvarc je dominantni mineral u arenosolu, vise od 70% svih minerala.
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Slika 12. Unutrasnja morfologija arenosola, lokalitet Suboticka pescara

Ispitivani arenosol se odlikuje slabo baznom reakcijom, pH u vodi iznosi 7.49. Sadrzaj
humusa je nizak i iznosi 2.14%, dok je koli¢ina fosfata visoka i iznosi 23.93% AL-P,0s
mg/100g. Arenosol se posle regosola odlikuje najve¢om koli¢inom fosfata, od svih ispitivanih
zemljiSta. Koli¢ina kalcijum karbonata je takode bila relativno visoka u odnosu na druge tipove
zemljista (7.23% CaCQOy).

Lokalitet 2. SRP “Deliblatska peS$¢ara”- tip zemljista: ARENOSOL

Red: AUTOMORFNA ZEMLJISTA
| KLASA: NERAZVIJENA ZEMLJISTA, (A)-C profila
Tip: Arenosol, eolski "Zivi" pesak (lat. arena — pes¢ano boriliste, solum — zemljiste, gr.
Eol — bog vetra)
Geomorfoloska celina: Deliblatska peSc¢ara
Nadmorska visina: 151 m
Geografska Sirina: 7500395, Geografska duzina: 4974199

Deliblatska pescara predstavlja najve¢u evropsku kontinentalnu Pescaru, elipsastog

oblika dimenzija 35 sa 20 km. Nalazi se u jugoistoénom delu Panonske nizije, u juznom
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Banatu, i pruza se u pravcu JI-SZ. Ve¢i deo ovog podrucja zahvata SRP ,,Deliblatska pescara®.
Deliblatska pescara je nastala od silikatno-karbonatnog peska, plavina banatskih reka i nanosa
Dunava, koje su vetrovi ledenog doba, sa njihovih obala razneli u pravcu SZ i zasuli prethodno
formirani lesni plato. Na povrsini od 350 km? blago zatalasani reljef je preoblikovan u izrazito
dinski, (Slika 13.).

Izrazito dinski reljef odlikuju apsolutne nadmorske visine vrhova dina izmedu 70 i 197
m, dok relativne u udolinama dostizu i do 30 m. Glavni minerali sastojci peska su kvarc,

feldspati i krecnjak.

Zemljista Deliblatske pescare se odlikuju malim sadrzajem humusa, nevezano$céu
Cestica, kretanjem krecnjaka kroz profil, alkalnom reakcijom, malim vodnim kapacitetom i

velikom specificnom toplotom. Temperaturna amplituda povrSine zemljista iznosi 90°C.

Slika 13. Spoljasnja morfologija arenosola, lokalitet SRP “Deliblatska pescara“: a) dinski reljef
sa samoniklim klekama, b) rad na terenu uzimanje uzorka c) oskudna stepska vegetacija d)
sasusene kolonije pionirskih modrozelenih algi Nostoc sp, (foto: Fojkar O.)
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Biljni svet Deliblatske pescare karakteriSu: pescarske, stepske i Sumske biljne zajednice.
Od blizu 1000 biljnih vrsta koje ih grade, najkarekteristi¢nije su biljke stepskih stanista:
banatski bozur, stepski bozur, Serpet, bademi¢ i dr. Kleka je jedini samonikli Cetinar, dok u
malobrojnim autohtonim Sumama dominiraju virgilijski hrast, luznjak i bela lipa. Vise od
polovine povrSine Deliblatske pescare danas obrastaju sadene Sume bagrema, crnog i belog

bora, (Habijan Mikes, 1998).

Stepsku vegetaciju ovoga podruéja, koja je nastala i odrzava se ispasom i kosidbom,
predstavlja zajednica Festuceto-Potentilletum arenariae — vijuka. Nastanjuju je zasti¢ene vrste:
Pulsatilla vulgaris subsp. grandis — velika sasa, Paeonia tenuifolia — stepski bozur, Rindera
umbellate — Serpet i Colchicum arenarium — mrazovac. U blizini se nalazi jedino mikro staniste

Paeonia officinalis ssp. banatica — banatskog bozura u Srbiji.

Na osnovu hemijske analize zemljista zaklju¢ujemo da arenosol na lokalitetu u SRP
Deliblatska pe$¢ara ima najnizi sadrzaj humusa (0.29 %), ugljenika (C 0.17%) i azota (N
0.02%) u odnosu na sva druga ispitivana zemljiSta. Takode se odlikuje i najmanjim sadrZajem
kalijuma (AL KO 4.86% mg- 100g), i niskim sadrzajem fosfata (AL-P,0s 2.23 mg-100g).
Ovo zemljiste je alkalno pH 7.91 u vodi. Koli¢ina karbonata je najve¢a u odnosu na sva

ispitivana zemljista 13.18% CaCO:s.

Lokalitet 3. SRP “Titelski breg” - tip zemljista: REGOSOL (SIROZEM)

Red: AUTOMORFNA ZEMLJISTA
| KLASA: NERAZVIJENA ZEMLJISTA, (A)-C profila
Tip: Regosol (regos-pokriva¢ i solum-zemljiste, a naziv sirozem od re¢i sirov -
nerazvijen).
Geomorfoloska celina: Titelski breg
Nadmorska visina: 92 m
Geografska Sirina: 7435569, Geografska duzina: 5010657

Specijalni rezervat prirode “Titelski breg” predstavlja izolovano lesno ostrvo na
krajnjem jugoistoku Backe, koje je smeSteno u medure¢ju Dunava i Tise. Izdize se 50 m iz

aluvijalnih ravni ovih reka, dok se jugozapadno od samog Titela nadovezuje na Titelsku lesnu
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terasu i na aluvijalnu ravan Dunava. Elipsastog je oblika S§to je posledica erozivnog dejstva
dunavskih i tiskih voda (Bukurov, 1953, 1975). Sa svih strana jasno je omeden strmim

padinama i odsecima koji se izdizu od 35 do 55 m u odnosu na okolni prostor, (Slika 14.).

Njegovu jedinstvenost ¢ine bogatstvo geomorfoloskih oblika i pojava, koncentrisanih na
relativno malom prostoru: surduci, poli€ice, pleca, lesni odseci, visece doline, lesne piramide,
lesne pecine, lesne Skrape ili vrtace, provalije, plavine, slivci, odronje i lesne lutkice. Posebna
vrednost Titelskog brega proisti¢e iz neuobic¢ajene mocnosti lesno-paleozemljisnih sekvenci
koje su formirane tokom poslednjih pet glacijalnih ciklusa. Na osnovu toga mozemo zakljuciti
da lesno-paleozemljisne sekvence Titelskog brega predstavljaju jedan od najdetaljnijih
paleoklimatskih i paleoekoloskih arhiva na evropskom kopnu, tokom poslednjih priblizno
600000 godina.

Slika 14. Spoljasnja morfologija regosola, lokalitet SRP “Titelski breg®: a) travna vegetacija na
blagoj padini, b) c) strmi lesni odsek kod sela Lok, d) rad na terenu (foto: Fojkar O.)

Kao rezultat ovih uslova 1 istorijskih faktora prisutne su brojne strogo zaSti¢ene i

zaSticene divlje vrste, u karakteristi¢noj i raznovrsnoj vegetaciji fragilnih tipova ekosistema,
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koji pripadaju staniStima prioritetnim za zastitu, na medunarodnom i nacionalnom nivou. Medu
njima se istiCu oCuvana stepa na lesu, panonske termofilne Sume medunca i ruja, kao i
kserofilni Sibljaci. Na prostoru Specijalnog rezervata prirode “Titelski breg” zabelezeno je oko
630 biljnih vrsta, 137 vrsta ptica, 9 vrsta vodozemaca, 11 vrsta gmizavaca kao i 33 vrsta sisara

retkih za ovo podrudje (tekunica, divlja macka i dr.).

Miljkovié (1971), odnosno Zivkovié¢ et al. (1972), ukazuju da zemljite na podrudju
Titelskog brega ¢ine dva osnovna tipa: inicijalno zemljiSte na lesu i Cernozem, dok je u
okruzenju jugozapadno od Titela konstatovana livadska crnica karbonatna na lesnoj terasi, a uz

reku Tisu aluvijalno zemljiste.

Inicijalno zemljiste na lesu (sirozem) je debljine svega nekoliko centimetara 1 javlja se
na strmim terenima na kojima je izrazena erozija. Profil sirozema na lesu na blazoj padini
Titelskog brega kod Loka ima horizont A , debljine 0-10cm, bledozute je boje, karbonatna
glinovita ilovaca i neizrazene je mrvicaste strukture. Horizont C, debljine od 10 — 30 cm je i
dalje karbonatni les, karakteristine zute boje i istog mehanickog sastava, ali u nesto zbijenijem

stanju od prethodnog sloja. ZapaZeni su i Sitni beli¢asti talozi kre¢a (Zivkovié et al., 1972.).

Po mehani¢kom sastavu je ilovaca ili glinovita ilovaca sa 14-16% krec¢a. Jedino je kod
mesta Vilovo zabeleZeno potpuno odsustvo kre¢a. Mestimicno razvijena vegetacija dovodi do
pedogeneze na mati¢nom supstratu. Otuda je 1 nagomilavanje humusa mozai¢no, zbog cega
humusni horizont nije kontinuiran. Koli¢ina humusa je obi¢no veoma niska (ispod 1%), a
reakcija sredine neutralna do slabo alkalna, Sto se opet odraZava na karakter oskudne vegetacije,

(Timoti¢ i Kovacev, 2011.).

Na osnovu hemijske analize zemljiSta zaklju¢ujemo da sirozem na lokalitetu u SRP
Titelski breg ima sadrzaj humusa od 2.54% 1 ugljenika C 1.47%. Ovo se tumaci razvijenom
vegetacijom na blagim padinama brega. Ovo zemljiste se odlikuje i najve¢im sadrzajem fosfata
(AL-P,0Os 46.13 mg-100g) i kalijuma (AL K,O 54.78% mg-100g) u odnosu na sva ostala
ispitivana zemljiSta. Reakcija je blago alkalna pH 7.32 u vodi. Koli¢ina karbonata u ovom

zemljiStu iznosi 7.23% CaCOs.
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Lokalitet 4. Rimski Sanéevi - tip zemljista: CERNOZEM

Red: AUTOMORFNA ZEMLJISTA
| KLASA: Humusno — akumulativna zemljista, A - C profila
Tip: Cernozem (rus. Gernozjom — crna zemlja)
Geomorfoloska celina: ba¢ka lesna terasa
Nadmorska visina: 85 m
Geografska Sirina: 7408981, Geografska duzina: 5021249

Cernozem je zemljite aridnih do semi-aridnih stepskih oblasti. Obrazuje se na
karbonatnim, ilovastim, a rede i peskovitim rastresitim supstratima. Boja humusnog horizonta
je tamno smeda, ima dobro izrazenu zrnastu strukturu, a Cesti karakteristi¢ni dijagnosticki znaci
su krotovine (napusteni hodnici stepskih Zzivotinjica) i pseudomicelije (talozi kalcijum

karbonata).

U profilu ¢ernozema pored moli¢nog horizonta, ¢ija dubina iznosi 40-80 cm, uvek je
obrazovan i prelazni AC horizont, debljine 20-40 cm . Humusni horizont ima tamnosmedu do
crnu boju i vrlo dobro izraZzenu zrnastu strukturu. U prelaznom AC horizontu vrsi se iluvijalna
akumulacija CaCOg i to u obliku sitnih iglicastih kristala, pseudomicelija. Ilovasta tekstura,
zajedno sa zrnastom strukturom, daje ovim zemljiStima izuzetno povoljne fizicke osobine.
Poroznost u nasim ¢ernozemima se kre¢e oko 50%, zbog toga imaju povoljan poljski vodni

kapacitet 35-40%, kao i vazdusni kapacitet 15-20%.

Ispitivan je ¢ernozem na lokalitetu Rimski Sanéevi, koji spada u podtip Eernozema na
lesu i lesolikim sedimentima, karbonatnom varijetetu, srednje dubokoj formi, (Slika 15.).
Karakteristican pedogenetski proces ¢ernozema je sinteza i1 akumulacija humusa, te formiranje

humusnog A horizonta razli¢ite mo¢nosti.

Unutrasnja morfologija profila ¢ernozema na ovom lokalitetu, (Slika 16.) se odlikuje
slede¢im horizontima:

Amo,p (0-31 cm) orani¢ni horizont moli¢nog humusno-akumulativnog horizonta,
mutno Zuto smede boje (10YR 5/3) u suvom stanju, a smede crne (10YR 3/2) u vlaznom stanju,
karbonatan, ilovasta glina, sitnozrnasto mrviCaste structure, rastresit, jako prozet korenom.

Prelazi ostro u Amo pothorizont.
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Amo (31-62 cm), podorani¢ni pothorizont moli¢cnog humusno-akumulativnog
horizonta, mutno Zuto smede boje (10YR 5/3) u suvom stanju, a smede crne (10YR 3/2) u
vlaznom stanju, ilovasta glina, sitnozrnasto mrvicaste structure, malo zbijeniji u odnosu na
Amo,p prozet korenom, postupno prelazi u ACca prelazni horizont.

ACca (62-95 cm), prelazni horizont, zuto smede boje (2,5Y 5/4) u suvom stanju, a
tamno smede (2,5Y 3/3) u vlaznom stanju, karbonatan, ilovasta glina, zrnaste strukture, sa
pseudomicelijama.

Cca (95-200 cm), mati¢ni supstrat — terasni les, svetlo zute boje (2,5Y 7/4) u suvom
stanju, a Zuto smede u vlaznom stanju, jako karbonatan, ilovasta glina, neizrazene strukture.

Ispitivani ¢ernozem odlikuje se bazi¢nom pH vredno$éu u vodi i iznosi 8.11 , sadrzaj

humusa iznosi 2.78%, a koli¢ina ukupnog azota 0,18 % (Tabela 5.).

Slika 15. Spoljasnja morfologija ¢ernozema, lokalitet Rimski Sanéevi (foto: O. Fojkar)

Slika 16. Unutras$nja morfologija ¢ernozema, lokalitet
Rimski Sancevi
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Lokalitet 5. NP Fruska gora - tip zemljita: GAJNJACA ( eutri¢ni kambisol,

eutri¢no smede zemljiSte)

Red: AUTOMORFNA ZEMLJISTA
Il Klasa: Kambi¢na zemljista, A-(B)-C ili A-(B)-R profila
Tip: Eutri¢ni kambisol

Geomorfoloska celina: planina Fruska gora

Nadmorska visina: 520 m

Geografska Sirina: 7409155, Geografska duzina: 5001830

ZemljiSta iz ove klase nastaju evolucijom humusno-akumulativnih zemljista 1
karakteriSu se kambi¢nim (B) horizontom. Cambio — na latinskom znac¢i izmeniti, koji se
formira u sredisnjem delu profila. U ovom horizontu se odvijaju procesi transformacije i naleze

na rastresiti supstrat — C ili na kompaktnu stenu — R.

Kambic¢ni horizont se obrazuje kod starijih zemljista sa dubljim solumom u kojima
hidrotermicki elementi pogoduju transformaciji mineralnog dela. Raspadanjem primarnih
alumosilikata oslobadaju se alumosilikati 1 baze kao produkti raspadanja koji su gradivni
elementi u sintezi sekundarnih minerala glina (argilosinteza, lat.argilla = glina). Formirani (B)
horizont se karakteriSe povecanim sadrZzajem gline, a oslobodeni oksidi i hidroksidi gvozda u
procesu transformacije primarnih alumosilikata se adsorbuje na povrsinu minerala gline, dajuéi

im zuc¢kastu, smedu, ridu, crvenkastu, crvenu boju.
U Srbiji se upotrebljava narodni naziv "gajnjaca", zbog toga $to se na ovom zemljiStu
Cesto javljaju proredene listopadne Sume - gajevi. Naziv eutriéni ~ kambisol oznacava zemljiste

dobro obezbedeno bazama (eutrofno = zemljiSte bogato hranivima).

Na ovom lokalitetu od vegetacije dominirju prirodne listopadne Sume (hrast i grab), s

velikim udelom travne vegetacije, (Slika 17.).
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Slika 17. Spoljasnja morfologija gajnjace, eutri¢nog kambisola, lokalitet IriSki venac
(foto: Fojkar O.)

Od pedogenetskih procesa prisutno je ogajnjacavanje — posmedivanje, dugatrajan
proces koji zapo€inje ispiranjem karbonata, zatim baza, Sto dovodi do blagog zakiseljavanja.

Unutrasnja morfologija profila je obi¢no: Amo - (B)v-C ili R. Po mehanickom sastavu
gajnjaCe su ilovaste do glinovito-ilovaste, a struktura je graSasta do oraSasta, stabilna i
obezbeduje dobru prirodnu drenazu, Slika 18. Poroznost je oko 50%, a vodni kapacitet od 35 do
40%. Hemijska svojstva su takode vrlo dobra. Zemljiste je neutralno do slabo kisele reakcije,
pH od 5.5 do 6.8, dok je na istrazivanom lokalitetu pH neSto nizi 5.22 . Gajnjaca je stoga
najkiselije od svih ispitivanih tipova zemljiSta. Ovakvu povecanu kiselost ima distri¢ni
kambisol, pa ovi rezultati mozda govore da se ne radi o tipi¢noj gajnjaci. Gajnjace sadrze od 2

do 6% humusa, a u nasem slucaju je procenat humusa iznosio 1.83.

Visok sadrzaj slobodnog gvozda u svim eutri¢nim smedim zemljiStima moze dovesti do
imobilizacije fosfora. Takav je slucaj i kod ove ispitivane gajnjace gde sadrzaj P,Os u A
horizontu iznosi svega 1.14 mg/100g zemljiSta, $to je najmanja koli¢ina u odnosu na ostala

ispitivana zemljista (Tabela 5.).
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Slika 18. Unutrasnja morfologija gajnjace, eutricnog kambisola, lokalitet Iriski VVenac

Lokalitet 6. Ka¢ka Suma - tip zemljista: FLUVISOL

Red: HIDROMORFNA ZEMLJISTA
Klasa: Nerazvijena zemljista, (A)-I-11 ili (A)-G ili (A)-C profila
Tip: Fluvisol
Geomorfoloska celina: aluvijalna ravan Dunava, sredi$nja zona poloja
Nadmorska visina: 84 m
Geografska Sirina: 7414206, Geografska duzina: 5016779
Fluvisol nastaje duz vodotoka svih nasih reka (Dunava, Save, Tise ) u priobalnoj zoni
poloja, u kojoj poplavne vode taloze materijal. Prema proceni u Srbiji ih ima oko 500.000 ha
ovog tipa zemljiSta. Geneza fluvisola 1 njihova svojstva uslovljena su hidroloSkim rezimom
reke 1 prirodom materijala koji se talozi. Usled Ceste promenljivosti uslova taloZenja i

intenziteta poplava, profil fluvisola se karakteri$e izrazenom slojevitoscu.
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Slika 19. Spoljasnja morfologija fluvisola, lokalitet Kacka Suma (foto: Fojkar O.)

Ispitan je fluvisol na lokalitetu Kac¢ka Suma, na kome se nalaze vestacki zasadi crne
topole (Populus nigra) i euroamericke crne topole, Populus euroamericana, (Slika 19.).

Unutrasnja morfologija profila fluvisola na lokalitetu Kacka Suma, Slika 20, je:

Amo,p (0-31cm), moli¢ni i orani¢ni humusno-akumulativni horizont, tamno Zute
boje u suvom stanju (2,5Y 6-3), a maslinasto smede u vlaznom stanju (2,5 Y 4-3), jako
karbonatan, ilovaca krupnozrnaste strukture, prozet korenom, prelazi postupno i neravno u Sloj
l.

Sloj 1 (31-62 cm), aluvijalni nanos, svetlo Zute boje u suvom stanju (2,5 Y 7-3), a
maksimalno smede u vlaznom (2,5 Y 4-3), jako karbonatan, sitno peskovita ilovaca, drobljive
grudvicaste strukture, prelazi ostro i ravno u Sloj Il.

Sloj 11 (62-80 cm), aluvijalni nanos, sivo smedasti ilovasti pesak, karbonatan, pun
korenja, o$tro prelazi u Sloj IlI.

Sloj 111 (80-112 cm), aluvijalni nanos, sivi pesak, karbonatan, suv, korenje prolazi,
ostro prelazi u Sloj IV.

Sloj 1V (112-136 cm), aluvijalni nanos, ugasito sivi pesak, karbonatan, vlazan pod
uticajem podzemne vode, pun korenja, ostro prelazi u Sloj V.

Sloj V Gso (136-148 cm), aluvijalni nanos, sivosmedasta peskovita ilovaca,
karbonatan, zahvaéena oksido redukcionim procesima, vlazan, sa brojnim finim korenjem, ostro

prelazi u Sloj VI.
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Sloj VI Gso (148-200 cm), aluvijalni nanos, tamno sivi pesak, karbonatan, jako
vlazan, sa znacima intenzivnih oksido-redukcionih procesa, korenje dopire i do ove dubine,
Hadzié (1997.).

Slika 20. Unutrasnja morfologija profila fluvisola, lokalitet Kac¢ka Suma (foto: Fojkar O.)

Tipi¢no za morfologiju fluvisola je postojanje raznovrsnih slojeva koji se obelezavaju
rimskim brojevima. Fizicka i hemijska svojstva fluvisola variraju od sloja do sloja, tako da se
ne moze govoriti o nekim tipiénim svojstvima (Ciri¢, 1989). Veéina nasih fluvisola su
karbonatni, a ispitivani fluvisol sadrzi 10,20% CaCQOs, $to je druga po koli¢ini najveéa koli¢ina
CaCOg u ispitivanim zemljiStima. Koli¢ina humusa je mala i ne prelazi 1.54% u A horizontu, a
koli¢ina azota je srednja i iznosi 0,1%N. Ovaj fluvisol se odlikuje i slabo alkalnom reakcijom
pH vrednost u vodi iznosi 7,64.

Lokalitet 7. SRP Koviljsko petrovaradinskKi rit - tip zemljista: FLUVISOL
Red: HIDROMORFNA ZEMLJISTA
Klasa: Nerazvijena zemljista, (A)-1-11 ili (A)-G ili (A)-C profila

Tip: Fluvisol

Geomorfoloska celina: aluvijalna ravan Dunava, priobalna plavna zona poloja
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Nadmorska visina: 84 m
Geografska Sirina: 7423131, Geografska duzina: 5007724

SRP ,,Koviljsko-petrovaradinski rit* predstavlja najveéi o¢uvani ritski kompleks, koji se
nalazi na levoj i1 desnoj obali reke Dunav, na njegovom srednjem toku kroz Srbiju (re¢nog km
1225-1250), Slika 21. Rezervat zahvata prostrano inundaciono podru¢je reke Dunav pored
naselja Kovilj 1 Petrovaradin po kojima je i dobio ime. Predstavlja jasno omeden i kompaktan
ritski kompleks koji se celom povrSinom nalazi u plavhom podrucju reke Dunav (nebranjeni
deo). Rezervat se sastoji od dve odvojene celine koje povezuje tok reke Dunav: Petrovaradinski

1 Koviljski rit.

Osnovne Kkarakteristike SRP Koviljsko-petrovaradinskog rita su ocuvanost i
raznovrsnost izvornih orografskih i hidrografskih oblika kao §to su: re¢ne ade, stari vodeni
rukavci, dunavci, meandri, pli¢e i dublje depresije i bare, kao i obalske grede nastali erozivnim i
akumulativnim procesima. Na ovim prostorima su ofuvana plavna podrucja sa ritskim
Sumama hrasta luznjaka, jasena i veza, crne i bele topole, bele vrbe, zatim vlaznih livada,
zajednica oStrica, belog i Zutog lokvanja, vodenog oraska i dr. O bogatstvu flore govori i
zabelezenih 443 taksona visih biljaka. Vrste znacajne za zaStitu vodenih stanista: Salvinia
natans— nepacka, Callitriche palustris-vodena bradica, Numphar luteum-zuti lokvanj,
Nymphaea alba-beli lokvanj, Trapa natans agg.-vodeni orasak, Utricularia australis-mesinka,
semiakvati¢nih i muljevitih stanista: Acorus calamus-idirot, Marsilea quadrifolia-raznorotka,

Cyperus glomeratus-silj gronjasti idr.

SRP ,,Koviljsko-petrovaradinski rit* je skoro u celosti pod stalnim dejstvom poplavnih i
podzemnih voda. Geoloska podloga rita je aluvijalni nanos. ZemljiSte na ovoj podlozi je
genetski nerazvijeno zbog stalnog dejstva podzemnih voda Dunava koje povremenim
naizmeni¢nim nanoSenjem 1 odnoSenjem supstrata ne omogucuje pedogenetske procese. PO
svim karakteristikama zemljiste u SRP ,,Koviljsko-petrovaradinski rit“ je tipi¢no za aluvijalna

podrucja srednjeg toka Dunava.

Recentni aluvijalni nanos je razli¢itog mehani¢kog sastava. Po pravilu, na visim i
priobalnim terenima uz korito preovladuje pesak, a na nizim i terenima blizim odbrambenom
nasipu tj. udaljenijim od obale korita Dunava preovladuje mulj. Izmedu ovih krajnosti nalaze

se, u razli¢itim odnosima, naizmeni¢no nataloZeni nanosi peska i mulja. Hemijske osobine
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recentnog aluvijuma su povoljne za razvoj vegetacije. Ova zemljista uglavnom su karbonatna,
neutralne do slabo alkalne reakcije. Uslovi humifikacije i mineralizacije, osim u zabarenim
terenima, su povoljni, a time 1 ishrana bilja mineralima. Stalno nanoSenje novih fertilnih nanosa
na iscrpljene, ¢ini ovo zemljiSte pogodnim za razvoj bujne ritske vegetacije, narocito ritskih
Suma. Na visokim gredama, gde je nanoSenje i odnoSenje zemljiSnog supstrata minimalno,

zapazaju se poceci pedogenetskih procesa, (Panjkovic i Stanisi¢, 2010).

Slika 21. Spoljasnja morfologija fluvisola, lokalitet SRP Koviljsko petrovaradinski rit: a)
lokacija Slajz kod sela Kovilj , b) plavne Sume bele vrbe, ¢) sasuSene koncaste vodene alge
nakon poplave, d) rad na terenu (foto: Fojkar O.)

Ispitivani fluvisol u SRP “Koviljsko petrovaradinskom ritu” ima manju koli¢inu
karbonata u odnosu na fluvisol na lokalitetu Kacka Suma, 1 iznosi 6.80 % CaCQOs. Koli¢ina
humusa iznosi 2.32% u A horizontu, a koli¢ina azota je srednja i iznosi 0,15% N. Ovaj fluvisol

se odlikuje i blago alkalnom reakcijom, pH vrednost u vodi iznosi 7,34.
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Lokalitet 8. Becej - tip zemljista: RITSKA CRNICA (humoglej)

Red: HIDROMORFNA ZEMLJISTA
Klasa: Fluvijatilnih i fluvioglejnih zemljista, A-G profila

Tip: Ritska crnica (humoglej)

Geomorfoloska celina: aluvijalna ravan Tise, priterasna zona poloja
Nadmorska visina: 87 m
Geografska Sirina: 7429296, Geografska duzina: 5049027

Ispitivano zemljiSte na lokalitetu Becej, na lokaciji Gornji rit je udaljeno oko 1200
metara od korita reke Tise. Geomorfoloski gledano spada u aluvijalnu ravan Tise, priterasna
zona poloja. Ritska crnica (humoglej) spada u razdeo hidromorfnih zemljista, klasu fluvijatilnih
i fluvioglejnih zemljista. Grada profila je A-G, tip humoglej, podtip nekarbonatni, verti¢ni,

slabozaslanjen i alkalizovan, glinaste forme, Slika 22.

Sinteza hidromorfnog humusa u moénom A horizontu, u uslovima suficita vlage u
veC¢em delu godine i1 bujne hidrofitne vegetacije, predstavlja prvi tipski process humogleja.

Drugi tipi¢ni pedogenetski process je oglejavanje u zoni oscilacije nivoa podzemne vode.

Unutra$nja morfologija profila ritske crnice na ovom lokalitetu odlikuje se postojanjem
sledec¢ih horizonata, Slika 23. :

Aavtp (0-21 cm), orani¢ni pothorizont humusno akumulativhog horizonta,
tamnosivo zute boje (2,5 Y 5-2) u suvom stanju, a smede crne (2,5 Y 3-2) u vlaznom stanju,
teSka glina, beskarbonatna, sitnogrudvaste strukture, jako proZet korenom, prelazi u Aa,vt
podoranicni pothorizont.

Aavt (21-91 cm), podorani¢ni pothorizont humusno — akumulativnog horizonta,
zuto sive boje (2,5 Y 4-1 ) u suvom stanju, a smede crne (2,5 Y 3-1) u vlaznom stanju, teska
glina, beskarbonatna, srednje-prizmati¢ne structure, zbijeniji u odnosu na Aa,vt,p prozet
korenom, prelazi postupno u AGso prelazni horizont.

AGso (91-134 cm), prelazni horizont, svetlo Zuc¢kasto smede boje (2,5 Y 4-4) u
vlaznom stanju, ilovasta glina, beskarbonatna, srednje prizmati¢ne structure, sa znacima

oglejavanja (rdaste mazotine) prelazi u Gr,so glejni horizont.
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Gr,s0 (134-184 cm) glejni horizont, tamno zute boje (2,5 Y 6-4) u suvom stanju, a
smede (2,5 Y 4-4) u vlaznom stanju, ilovasta glina, beskarbonatna, sa znacima oglejavanja
(sivo-zelenkaste i plavi¢aste mikrozone i rdaste mazotine), podzemna voda na dubini od 184
cm.

Gr (184-200 cm) glejni horizont, tamno zute boje (2,5 Y 6-3) u suvom stanju, a
maslinasto smede (2,5 Y 4-2) u vlaznom stanju, peskovito — glinovita ilovaca, slabo
karbonatna, sa znacima oglejavanja (sivo-zelenkaste i plaviaste mikrozone), (Hadzi¢ et al.,
1997).

Slika 22. Spoljasnja morfologija ritske crnice lokalitet Be€ej: a) nakupljanje atmosferske vode
na povrsini ritske crnice, b,c) “cvetanje” zemljista — razvoj algi u lokalnim barama, d) ispucao
povrsinski sloj zemljista tokom susnog perioda (foto: Fojkar O.)

Tezak mehanicki sastav ritske crnice, visok udeo cestica manjih od 0,002 mm
nepovoljno se odrazava 1 na ostala vodno-fizicka svojstva zemljiSta. Pri jaCem vlaZenju
struktura se gubi, zemljiSte je lepljivo i teSko za obradu, a u suvom stanju od povrSine se

javljaju pukotine, usled naizmeni¢nog bubrenja i kontrakcije.
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Ova ritska crnica se odlikuje najnizim sadrzajem CaCOs; u odnosu na sva druga
ispitivana zemljiSta (2,55%), srednjim sadrzajem humusa 3.63%, kiselom reakcijom, pH
vrednost u vodi iznosi 5,46 i visokim sadrzajem azota (0,24%N) 1 kalijjuma (Al-K;O 33,52
mg/100 g). Ritska crnica kod Beceja je, prema naSim zapazanjima, veoma glinovita i u kiSnim

periodima i periodima visokih podzemnih voda velikim delom prekrivena vodom.

Slika 23. Unutra$nja morfologija ritske crnice, lokalitet Becej

Lokalitet 9. SRP ,,Carska bara“ - tip zemljista: RITSKA CRNICA (humoglej)

Red: HIDROMORFNA ZEMLJISTA
Klasa: Fluvijatilnih i fluvioglejnih zemljista, A-G profila
Tip: Ritska crnica (humoglej)
Geomorfoloska celina: aluvijalna ravan Begeja,
Nadmorska visina: 81 m
Geografska Sirina: 7453901, Geografska duzina: 5015089
Ispitivano zemljiSte na lokalitetu SRP ,,Carska bara®, nalazi se na lokaciji Botoski rit
koji je na teritoriji K.O. Belo Blato, Slika 24. Ritska crnica (humoglej) spada u razdeo
hidromorfnih zemljista, a klasu fluvijatilnih i fluvioglejnih zemljista, grade profila je A-G, tip

humoglej.
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Slika 24. Spoljasnja morfologija ritske crnice lokalitet SRP “Carska bara“ (foto: Fojkar O.)

Specijalni rezervat prirode “Carska bara” sada obuhvata 4726 ha. Prva zastita dela ovog
podrucja uspostavljena je jo§s 1955. godine, kada je “Vojtina mlaka” proglaSena za predeo
izuzetnih prirodnih lepota. Prema klasifikaciji Medunarodne unije za zastitu prirode ITUCN
potpada u IV kategoriju — Podru¢ja upravljanja stanistima i vrstama (Habitat and species
management area). Ovo podrucje je 1996.godine proglaseno i za Ramsarsko podrudje,
mocvarno podrucje izuzetnih prirodnih vrednosti, odnosno vlazno staniSte od medunarodnog
znacaja.

Specijalni rezervat prirode “Carska bara” obuhvata ostatak nekadasnjeg plavnog
podru¢ja duz donjeg toka reke Begej, sa oCuvanim i raznovrsnim orografskim i hidrografskim
ritskim oblicima i pojavama. Predstavlja kompleks - mozaik barsko - moc¢varnih, Sumskih,
livadskih, stepskih i slatinskih ekosistema sa raznovrsnim i bogatim zivim svetom i staniStima

mnogih endemskih, subendemskih, reliktnih vrsta panonskog prostora.

Prirodne vrednosti Specijalnog rezervata prirode “Carska bara” visoko su ocenjene zbog

postojanja oko 500 biljnih vrsta, 239 vrsta ptica (od kojih se svih osam evropskih vrsta caplji

64



Mr Oliver Fojkar Doktorska disertacija

gnezde na ovom prostoru), 20 vrsta riba, kao i 30 vrsta sisara retkih za ovo podrucje (vidra,
tekunica, Sumska-mrka voluharica, divlja macka i dr.), a od posebnog znacaja su i ribnjacka

jezera koja se nalaze izmedu dva entiteta zaSti¢enog prirodnog dobra.

U geomorfoloskom pogledu podrucje SRP «Carska bara» pripada aluvijalnoj ravni Tise.
Posmatrajuci teren od reke Tise ka banatskoj lesnoj terasi, aluvijalna ravan Tise iduéi od severa
ka jugu ima nekoliko suzenja i nekoliko proSirenja (krstursko-novoknezevacko, padejsko-
novobecejsko,novobecejsko-aradacko 1 proSirenje izmedu Aradca 1 Perleza). Predmet
geomorfolo§kog razmatranja je Cetvrto proSirenje u kome je smesteno prirodno dobro, (Pil et

al., 2010).

Podru¢je Specijalnog rezervata prirode «Carska bara» sa $irim okruzenjem nalazi se u
medurecju Tise i Begeja. Pored pomenutih reka prisutan je vec¢i broj hidroloSkih objekata
(jezera, bara i mocvara) koji ovom prostoru daju poseban ambijent, a ujedno imaju i znacajan

uticaj na zivi svet prirodnog dobra.

Ispitivana ritska crnica nastala je prevlazivanjem zemljista, podzemnom i povrSinskom
vodom. Po mehani¢kom sastavu, ritske crnice su teska glinovita zemljista. Ova ritska crnica se
odlikuje najveéim sadrzajem humusa od svih ispitivanih zemlji$ta i iznosi 3,96%, a takode se
odlikuje 1 najve¢im sadrzajem prisutnog azota 0,26% 1 sadrzajem ugljenika 2,30%C. ZemljiSte

se odlikuje slabo alkalnom reakcijom koja u vodi iznosi pH 7,59.

Lokalitet 10. Kumane - tip zemljista: SOLONJEC

(ruski sol — so, deminutiv sufiks-ec)

Red: HALOMORFNA ZEMLJISTA
Klasa: Solonjeca unutrasnje grade profila A/E — Bta,na -C

Tip: Solonjec, podtip tipi¢ni, nezasoljeni varijetet, srednje duboke forme.
Geomorfoloska celina: banatska lesna terasa,

Nadmorska visina: 84 m
Geografska Sirina: 7437618, Geografska duzina: 5042327

65



Doktorska disertacija Mr Oliver Fojkar

Zemljiste sa lokaliteta Kumane, pripada halomorfnom redu, klasi solonjeca unutrasnje
grade profila A/E — Bta,na —C, tipu solonjec, podtipu tipi¢ni, nezasoljenom varijetetu i srednje
dubokoj formi.

Istrazivani lokalitet nalazi se neposredno pored Oglednog polja Kumane,
Poljoprivrednog Fakulteta Departmana za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu i Naucnog
Instituta za ratarstvo i povrtarstvo - Novi Sad, Slika 25.. Na ovom lokalitetu se nalaze prirodni
pasnjaci na kojima dominira asocijacija halofita i mezofita (Festuca pseudovina, Camphorosma

ovata, Artemisia salina, Cynodon dactilon, Polygonum aviculare).

Osnovna komponenta tipskog procesa obrazovanja solonjeca je alkalizacija, tj.
adsorpcija Na* jona iz rastvora u adsorptivni kompleks. Ovaj proces se u ispitivanom zemljistu
deSava pod uticajem raslanjivanja u uslovima snizenog nivoa podzemne vode i povecane
vlaznosti u jesenjem i zimskom periodu. Anjonska komponenta soli se ispira, a vodorastvorni

Na" joni se ispiraju. Opisani proces se odigrava u Bt,na horizontu.

Eluvijalno-iluvijalna unutra$nja descendentna migracija zemljisnih koloida je prateca

komponenta 1 formiranje iluvijalnog B horizonta karakteristi€ne stubaste strukture.

Unutra$nja morfologija profila solonjeca na lokalitetu Kumane, (Slika 26.):

Aoh,na/E (0/10cm)-ehri¢ni humusno-akumulativni i eluvijalni horizont, mutno zuto
oranZ boje (10YR 6/3) u vlaznom stanju, beskarbonatan, glinovita ilovaca, sitnogrudvaste
structure, rastresit, jako prozet korenom, prelazi ostro u Bt,na horizont.

Bt,na (10/60cm) - argiluviéni i natriéni iluvijalni horizont, tamno sive boje (2,5Y 5/2)
u suvom stanju, a smede crne (2,5Y 3/2) u vlaznom stanju, beskarbonatan, teSka glina,
karakteristi¢ne stubaste strukture.

Bt,na*(60/104 cm) - argiluviéni i natri¢ni iluvijalni horizont, sa dubinom se povecava
sadrzaj karbonata, te je manje kompaktan 1 svetlije boje.

Bt,Cna*(104/154 cm) — prelazni horizont, mutno zute boje (2,5Y 5/2) u suvom stanju,

a zuto sive (2,5Y 3/2) u vlaznom stanju, jako karbonatan, teska glina, sitnogrudvaste strukture.

C *(154/200 cm) matiéni supstrat — pretaloZen les , (Beli¢, 1999.).
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Slika 25. Spoljasnja morfologija solonjeca, lokalitet Kumane: a) ogledno polje PF Novi Sad, b)
mezogrede 1 mikrodepresije,c)d) listanje solonjeca i sasusene kolonije cijanobakterije
Nostoc sp. (foto: Fojkar O.)

Slika 26. Unutras$nja morfologija profila
solonjeca, lokalitet Kumane (foto Hadzic¢)
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Solonjec se odlikuje teksturnom diferencijacijom izmedu eluvijalnog i iluvijalnog
horizonta. Povecani sadrzaj koloida gline u Bt,na horizontu je posledica njihove descendentne
migracije usled peptizacije pod uticajem adsorbovanih Na* jona. Stubasta struktura svojstvena
je samo solonjecu i nastala je uticajem Na® jona na peptizaciju, bubrenje i kontrakciju
akumulirane gline. Horizont B je vrlo kompaktan i zbijen u suvom stanju, a u vlaznom jako
bubri i prouzrokuje vodonepropustljivost i slabu aeraciju. Pristupa¢na voda nalazi se U vecoj

meri u A/E horizontu.

Sadrzaj humusa zavisi od vrste soli, sodni solonjeci imaju 1-2% humusa, a solonjeci s
neutralnim solima mogu imati 2-6% humusa. Ispitivani solonjec sadrzi 1,56% humusa u sloju
do 30 cm. Koli¢ina ukupnog azota iznosi 0,1 N%, dok se procentualna zastupljenost C iznosi
0,9%. Odlikuje se i alkalnom sredinom koja u vodi iznosi pH 8.73 u Bt,na horizontu (Tabela

5.). Ovo je ujedno najalkalnije istrazivano zemljiste.

Za ovo zemljiSte bitno je napomenuti da se, gledano spolja, sastoji od mozaika
mezogreda 1 mikrodepresija. Mezogrede su mikro uzvisenja, 30-50cm viSe od mikrodepresija.
Iz mezogreda se ispira so 1 na njima je razvijena stepska vegetacija. So se talozi u
mikrodepresije i na njima se moze uociti bela pokorica. U mikrodepresije obi¢no nije razvijena
vegetacija. U kiSnim periodima ovo zemljiste, narocito mikrodepresije, je prekriveno vodom

koja zbog nepropusnog B horizonta ne moze da prodre u dublje slojeve.

Lokalitet 11. SRP “Slano kopovo” - tip zemlji§ta: SOLONCAK

Red: HALOMORFNA ZEMLJISTA
Klasa: Akutno zaslanjena zemlji$ta (sadrze najmanje 1% soli, ako je u pitanju hloridno i
sulfatno zaslanjivanje ili 0,7 % ako je sodno zaslanjivanje, u bilo kom horizontu do 125
cm dubine)
Tip: Solonéak, (naziv solonc¢ak je ruskog porekla i nastao je od ruske reci sol — so, i
tatarske reci ¢ak - mnogo (zemljiSte sa mnogo soli))

Geomorfoloska celina: aluvijalna ravan Tise,

Nadmorska visina: 84 m

Geografska Sirina: 7439239, Geografska duzina: 5052254
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U Srbiji su solon¢aci uglavnom zastupljeni u Vojvodiniu na oko 30.000 ha, i to u
Backoj sa oko 25000 i Banatu oko 5000 ha. U svetu ima oko 260 miliona hektara. Slano
kopovo predstavlja jednu od poslednjih o¢uvanih bara na slatinama Vojvodine, odnosno slanih
jezera u paleo-meandrima. Slano kopovo je Tisin fosilni meandar, odnosno geomorfoloski oblik
postao radom re¢ne vode, Sto znaci da pripada grupi re¢nih ili fluvijatilnih jezera. Oblik kopova
podseca na potkovicu, ¢iji kraci su okrenuti prema jugu. Isto¢na strana basena ima blag nagib, a
iznad zapadne obale diZe se dosta strmi odsek lesne terase Banata, relativne visine do 6 m, sa
najviSom taCckom na Maslar humci 86,8m apsolutne visine. Prema severu i jugu se nastavlja
suvo ili povremeno plavljeno dno fosilnog meandra. Istrazivanja su pokazala da je dno

pokriveno glinom i da ima veoma mali nagib, (Slika 27).

Slano kopovo je specifi¢no po jedinstvenim panonskim ekosistemina tipi¢nim za slane,
muljevite bare i njihovo povremeno isuSene delove. Ovaj tip vodenih basena sve viSe nestaje
Sirom Panonske nizije. Pecat Slanom kopovu daju ocuvane specifi¢ne slatinske zajednice klase
Thero-Salicornietea koje su u fazi i§¢ezavanja. Razvijene na solon¢akastoj podlozi, izgradene
su od sukuletnih, i u manjoj meri polusukulentnih halofita, i pripadaju tipu izvornog biljnog
pokrivaca koji je ve¢ skoro nestao sa panonskog prostora. Tipi¢ne biljne vrste koje su prisutne
su: jur¢ica, panonska jurCica, solnjaca 1 druge i1 predstavljaju prave raritete, pa su mnoge 1

zakonom zasti¢ene, Pavkov (1999).

Ovo slano jezero predstavlja izuzetnu prirodnu vrednost i sa geomorfoloskog,
hidroloSkog 1 mikroklimatskog aspekta. Pojaano isparavanje i povlacenje vode sa najnizih

topografskih poloZaja dovodi do taloZenja soli u slojevima debljine i nekoliko centimetara.

Na ovom solonc¢aku je konstatovan duplo veci sadrzaj soli (hlorida I sulfata) nego Sto je
uobicajeno za ljute solon¢ake u Vojvodini, Sto je rezultiralo pojavom neponovljivog biljnog
sveta. Dok su bare blize Tisi izrazito hloridne, dotle je Slano kopovo specifi¢no kao sodno —
sulfatni soloncak, §to je verovatno imalo za posledicu da je to jedini lokalitet u Vojvodini na
kome raste jurCica. Sadrzaj soli (hlorida i sulfata) u vodi Slanog kopova je 11-12 puta veci od
uobicajene koli¢ine za soloncake Vojvodine, a reakcija vode je izrazito bazi¢na (pH 9,0-9,4).
(Studija: SRP “Slano kopovo”, Zavod za zastitu prirode Srbije, 1999.). U klimatskim uslovima
aridnog i semiaridnog Banata, gde ukupno isparavanje prevazilazi ukupne padavine dolazi do

uzlaznog toka podzemnih zasoljenih voda i talozenja soli na povrsinu tla. Zato je nakon
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povlacenja soli Slano kopovo pod belicastom skramom debljine i nekoliko centimetara od

“iscvetalih” kristala soli. NataloZena so daje podrucju nestvaran polupustinjski izgled.

Slika 27. Spoljasnja morfologija solon¢aka, lokalitet Slano kopovo: a) u susnom periodu, b) za
vreme vlaznog perioda, visoke podzemne vode, c) ispucala pokorica, sol sa slojem
modrozelenih algi d) cvetanje cijanobakterija za vreme vlaznog perioda (foto: Fojkar O.)

U svojoj doktorskoj disertavciji Vasin (2010) je ispitivao pedoloski profil na lokalitetu
Slano kopovo na koordinatama (GPS: 0439153 USR 5051829) na nadmorskoj visini od 81 m.
Isti¢e da pedoloski profil na ovom lokalitetu ima sledecu unutraSnju morfologiju profila:

Aoh/Esa,na (0-8cm) - slozen ohri¢ni humusno akumulativni i eluvialni salian i
natri¢an horizont. U stanju Zuto smede boje (2,5Y 5-3) i tamno maslinasto smede boje (2.5Y 3-
3) u vlaZznom stanju. Po teksturi sitno peskovita ilovaca, sitnozrnaste i praskaste strukture, slabo
karbonatan, prozet korenom i sa akumulacijom soli.

Bt,sa,na (8-36 cm) — iluvijalni, argiluvi¢ni, sali¢ni i natri¢ni horizont. U suvom stanju

maslinasto smede boje (2.5Y 4-3) i tamno maslinasto smede boje
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(2,5Y 3-3) u vlaznom stanju. Po teksturi je ilovasta glina, vrlo tvrd i zbijen, stubaste
strukture, slabo karbonatran, sa akumulacijom vodorastvorljivih soli.

Bt,sa,naC (36-60 cm) — prelazni horizont. U suvom stanju zuto smede boje (2.5Y 5-4) i
maslinasto smede (2.5Y 4-4) u vlaznom stanju. Po teksturi teSka glina, tvrd i zbijen, stubaste
strukture, jako karbonatan, sa akumulacijom vodorastvorljivih soli i inkluzijama korena.

Csa,naGso,r (60-83 cm) - prelazni sali¢ni i natri¢ni horizont — oglejeni mati¢ni supstrat.
U suvom stanju svetlo zute boje (2.5Y 7-4) I mutno Zute boje (2.5Y 6-4) u vlaznom stanju. Po
teksturi je ilovasta glina, masivne structure, jako karbonatan, sa znacima sekundarne oksidacije
(rdaste mazotine) i redukcije (sivo-zelenkaste I plavi¢aste mikrozone) | sa inkluzijama korena.

Gso,r,na (83-140 cm) — glejni horizont. U suvom stanju mutno zute boje (2.5Y 6-4) |
zuto smede boje (2.5Y 5-4) u vlaznom stanju. Po teksturi je ilovasta glina, masivne strukture,
jako karbonatan, sa znacima sekundarne oksidacije i redukcije.

Prema naSim istrazivanjima na osnovu hemijske analize mozemo =zakljuciti da
istrazivani solon¢ak ima alkalnu reakciju i u vodi pH iznosi 8.19. Sadrzaj humusa i azota je
veoma nizak, 1.27% humusa i 0.08%N. Nizi sadrzaj humusa i azota je utvrden jedino u
arenosolu u Deliblatskoj pesc¢ari. Sadrzaj fosfora i kalijuma je relativno visok (AL-P,Os 17.37

mg-100g, AL-K,0 mg-100g).
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6.2. BROIJNOST MIKROORGANIZAMA U ISPITIVANIM TIPOVIMA ZEMLJISTA

6.2.1. Ukupna brojnost algi u zemljistima VVojvodine

Alge su eukariotski fototrofni mikroorganizmi. Veli¢ina algi je razli¢ita i krece se od
nekoliko mikrometara, kod okruglih i Stapicastih, pa do nekoliko metara kod filamentoznih.
Bespolno se razmnozavaju fragmentacijom i deobom, apolno gametangijom. Sve alge u
¢elijama imaju hloroplaste sa hlorofilom, a neke imaju i dopunske pigmente. Hlorofil i drugi
pigmenti algama daju boju tako da one mogu biti zelene, smede, mrko-zute i crvene boje,
(Jarak, 2013).

Alge su tipi¢ni stanovnici vodenih biotopa, mada su dosta Siroko rasporostranjene i
izvan vodene sredine. Alge imaju izuzetnu ulogu u opStem ciklusu kruzenja materije u kome se
javljaju kao primarni organski producenti organske materije. S obzirom da poseduju hlorofil,
sposobne su da vrSe fotosintezu, tj da se hrane fotoautotrofno. Medutim, medu algama se nalaze

1 organizmi koji se mogu ishranjivati miksotrofno 1 heterotrofno (Blazenci¢, 1988).

Alge vode poreklo od nekih prokariotskih organizama koji su imali hlorofil 1 vrSili
fotosintezu pri kojoj se oslobadao kiseonik. Od takvih organizama, kao samostalna evolutivna
grupa, pre oko tri milijardi godina izdvojile su se cijanobakterije (Cyanobacteria ili
Cyanophyta). O njihovoj starosti ne govore samo paleontoloski ostaci ve¢ i primitivna
prokariotska organizacija, odsustvo polnog naina razmnozavanja, nepostojanje pokretnog
stadijuma, prisustvo pigmenata iz grupe fikobilina, postojanje samo jednog hlorofila (a),
potpuno odsustvo sterola 1 mureinska grada cCelijskog zida, (Blazenci¢, 1988). Na osnovu
morfoloskih svojstava i boje alge su podeljene na: zelene alge (Chlorophyta), jednocelijske
zelene alge bez Ccelijskog zida (Euglenophyta), zlatno-mrke alge (Chrysophyta), mrke
(Phaeophyta), stenovite alge - prsljencice ( Charophyta), crvene alge (Rhodophyta), vatrene
alge (Pyrrophyta), (Jarak, 2013). Alge zive na povrsini ili u plitkom sloju zemljista, a sa
povecanjem dubine brojnost im opada iako se pojedine alge mogu naci 1 na dubini do 100 cm.
Broj algi u zemljistu krec¢e se od 50000 do 100000 u jednom gramu apsolutno suvog zemljista.
U zemljiStu su najvaznije zelene alge (Chlorophyta) i mrko-zute alge (Chrysophyta, podrazdeo
Bacillariophyta).
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Zemljisne alge su najcesce jednocelijskih, kolonijalnih i visecelijskih koncastih formi
(Gollerbah i Stina, 1969). Broj algi i cijanobakterija koje naseljavaju zemljista kreée se oko
2000 vrsta, a na prostorima bivieg SSSR-a je determinisano u zemljistima oko 1218 vrsta.
Najmnogobrojnije su cijanobakterije sa 403 vrste, od cega se masovno javlja 103 vrste. Prema
ovim podacima vrste cijanobakterija su u zemljiStima bivSe Rusije zastupljene sa 33.08% u
odnosu na broj ostalih vrsta algi. Prema broju vrsta dalje slede: zelene alge sa 373 vrste
(masovno se javlja 78 vrsta), zuto-zelene 120 vrsta ( 31 masovna vrsta), dijatomeje 298 vrsta (
20 masovnih vrsta), euglenofita 16 vrsta, zlatne alge 4 vrste i vatrene zastupljene sa 4 vrste
(Gollerbah et al., 1969).

IstraZivanja su pokazala da je ukupan broj algi veoma veliki kod hidromorfnih 1
halomorfnih zemljista, a znatno manji kod automorfnih zemljista, (Grafikon 11 - 22.). U
tabelama 6-9. su prikazani podaci statistiCke analize Fischerovim LSD testom homogenosti

varijansi za ukupan broj algi u ispitivanim zemljistima, po sezonama za verovatnocu p=0,05.

Ukupna brojnost algi u zavisnosti od tipa zemljiSta

Fluvisol, na lokalitetu SRP Koviljsko petrovaradinski rit, je tip zemljista koji u
povrsinskom sloju ima najve¢i godis$nji prosecan broj algi, 260794 jedinki po gramu zemljista,
(Grafikon 17 i 22.). Ovaj lokalitet se nalazi u nebranjenom delu reke, na aluvijalnoj ravani
Dunava u priobalnoj plavnoj zoni poloja i izloZen je visokim plavnim vodama reke. Najveci
prosecan broj algi na ovom lokalitetu se upravo moZe tumaciti pove¢anom vlaznoS¢u ovog
zemljista pod uticajem plavnih voda Dunava. Sem toga ovaj fluvisol se odlikuje i koli¢inom
humusa od 2.32% u A horizontu, i srednjom koli¢inom azota od 0,15% N. Ovaj fluvisol se
odlikuje i blago alkalnom reakcijom, pH vrednost u vodi iznosi 7,34 §to povoljno utiCe na
razvoj algi. FiSerov LSD test homogenosti je pokazao da postoji statisticki znacajno veca
razlika u ukupnoj brojnosti algi u zemljiStu fluvisol na lokalitetu = SRP Koviljsko

petrovaradinski rit u odnosu na sva druga istrazivana zemljista za verovatnoc¢u p=0.05.

Solon¢ak, na lokalitetu SRP Slano Kopovo, u povrSinskom sloju ima drugu po vrednosti
brojnost algi i ona u proseku iznosi 158539 jedinki po gramu zemljista, (Grafikon 21 i 22.).
Slano Kopovo predstavlja jednu od poslednjih o¢uvanih bara na slatinama Vojvodine, odnosno

slanih jezera u paleo-meandrima. Ono je specifiéno po jedinstvenom panonskom ekosistemu
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tipiénom za slane i muljevite bare i veliki deo godine je ovaj prostor prekriven podzemnom
vodom koja pogoduje razvoju algi. Ovo zemljiste se odlikuje i Bt iluvijalnim, argiluvi¢nim,
sali€nim 1 natricnim horizontom koje je po teksturi ilovasta glina, vrlo tvrda i zbijena 1 zadrzava
povrsinske padavine. Ovaj istrazivani solon¢ak ima alkalnu reakciju i u vodi pH iznosi 8.19.

Bez obzira §to je sadrzaj humusa i azota veoma nizak, 1.27% humusa i 0.08%N, ovo zemljiSte

se odlikuje velikim brojem ukupnih algi.

Cernozem, na podruéju Rimskih
Sandeva, je tre¢i lokalitet po ukupnoj
brojnosti algi u povrsinskom sloju zemljista,
135707 jedinki po gramu zemljista, (Grafikon
14.). Ispitivani ¢ernozem takode se odlikuje
bazi¢nom pH vrednos¢u u vodi, iznosi 8.11, a
sadrzaj humusa i azota je takode tre¢i po
visini u odnosu na druge tipove zemljista,
humus iznosi 2.78%, a koli¢ina ukupnog
azota 0,18 %.

Slika 28. Ukupan broj algi na podlozi BG-11 (+N) &ernozem 0-5cm, Rimski Sanéevi

Zatim sledi grupa zemljista sa srednjom ukupnom brojnosé¢u algi u koju spadaju: ritska
crnica, Becej (99468 jedinki), fluvisol, lokalitet Kacka Suma (88575 jedinki), ritska crnica, SRP
Carska bara (80853 jedinki) i solonjec, kod Kumana sa (35116 jedinki), (Grafikon 22.).

Ritska crnica kod lokaliteta SRP “Carska bara” se odlikuje najve¢om koli¢ino humusa i
najve¢om koli¢inom azota od svih ispitivanih tipova zemljista, 3,96% humusa i 0,26% azota.
Ritska crnica je tip zemljista koji ima teZzak mehanicki sastav, visok udeo Cestica manjih od
0,002 mm nepovoljno se odrazava i na ostala vodno-fizicka svojstva zemljista. Pri jacem
vlazenju zemljiste je lepljivo 1 teSko za obradu, ali pogoduje razvoju algi. Tipovi zemljista
ritska crnica i halomorfna zemljista se odlikuju specifi¢nim vodnim rezimom koji u odredenim
periodima godine ili nakon kiSnih perioda ¢ine ova zemljista prezasi¢na vodom, a Sto su idealni

uslovi za razvoj algoflore.
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Fluvisol na lokalitetu Kacka Suma, u odnosu na fluvisol u SRP Koviljsko
petrovaradsinski rit, nije viSe pod direktnim uticajem plavljenja Dunava pa je i ukupna brojnost

algi manja nego na ovom lokalitetu.

U grupu sa veoma malom ukupnom brojnoscu algi spadaju: regosol u SRP Titelski breg
(31896 jedinki po gramu zemljista), gajnjaca, u NP Fruska gora (8415 jedinki po gramu

zemljista) i arenosol, u SRP "Deliblatska pescara” (7233 algi po gramu zemljista).

ZemljiSte sa najnizom ukupnom brojnos$cu algi, u 0dnosu na sva ispitivana zemljista je
arenosol u P1O "Suboti¢ka pescara™ i brojnost algi u povrSinskom sloju iznosi svega 6023

jedinke po gramu apsolutno suvog zemljista, (Grafikon 11 - 22.).

Tip zemljista arenosol, na oba ispitivana lokaliteta, je tip zemljiSta koji ima najmanju
prose¢nu brojnost algi. Ovakav rezultat nije zacudujuéi posSto je arenosol tip zemljista sa
najnizim poljskim vodnim kapacitetom, a na lokalitetu u Deliblatskoj pescari se odlikuje 1 sa

najmanjim sadrzajem humusa 0.29% , azota 0.02 %, fosfata, kalijuma i ugljenika.

FiSerov LSD test homogenosti, p=0.05, pokazuje da postoji statisticki znacajna sli¢nost
izmedu ukupne brojnosti algi u arenosolu na ova dva lokaliteta tokom prole¢nog, jesenjeg 1

zimskog perioda, ( Tabela 6 - 9.).

Automorfna zemljista, arenosol, regosol i gajnjac¢a, se odlikuju znatno manjim brojem
ukupnih algi u odnosu na hidromorfna i halomorfna zemljista. Gajnjaca je tip zemljista sa
kiselom reakcijom, ima najnizu pH vrednost svega 5,22 te se mala brojnost algi u ovom

zemljiStu moZe time tumaciti.

Reakcija zemljista je veoma znacajna za rasprostranjenje algi. Najvece bogatstvo algi se
pokazalo u zemljiStima sa neutralnom pH vredno$éu. U kiselim zemljistima uglavnom
odsustvuju silikatne alge i cijanobakterije, a dominiraju zelene alge. U bazi¢nim zemljistima
dominiraju cijanobakterije. Broj vrsta algi u kiselim zemljiStima je upola manji nego u
neutralnim zemljistima. Od zelenih algi u kiselim zemljistima dominiraju: Volvocales i
Chloroccocales. Kisela zemljista se odlikuju nedostatkom gvozda, mangana i drugih gradivnih
elemenata za alge, dok se bazna zemljista odlikuju dostupnim kalcijumom, (Gollerbah et al.,

1969).
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Na rasprostranjenje algi uti¢e kako prisustvo dostupnih hranljivih materija tako i opsta
koncentracija soli. Visoka koncentracija soli izrazena je u slatinastim zemljiStima, gde je
pokazano da sa porastom zasoljenosti opada broj vrsta algi. Na slabo zasoljenim zemljiStima,
gde su soli koncentrisane na dubini od 10 cm, zapazeno je 11 vrsta algi, dok je na ljutim
slatinama, gde soli leze na povrsini, zabelezeno svega tri vrste. Sastav algi medutim, ne zavisi
samo od stepena nego i od hemizma zasoljenja. U mnogim sluc¢ajevima zasoljenost zemljiSta
deluje na populaciju algi posredno, preko razvijenosti visih biljaka. Tako na primer brojnost
cijanobakterije Nostoc commune opada sa smanjenjem zasoljenosti zemljista i odgovarajué¢im

uvecanjem pokrivenosti zemljista vis§im biljkama (Gollerbah et al., 1969).

Ukupna brojnost algi u zavisnosti od dubine pedolo$kog profila

Kod svih ispitivanih tipova zemljiSta ukupna brojnost algi je bila najveca u povrSinskom
sloju zemljista, 0-5 cm dubine, opadala je sa dubinom zemljista i bila je najmanja u najdubljem
sloju od 30 do 60 cm. Alge su fotoautotrofni organizmi i za svoj razvoj im je neophodna
svetlost, stoga je sasvim razumljivo da je njihova brojnost najveca u povrSinskom sloju
zemljiSta. Alge cedenjem vode dospevaju u dublje slojeve gde se kapsuliraju ili raspadaju 1
aktivno utiCu na formiranje humusa. Medutim, neke alge imaju 1 moguénost heterotrofnog

nacina ishrane pa mogu egzistirati i u uslovima slabog osvetljenja.

FiSerov LSD test homogenosti je pokazao da postoji statisticki znaCajna razlika u
ukupnom broju algi izmedu povrsinskog i donjih ispitivanih slojevima zemljista pri varijansi za
vrednost od p=0.05. Najveca brojnost algi je bila u povr§inskom sloju svih zemljista i statistici

se razlikovala od brojnosti u dubljim slojevima od 5-30cm i 30-60 cm, (Tabela 6-9.).

U zavisnosti od prisustva vode u povrSinskom sloju zemlje, bilo da su u pitanju
atmosferske padavine, visoke podzemne vode ili plavne vode, na pojedinim tipovima zemljista

uocili Smo masovnu pojavu algi i formiranje modro-zelenog mikrobioloskog sloja, prevlake.

Najveca brojnost algi je zabelezena kod fluvisola u nebranjenoj, poplavnoj zoni SRP
“Koviljsko petrovatradinskog rita” u povr§inskom sloji 0-5¢cm je iznosila 260794 jedinke po gr
zemljiSta, a u sloju 5-30cm brojnost algi je iznosila 53361 jedinku (Sto je 20,46% od povrsinske
brojnosti), dok u najdubljem sloju od 30-60cm brojnost algi je iznosila svega 8003 jedinke po

gr zemljista (3,06% od povrSinske brojnosti), (Grafikoni 17 i 22.).
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Zemljiste sa drugom po redu ukupnom brojnoséu algi je solonéak u SRP “Slano
Kopovo”, brojnost se u povrsinskom sloju kretala 158539 jedinki po gr. zemljista, dok je u sloju

od 5-30cm veoma opala i iznosila 12654 jedinke (7,98% u odnosu na povrSinsku brojnost), da

bi u sloju od 30-60 cm iznosila svega 3339 jedinki (2,10% od povrsinske brojnosti), (Grafikon
21-22).

Treci tip zemljiSta po ukupnoj brojnosti algi je cernozem
na lokalitetu Rimski Sandevi. Ukupna brojnost algi u
povrsinskom sloju je iznosila 135707 algi po gramu zemljista, a
opala je na 27132 jedinke ( 19,99% od povrsinske brojnosti) u
sloju od 5-30cm. U najdubljem ispitivanom sloju 30-60 cm
brojnost algi je iznosila 4577 jedinki po gramu zemljista (3,37%
od povrsinskog broja), (Grafikon 14 i 22.).

Ritska crnica u Beceju je Cetvrti lokalitet po ukupnoj
brojnosti algi u povrsinskom sloju 0-5 cm brojnost je iznosila
99468 algi, a opala je na 30951 jedinku u sloju od 5-30 cm, §to
je 31,11% od povrSinske brojnosti. U sloju od 30 — 60 cm
brojnost je pala na 2504 jedinke sto je 2,51% od povrSinske
brojnosti algi (Grafikon 18 i 22.).

Slika 29. Distribucija ukupnog broja algi po dubini zemljista, a)
0-5 c¢cm, b) 5-30 cm, ¢) 30-60cm, podloga BG-11 (+N), fluvisol,
SRP Koviljsko-petrovaradinski rit

Peti 1 Sesti lokalitet po ukupnoj brojnosti algi su fluvisol, Ka¢ka Suma, i ritska crnica,
Carska bara. Kod fluvisola je brojnost algi sa 88575 jedinki u povrSinskom sloju opala na
25948 algi u sloju od 5-30 cm, $to je 29,29% od povrsinske brojnosti. U najdubljem
ispitivanom sloju brojnost algi je iznosila 7651 jedinku, 8,63% od povrSinske vrednosti
(Grafikon 16 i 22.). Kod ritske crnice, Carskaq bara, je ukupan broj algi od povrsinskih 80853
jedinke pao na 16549 jedinke u sloju od 5-30cm (20,46% od povrSinske brojnosti). U sloju od
30-60cm brojnost je pala na 10331 algi po gramu zemljista (12,77% od povrSinske brojnosti),
(Grafikon 191 22.).
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Kod solonjeca kod Kumana je i u dubljim slojevima bila relativno bolja zastupljenost
algi i u dubljim slojevima. Od 35116 algi u gramu povrsinskog sloja, broj je opao u sloju od 5-
30cm na 14656 jedinki, ( 41,73% od povrsinskog broja). Dok je u sloju od 30-60 cm brojnost
opala na 9523 jedinke, $to je 27,11% od povrSinskog broja algi, (Grafikon 20 i 22.).

Kod regosola na Titelskom bregu, od povrsinskih 31896 algi po gramu zemljista
brojnost opada u sloju od 5-30 cm na 3357, §to iznosi 10,52% od povrSinske brojnosti. U
najdubljem sloju 30-60 cm broj algi je pao na 1084 $to je 3,39% u odnosu na povrsinski sloj,
(Grafikon 131 22.).

Kod gajnjace na Fruskoj gori je ukupna brojnost algi u sloju od 5-30 cm iznosila 1294
jedinki $to je 15,37% od povrSinske vrednosti, a u slede¢em sloju 30-60 cm je pala na 7,43% od

pocetne vrednosti, (Grafikon 15 i 22.).

Kod arenosola u Deliblatskoj peséari, ukupna brojnost algi drasti¢no opada sa dubinom.
Od 7233 algi u povrsinskom sloju, broj opada na 701 algi (9,69%) u sloju od 5-30cm i na 291
algi (4,02%) u sloju od 30-60cm. Kod arenosola u Suboti¢koj pescari povrSinska vrednost
ukupnog broja algi iznosi 6023 jedinke po gramu zemljista, a u sloju od 5-30cm brojnost opada
na 1530 algi (25,40%), dok u sloju 30-60 cm brojnost iznosi 608 jedinki (10,09%),( Grafikon
11i22).

Iz navedenih podataka se moze videti da je solonfak na lokalitetu Slano Kopovo tip
zemljiSta kod koga se najmanji broj algi moZe nac¢i u dubljim slojevima zemljiSta. Ovo se moze
tumaciti specificnim mehani¢kim sastavom solon¢aka i velikim koncentracijama soli koje on
poseduje, a $to ne pogoduje distribuciji i rasprostiranju algi. Ovaj solon¢ak u sloju od 8-36 cm
ima Bt,sa,na — iluvijalni, argiluviéni, sali¢ni i natri¢ni horizont koji je po teksturi ilovasta glina,

vrlo tvrd i zbijen, stubaste strukture sa velikom akumulacijom vodorastvorljivih soli.
Ukupna brojnost algi u zavisnosti od godiSnjeg doba
Ukupna brojnost algi je varirala u zavisnosti od godi$njeg doba, proleca, leta, jeseni i

zime. Treba napomenuti da su znatno vecéa variranja brojnosti zabeleZzena u povrsinskom sloju

zemljiSta, a manja u dubljim slojevima.
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Kod najveceg broja ispitivanih zemljiSta brojnost algi je bila najveca tokom jesenjeg i
zimskog perioda. U jesenjem period ukupan brj algi je bio najveéi kod sledeca Cetiri tipa
zemljista: arenosola (PIO "Suboticka pescara™), Gernozema (Rimski Sandevi), fluvisola (SRP

Koviljsko-petrovaradinski rit) i ritske crnice (SRP Carska bara).

U zimskom periodu ukupan brj algi je bio najveci kod sledeca Cetiri tipa zemljista:
arenosola (SRP "Deliblatska pescara"), ritskoj crnici (Becej), solonjeca (Kumane) i solonc¢aka
(SRP Slano Kopovo). U prole¢nom periodu najveca brojnost ukupnih algi je zabelezena kod

regosola (SRP "Titelski breg™), gajnjace (NP "Fruska gora™) i fluvisola (Kacka Suma).

Najmanja ukupna brojnost algi je zabelezena u letnjem periodu i to kod sedam tipova
zemljista: arenosola (P10 "Suboticka pes¢ara”), ¢ernozema (Rimski Sanéevi), gajnjate (NP
"Fruska gora™), fluvisola (SRP "Koviljsko-petrovaradinski rit"), ritske crnice (Becej), solonjeca

(Kumane) i solon¢aka (SRP "Slano Kopovo").

Vodni rezim zemljiSta je od presudnog znaCaja za rasprostranjenje algi u njemu.
Optimalni uslovi za razvoj tipi¢nih zemlji$nih algi se kre¢u od 60-80% od punog vodnog
kapaciteta zemljiSta. A optimalni vodni kapacitet zemljiSta za azotofiksaciju cijanobakterija se
kre¢e od 80-100%. (Gollerbah et al., 1969). Iz grafikona koji se odnose na raspored srednjih
meseénih temperatura i srednjih mese¢nih suma padavina  (Grafikon 1 - 10. ) moze se
zakljuciti da su najviSe temperature dominirale u letnjim periodima, a Sto je uticalo na

isusivanje zemljiSta a samim tim i na smanjenje ukupnog broja algi.
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Graf. 11. Graficki prikaz ukupnog broja algi u arenosolu (P10 "Subotic¢ka pesc¢ara™)
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Graf. 12. Graficki prikaz ukupnog broja algi u arenosolu (SRP “Deliblatska pescara”
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Graf. 13. Graficki prikaz ukupnog broja algi u regosolu (SRP “Titelski breg”)
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Graf. 14. Grafi¢ki prikaz ukupnog broja algi u &ernozemu (Rimski Sanéevi)
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Graf. 15. Graficki prikaz ukupnog broja algi u gajnjac¢i (NP “Fruska gora™)
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Graf. 16. Grafic¢ki prikaz ukupnog broja algi u fluvisolu (Kacka Suma)
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Graf. 17. Graficki prikaz ukupnog broja algi u fluvisolu
(SRP “Koviljsko - petrovaradinski rit”)
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Graf. 18. Grafic¢ki prikaz ukupnog broja algi u ritskoj crnici (Becej)
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Graf. 19. Graficki prikaz ukupnog broja algi u ritskoj crnici (SRP “Carska bara”)
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Graf. 20. Graficki prikaz ukupnog broja algi u solonjecu (Kumane)
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Graf. 21. Graficki prikaz ukupnog broja algi u solonc¢aku (SRP "Slano Kopovo")
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Tabela 6. Fischer LSD test homogenosti varijansi za ukupan broj algi u ispitivanim zemljiitima, sezona prole¢e
2010, za verovatno¢u p=0,05

Broj Lokalitet Tip zemljista Dubina Ukupan broj algi/ | Log. UB ALGI
(cm) gr zemljiSta

1. | PIO “Suboticka arenosol 0-5 6274,26 3,71 kjih*
peséara® 5-30 3897,62 3,43 nmlk
30-60 858,04 2,89 sr

2. | SRP “Deliblatska arenosol 0-5 4290,41 3,48 mlkj
pescara” 5-30 1286,54 3,10 srgpon
30-60 256,41 2,37t

3. | SRP “Titelski breg” | regosol 0-5 74034,71 4,86 cb
5-30 2534,55 3,38 onmlk

30-60 1871,78 3,23 rgponm

4. | Rimski Sanéevi dernozem 0-5 98697,16 498b
5-30 12116,86 4,07 of

30-60 10925,12 4,03 hgf

5. | NP “Fruska gora” gajnjaca 0-5 19107,92 4,28 fed
5-30 1206,53 3,02 srgp

30-60 1147,06 3,05 srgpo

6. | Kacka Suma fluvisol 0-5 145922,00 5,16 ba
5-30 29463,29 4,46 ed

30-60 492458 3,67 Ikji

7. | SRP “Koviljsko - fluvisol 0-5 274550,10 543 a
petrovaradinski rit” 5-30 7605,74 3,82 jihg
30-60 2365,09 3,36 ponmlk

8. | Bedej Ritska crnica 0-5 75323,70 487h
5-30 30053,23 4,47 ed

30-60 1197,80 2,94 srq

9. | SRP “Carska bara” Ritska crnica 0-5 33030,39 4,51 dc
5-30 6550,21 3,80 jihg

30-60 2107,06 3,28 gponm

10. | Kumane solonjec 0-5 31425,76 4,49 ed
5-30 14502,37 4,15 gfe

30-60 9653,61 3,98 ihgf

11. | SRP “Slano Kopovo” | soloncak 0-5 102144,70 5,00b
5-30 2801,80 3,34 ponml

30-60 594,13 2,67rs

*Razlicita slova ukazuju na postojanost statisticki znacajne razlike izmedu varijanti na osnovu Fischer LSD testa
homogenosti varijansi za verovatno¢u p=0,05
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Tabela 7. Fischer LSD test homogenosti varijansi za ukupan broj algi u ispitivanim zemljiitima, sezona leto
2010, za verovatnocu p=0,05

Broj Lokalitet Tip zemljista Dubina Ukupan broj algi/ | Log. UB ALGI
(cm) gr zemljista

1. | PIO “Suboti¢ka arenosol 0-5 803,97 2,89 I*
peséara“ 5-30 147,94 2,16 po
30-60 98,52 1,98 p

2. | SRP “Deliblatska arenosol 0-5 7643,45 3,87
pescara” 5-30 264,52 2,38 on
30-60 144,13 2,15 po

3. | SRP “Titelski breg” regosol 0-5 20188,83 4,03 ji
5-30 873,41 2,901

30-60 492,07 2,65 nml

4. | Rimski Sanéevi éernozem 0-5 20302,01 4,30 ihgfe
5-30 14370,54 4,15 jihgf

30-60 11521,69 4,06 jihg

5. | NP “Fruska gora” gajnjaca 0-5 561,44 2,72 ml
5-30 279,13 2,44 onm

30-60 405,57 2,59 nml

6. | Kac¢ka Suma fluvisol 0-5 83011,84 491b
5-30 47980,99 4,66 dcb

30-60 20692,13 4,29 ihgfe

7. | SRP “Koviljsko - fluvisol 0-5 217735,20 5,33a
petrovaradinski rit” 5-30 58488,27 473 cb
30-60 36274,38 4,30 ihgfe

8. | Belej Ritska crnica 0-5 26596,79 4,40 fed
5-30 11971,76 4,07 jihgf

30-60 11669,33 4,06 jihg

9. | SRP “Carska bara” Ritska crnica 0-5 75577,05 4,86 ch
5-30 25035,02 4,38 gfed

30-60 20974,04 4,31 ihgfe

10. | Kumane solonjec 0-5 37651,58 4,57 edc
5-30 7150,12 3,85]j

30-60 12093,89 4,07 jihgf

11. | SRP “Slano Kopovo” | soloncak 0-5 24162,19 4,37 hgfed
5-30 273452 3,43k

30-60 2993,88 3,46 k

*Razlicita slova ukazuju na postojanost statisticki znacajne razlike izmedu varijanti na osnovu Fischer LSD testa
homogenosti varijansi za verovatno¢u p=0,05
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Tabela 8. Fischer LSD test homogenosti varijansi za ukupan broj algi u ispitivanim zemljiitima, sezona jesen
2010, za verovatno¢u p=0,05

Broj Lokalitet Tip zemljista Dubina Ukupan broj algi/ | Log. UB ALGI
(cm) gr zemljista

1. | PIO “Suboti¢ka arenosol 0-5 8605,40 3,91 ji*
peséara“ 5-30 905,00 2,93 ml
30-60 1008,08 2,99 ml

2. | SRP “Deliblatska arenosol 0-5 7396,83 3,86 ji
pescara” 5-30 218,17 231 0
30-60 138,40 2,120

3. | SRP “Titelski breg” | regosol 0-5 14429,63 4,14hg
5-30 3459,64 3,52 k

30-60 951,43 2,96 ml

4. | Rimski Sanéevi éernozem 0-5 224469,20 5,28 a
5-30 31391,66 4,48 edc

30-60 24067,95 4,36 gfe

5. | NP “Fruska gora” gajnjaca 0-5 857,50 291m
5-30 1094,90 3,03 ml

30-60 426,18 2,56 n

6. | Kacka Suma fluvisol 0-5 17575,51 4,24 gf
5-30 15637,95 4,19¢g

30-60 1441,40 3,14 |

7. | SRP “Koviljsko - fluvisol 0-5 300432,00 5,46 a
petrovaradinski rit” 5-30 89140,89 493 b
30-60 7405,80 3,84 ji

8. | Belej Ritska crnica 0-5 43262,61 4,62 dc
5-30 50875,85 4,70 ¢

30-60 29610,95 4,46 fed

9. | SRP “Carska bara” Ritska crnica 0-5 194239,00 5,28 a
5-30 19107,67 4,25 gfe

30-60 8258,67 3,91 ji

10. | Kumane solonjec 0-5 48343,17 4,66 dc
5-30 17601,34 4,23 of

30-60 9384,86 3,94 ih

11. | SRP “Slano Kopovo” | soloncak 0-5 255158,20 540 a
5-30 14175,48 4,14 hg

30-60 5223,83 3,71 Kj

*Razlicita slova ukazuju na postojanost statisticki znacajne razlike izmedu varijanti na osnovu Fischer LSD testa
homogenosti varijansi za verovatno¢u p=0,05
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Tabela 9. Fischer LSD test homogenosti varijansi za ukupan broj algi u ispitivanim zemljistima, sezona zima
2010, za verovatno¢u p=0,05

Broj Lokalitet Tip zemljista Dubina Ukupan broj algi/ | Log. UB ALGI
(cm) gr zemljiSta

1. | PIO “Suboticka arenosol 0-5 8412,63 3,90 mlk*
pescara“ 5-30 1173,68 3,06 0
30-60 469,03 2,64 p

2. | SRP “Deliblatska arenosol 0-5 9606,36 3,98 mlkj
pescara” 5-30 1036,33 2,98 0
30-60 629,77 2,75p

3. | SRP “Titelski breg” | regosol 0-5 18934,49 4,27 ihgf
5-30 6565,28 3,81lm

30-60 1024,62 2,99 o

4. | Rimski Sanéevi dernozem 0-5 199066,40 5,29 ab
5-30 50653,10 4,70 ed

30-60 11798,01 4,07 kjih

5. | NP “Fruska gora” gajnjaca 0-5 13136,28 4,06 Ikji
5-30 2600,85 3,40n

30-60 527,31 2,71p

6. | Kacka Suma fluvisol 0-5 107793,90 502c
5-30 10713,26 4,00 mlkj

30-60 3549,61 3,52n

7. | SRP “Koviljsko - fluvisol 0-5 250458,30 539a
petrovaradinski rit” 5-30 58213,05 4,76 d
30-60 25969,22 4,40f

8. | Belej Ritska crnica 0-5 150250,20 5,17 cb
5-30 48342,64 4,67 ed

30-60 19452,26 4,28 hgf

9. | SRP “Carska bara” Ritska crnica 0-5 20569,17 4,31 of
5-30 15505,01 4,18 jihg

30-60 9986,56 3,99 mikj

10. | Kumane solonjec 0-5 48603,67 4,68 ed
5-30 19373,17 4,28 hgf

30-60 6965,20 3,80m

11. | SRP “Slano Kopovo” | soloncak 0-5 252694,60 5,39a
5-30 30907,71 4,48 fe

30-60 7542,99 3,84 ml

*Razlicita slova ukazuju na postojanost statisticki znacajne razlike izmedu varijanti na osnovu Fischer LSD testa
homogenosti varijansi za verovatno¢u p=0,05

89




Doktorska disertacija Mr Oliver Fojkar

6.2.2. Brojnost azotofiksirajuéih cijanobakterija u zemljiStima Vojvodine

Mnoge vrste cijanobakterija imaju sposobnost vezivanja atmosferskog azota i njegovog
izluCivanja u spoljasnju sredinu (Venkataraman, 1972). Ove sposobnosti azotofiksacije i
fotosinteze, zastupljene istovremeno, omogucavaju cijanobakterijama veliku sposobnost
adaptacije na razli¢ite ekoloske faktore. Zive na veoma razli¢itim stanistima od tropa do visokih
geografskih Sirina. Naseljavaju slatke i slane vode, vlazna zemljista a pojedine se mogu naci i
na relativno suvim mestima. Mnoge vrste cijanobakterija koje pripadaju redovima Nostocales,
Stigonematales i Mastigocladales imaju sposobnost vezivanja atmosferskog azota i njegovog

izlu¢ivanja u spoljasnju sredinu (Venkataraman, 1972).

Cijanobakterije igraju vrlo vaznu ulogu u obrazovanju zemljista, obogacuju zemljiste
azotom i organskim materijama, obrazuju bioloski aktivne materije, uticu na fizi¢ka i hemijska
svojstva zemljiSta, uzajamno deluju s drugim mikroorganizmima 1 viSim biljkama.
Cijanobakterije se u isto¢nim zemljama Azije tradicionalno koriste u proizvodnji pirin¢a, kao
biodubrivo. Istrazivane su i moguénosti njihove primene kao biodubriva i u umerenom pojasu
na manje vlaznim zemljiStima. Na zastupljenost cijanobakterija u zemljiS§tu uticu razliciti
ekoloski i antropogeni faktori. Granhall (1975) medu najvaznije faktore ubraja vlaznost
zemljiSta 1 pH reakciju zemljiSta. Na rast cijanobakterija u zemljiStu utie 1 nacin obrade,
navodnjavanje i primena pesticida (Gantar et al., 1991). Koli¢ina i vrsta mineralnih dubriva
takode imaju znacajan uticaj na rast cijanobakterija (Venkataraman, 1972; MiloSevi¢, 1988).
Vecéina azotofiksiraju¢ih cijanobakterija fiksira viSe azota u prisustvu fosfornih dubriva
(Gantar, 1992).

U zemljiStima su najceSCe zastupljene cijanobakterije, a zatim mikroalge iz razdela
Chlorophyta, Xanthophyta i Bacillariophyta. Njihov broj varira u zavisnosti od tipa zemljista i
uglavnom se krece izmedu 10% do 10° jedinki po gramu zemljista, $to je ekvivalentno biomasi
od 1 do 1500 kg/ha, (Ordog, 2000). Prema istrazivanjima u madarskom nacionalnom parku
Balaton, maksimalna zastupljenost mikroalgalne biomase je iznosila 1.29 x 10° éelija po cm®,
dok su vrednosti prose¢ne godisnje produkcije bile 1.93 — 6.31 kg/ha. Najveéi broj algalnih

¢elija je naden u prvom centimetru zemljista., a brojnost je varirala u zavisnosti od tipa
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zemljista. U odnosu na koli¢inu biomase u zemljistu, najzastupljenija grupa su cijanobakterije u

pirincanim poljima, (Svircev, 2005).

Cijanobakterije ucestvuju u prvim fazama formiranja zemljiSta. One prve nastanjuju
stene i1 vr$e njihovo primarno razlaganje. Cijanobakterije sintetiSu pored CO,, organske kiseline
kao Sto su jabucna, limunska, vinska, oksalna i druge koje vrSe hemijsku razgradnju stena.
Svojom fotosintetskom aktivno$¢u cijanobakterije i mikroalge sintetiSu organska jedinjenja,
neophodna u procesu obrazovanja zemljista. U ve¢ formiranom zemljiStu masa cijanobakterija
i mikroalgi dostize i do 100 kg/ha. Ako se uzme u obzir da se u toku vegetacije izvrsi nekoliko
zivotnih ciklusa sa izumiranjem I novim razvojem celija cijanobakterija, novonastala biomasa,
ulazedi u process mineralizacije, dostize vrednost od 1400 kg po ha. Kvantitativne vrednosti oih
mikroorganizama u zemljiStu su ipak manje u odnosu na bakterije, gljive 1 aktinomicete,

(Sviréev, 2005).

Brojnost azotofiksirajuéih cijanobakterija u zavisnosti od tipa zemljiSta

Rezultati brojnosti azotofiksiraju¢ih cijanobakterija u ispitivanim tipovima zemlji$ta su
prikazani u Grafikonima 23 - 34. . Svi dobijeni podaci obradeni su statisticki metodom
ANOVA za dvofaktorijelni ogled i analizirani LSD testom homogenosti ispitivanih varijanti, sa
primenom StatSoft programa Statistika 12,0 (Tabele 10 - 13.).

Najveca proseCna godiSnja brojnost azotofiksirajucih cijanobakterija, u povrSinskom
sloju 0-5cm, je utvrdena kod zemljista fluvisol u SRP “Koviljsko petrovaradinskom ritu” i
iznosila je 150864 jedinki po gramu apsolutno suvog zemljista, (Grafikon 29 i 34.). Najveca
prose¢na brojnost azotofiksiraju¢ih cijanobakterija na ovom lokalitetu se moze tumaciti
povecanom vlaznoS¢u ovog zemljiSta pod uticajem plavnih voda Dunava. Ovaj lokalitet se
nalazi u nebranjenom delu reke, u plavnoj zoni poloja gde je izloZen uticaj visokih voda reke.
Ovaj fluvisol se odlikuje i kolicinom humusa od 2.32% u povrsinskom sloju, i srednjom
koli¢inom azota od 0,15% N. Fluvisol se odlikuje i blago alkalnom reakcijom, pH vrednost u

vodi iznosi 7,34 §to povoljno utice na razvoj algi.

Fiserov LSD test homogenosti je pokazao da postoji statisticki znacajno veca razlika u
brojnosti azotofiksirajucoh cijanobakterija u zemljiStu fluvisol na lokalitetu SRP Koviljsko

petrovaradinski rit u odnosu na sva druga istrazivana zemljiSta pri verovatno¢i p=0.05 .
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Soloncak u SRP “Slano Kopovo” se takode odlikovao velikom brojnoscéu
azotofiksiraju¢ih cijanobakterija, brojnost je u povrSinskom sloju iznosila 121077
cijanobakterija po gramu zemljiSta u toku ispitivane godine, (Grafikon 33 i 34.). Slano Kopovo
predstavlja baru na slatini, odnosno slano jezero. Veliki deo godine je ovaj prostor prekriven
podzemnom vodom koja pogoduje razvoju algi. Solon¢ak poseduje Bt horizont koji je po
sastavu glina ilovaste teksture koja zadrzava povrSinske padavine. Ovaj solon¢ak ima alkalnu
reakciju, pH u vodi iznosi 8.19. Sadrzaj humusa i azota je nizak, 1.27% humusa i 0.08%N, ali je
koli¢ina fosfata (AL-P,Os5 17.37 mg/100g) i kalijuma (AL-K;O mg/100g) relativno visoka pa

ovo zemljiste pogoduje razvoju azotofiksirajucih cijanobakterija.

Cernozem, na podruéju Rimskih Sanéeva, je treci lokalitet po brojnosti azotofiksirajuéih
cijanobakterija u povrsinskom sloju zemljista, 70887 jedinki po gramu zemljista, (Grafikon 26 i
34.). Ovo zemljiste je bazne reakcije, pH u vodi iznosi 8.11, dok je sadrzaj humusa i azota
tre¢i po visini u odnosu na ostale tipove zemljista. Koli¢ina kalijuma je takode relativno visoka

(AL-K,0 31.45 mg-100gr).

Zatim sledi grupa zemljiSta sa srednjom proseCnom brojnos¢u azotofiksirajucih
cijanobakterija u koju spadaju: ritska crnica, SRP Carska bara (56824 jedinke po gr. zemljista),
fluvisol, lokalitet Kacka Suma (54085 jedinki po gr. zemljista), ritska crnica, Becej (52560
jedinki po gr. zemljista) i solonjec, kod Kumana sa (30960 jedinki po gr. zemljista), (Grafikon
34.). U vlaznim periodima godine na solonjecu je zabeleZen i masovni razvoj krpiastih,
kozastih, kolonija maslinasto-zelene ili mrke boje azotofiksirajuce cijanobakterije Nostoc sp.

Pojedine kolonije su dostizale dimenzije i preko 10 cm.

Ritska crnica na lokalitetu SRP “Carska bara” poseduje najvecu koli¢inu humusa
(3,96%) i najve¢om koli¢inom azota (0,26% ) od svih ispitivanih tipova zemljista. Ritska
crnica kod Beceja takode ima visok sadrzaj humusa 3.63%, a takode i azota 0.24%. Ritska
crnica je tip zemljiSta koji ima tezak mehanicki sastav, visok udeo ¢estica manjih od 0,002 mm
nepovoljno se odrazava i na ostala vodno-fizicka svojstva zemljista. Ritska crnica je lepljiva i
teSka za obradu u vlaznom periodu, ali pogoduje razvoju cijanobakterija. | ritska crnica i
solonjec se odlikuju specifiénim vodnim reZimom koji u odredenim periodima godine, nakon
kisnih perioda ¢ine ova zemljiSta prezasicna vodom, a to veoma pogoduje razvoju

cijanobakterija.
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v

Slika 30. Kolonije azotofiksirajucih cijanobakterija na podlozi BG-11 (-N) Kacka Suma,
fluvisol, sloj 0-5 cm.

Fluvisol na lokalitetu Kacka Suma se nalazi iza nasipa u branjenom delu terena, dok je
fluvisol u SRP "Koviljsko petrovaradsinski rit" pod direktnim uticajem Dunava, pa je zbog toga
brojnost azotofiksiraju¢ih cijanobakterija manja u zemljistu u Kackoj Sumi. Fluvisol u Kackoj
Sumi ima i manje vrednosti ukupnog azota, humusa, fosfata i kalijuma nego fluvisol u SRP

“Koviljsko petrovaradinski rit”.

U grupu sa veoma malom brojnos$¢u azotofiksiraju¢ih cijanobakterija spadaju: regosol, u
SRP Titelski breg, 9538 jedinki po gramu zemljista, Grafikon 25., arenosoli, u SRP Deliblatska
pescara, 4699 jedinki po gramu zemljista, Grafikon 24., i PIO "Suboti¢ka pescara"”, 2808
jedinki po gramu zemljista, Grafikon 23 i 32..

Arenosol se odlikuje veoma nepovoljnim vodnim rezimom jer se atmosferska voda ne
zadrZava na povrsini ve¢ odmah prodire u dublje slojeve. Arenosoli na oba ispitivana lokaliteta
imaju nizak poljski vodni kapacitet i veoma oskudnu vegetaciju, pa su veoma nepovoljni za
razvoj azotofiksirajucih cijanobakterija i algi uopsSte. Arenosol na lokalitetu u Deliblatskoj
pescari se odlikuje i sa najmanjim sadrzajem humusa 0.29% , azota 0.02 %, fosfata (AL P,0s

2.23 mg/ 100gr, kalijuma (4.86 mg /100 gr) i ugljenika 0.29%.
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ZemljiSte sa najnizom brojnos¢u azotofiksiraju¢ih cijanobakterija, u odnosu na sva
ispitivana zemljiSta je gajnjaca u NP Fruska gora i brojnost u povrsinskom sloju iznosi svega
1582 jedinke po gramu apsolutno suvog zemljista. Gajnjaca se odlikuje 1 najnizom pH
vrednoscu 5.22 u vodi, u odnosu na sve ispitivana zemljista, kao I najnizi sadrzaj fosfata (AL-

P,0Os5 1.14 mg/100gr).

Brojnost azotofiksirajucih cijanobakterija u zavisnosti od dubine pedoloskog profila

Kod svih ispitivanih zemljista brojnost azotofiksirajuéih cijanobakterija je bila najveca u
povrSinskom sloju zemljista, 0-5 cm dubine, opadala je sa dubinom zemljista i bila najmanja u

najdubljem sloju od 30 do 60 cm.

Fiserov LSD test homogenosti je pokazao da postoji statisticki znacajna razlika u broju
azotofiksirajucih cijanobakterija izmedu povrSinskog i donjih ispitivanih slojevima zemljista pri
varijansi za vrednost od p=0.05, (Tabela 10 - 13.). Najveta brojnost azotofiksiraju¢ih
cijanobakterija je bila u povrSinskom sloju svih zemljiSta 1 statistici se razlikovala od brojnosti u

dubljim slojevima od 5-30 cm i 30 -60 cm.

PovrSinski sloj zemljiSta se odlikuje najoptimalnijim uslovima za rast i razmnozavanje
azotofiksiraju¢ih cijanobakterija obzirom da su one pre svega fotosintetski mikroorganizmi.
Stoga ne cudi Cinjenica da je najveca brojnost azotofiksiraju¢ih cijanobakterija upravo na
povrsini zemljiSta. U zavisnosti od prisustva vode u povrSinskom sloju zemlje, bilo da su u
pitanju atmosferske padavine, visoke podzemne vode ili plavne vode, na pojedinim tipovima
zemljista smo uocili masovnu pojavu cijanobakterija i formiranje tankog ili debljeg modro-

zelenog mikrobioloskog sloja, prevlake.

Prosec¢na godisnja brojnost azotofiksiraju¢ih cijanobakterija u sloju 0-5cm je iznosila
150864 jedinki po gr zemljista, a u sloju 5-30cm je broj pao na 38923 jedinke (Sto je 25,8% od
povrsinske brojnosti), dok se u najdubljem sloju od 30-60cm kretala svega 8548 jedinki po gr
zemljista, Sto je 5,66% od povrSinske brojnosti.

Na ovom fluvisolu u nebranjenoj, poplavnoj zoni u SRP “Koviljsko petrovatradinskog
rita” uocili smo 1 koncaste, krpaste tvorevine, koje su se nakon visokih poplavnih voda zadrzale

na povrsini zemljista ili vegetaciji.
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Prosec¢na brojnost azotofiksiraju¢ih cijanobakterija
na povrsSini soloncaka u SRP “Slano Kopovo” se kretala
121077 jedinki po gr. zemljista, ali je u sloju od 5-30cm
veoma opala i iznosila svega 8826 jedinki (7,28% u odnosu
na povrsinsku brojnost), da bi u sloju od 30-60 cm iznosila

svega 3416 jedinki (2,82% od povrSinske brojnosti).

Na povrsini solon¢aka u SRP “Slano Kopovo”
uocili smo krpaste modro-zelene kolonije Nostoc sp.,

dimenzija i do desetak santimetara u pre¢niku.

Kod ¢&ernozem na lokalitetu Rimski Sandevi
povrsinska brojnost azt. cijanobakterija iznosi 70887 jed.po
gr. zemljiSta, a opala je na 21411 jedinki ( 30,20% od
povrSinske brojnosti) u sloju od 5-30cm, da bi u
najdubljem ispitivanom sloju iznosila 6904 jedinki po

gramu zemljista (9,73% od povrSinskog broja).

Slika 31. Distribucija azotofiksirajué¢ih cijanobakterija po dubini zemljista, a) 0-5 cm, b) 5-30
cm, c¢) 30-60cm, podloga BG-11 (-N), ritska crnica, Bece;j.

Kod ritske crnice, SRP Carska bara, povrsinska brojnost azotofiksirajuéih
cijanobakterija je sa 56824 po gramu zemljiSta, opala na 11867 jedinki u sloju od 5-30 cm, a §to
je 20,88% od povrsinske brojnosti. U sloju od 30 — 60 cm brojnost je pala na 6212 jedinki po
gramu zemljiSta Sto je 10,93% od povrSinske brojnosti azotofiksirajucih cijanobakterija,
(Grafikon 31.).

Sli¢an procentualni odnos azotofiksiraju¢ih cijanobakterija u pedoloskom profilu je

zastupljen i1 kod fluvisola, Kacka Suma, (povrsina 54085 jedinki, u sloju od 5 — 30 cm 13813
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jedinki, $to je 25,53% od povrSinske brojnosti, a u sloju 30 — 60 cm 2880,00 Sto je 5,32%),
(Grafikon 28.).

Kod ritske crnice, kod Beceja, je veliki procenat azotofiksiraju¢ih cijanobakterija u
dubljim slojevima u odnosu na ostala ispitivana zemljista. U sloju od 5-30 cm procenat
azotofiksiraju¢ih cijanobakterija iznosi 45,53% u odnosu na povrsinu zemljista, a u sloju od 30-
60 cm azf. cijanobakterije su zastupljene sa 22,0% u odnosu na povrSinski sloj ritske crnice,
(Grafikon 34.). Relativno visok procenat je zastupljen i kod solonjeca u Kumanu, 41,95% u

sloju od 5-30 cm i 27,11% u sloju od 30-60 cm u odnosu na povrSinu solonjeca, (Grafikon 34.).

Kod regosola na Titelskom bregu, procenat azf. cijanobakterija od povrSinskih 9538
jedinki, se smanjuje na 2600 jedinki po gramu u sloju od 5-30 cm, $to iznosi 27,25% od
povrsinskog broja, dok u najdubljem sloju pada na 585 jedinki §to je 5,92% u odnosu na

povrsinski sloj.

Kod arenosola u Deliblatskoj pes€ari, brojnost azf. cijanobakterija naglo opada sa
dubinom peska. Od 4699 azf. cijanobakterija u povrSinskom sloju, broj opada na svega 289
jedinki (6,15% od povrsinskog broja) u sloju od 5-30 cm i na svega 198 jedinki (4,21%) u sloju
od 30-60 cm, (Grafikon 24 i 34.). Kod arenosola u Suboticko-horgoskoj peséari povrsinska
vrednost azf. cijanobakterija je 2808 jedinki po gramu zemljiSta, u sloju od 5-30cm brojnost
opada na 271 jedinku (9,65%), a u sloju 30-60 cm iznosi 233 jedinke (8,29%), (Grafikon 23 i
34.).

Gajnjaca na Fruskoj gori se odlikuje najnizom brojnoséu azf. cijanobakterija. Brojnost
na povrsini iznosi 1582 jedinke, u sloju od 5-30cm pada na 940 jedinki (59,41%), dok u sloju
od 30-60cm iznosi 293 jedinke (18,52%) u odnosu na brojnost na povrsini gajnjace, (Grafikon
271 34.).

Bitno je napomenuti zapazanje da se azotofiksirajuce cijanobakterije iz dubljih slojeva,
5-30 cm i 30-60cm, odlikuju znatno tamnijom bojom kolonija nego cijanobakterije iz
povrsinskog sloja zemljista. Kolonije cijanobakterija iz dubljih slojeva su mrke i tamnije modre
boje, dok se povrsinske kolonije odlikuju svetlijom maslinastom i modrozelenom bojom. Ovo
svakako ukazuje da se cijanobakterije iz dubljih slojeva svojim pigmentnim sastavom

delimi¢no prilagodavaju nepovoljnim uslovima sredine, nedostatak direktnog dnevnog svetla.
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Tamnija boja kolonija verovatno poti¢e od povecanog sadrzaja fikobiliproteinskih pigmenata

koji su sposobni da vezu fotone granic¢nih talasnih duzina.

Zanimljivo je da kod slatinastog zemljiSta solon¢aka kao i kod arenosola brojnost
azotofiksiraju¢ih cijanobakterija znatno opada u dubljim slojevima, dok su cijanobakterije
ravnomernije rasporedene u dubljim horizontima kod hidromorfnih zemljista, fluvisola 1 ritske

crnice.

Brojnost azotofiksirajuéih cijanobakterija u zavisnosti od godiSnjeg doba

Kod najveéeg broja ispitivanih zemljista brojnost azotofiksirajucih cijanobakterija je
bila najveca tokom zimskog perioda. Najveca brojnost azotofiksirajucih cijanobakterija je bila
tokom zimskog perioda kod slede¢ih sedam tipova zemljista: arenosola (PIO "Suboticka
pescara”), regosola (SRP Titelski breg), ¢ernozema (Rimski Sancevi), gajnjace (NP "Fruska
gora™), fluvisola (Kjacka Suma), ritske crnice (Becej) i solonc¢aka (SRP "Slano Kopovo").

Najmanja brojnost azotofiksiraju¢ih cijanobakterija je zabeleZena u letnjem periodu i to
kod Sest tipova zemljista, kod: arenosola (PIO "Suboti¢ka pescara™), regosola (SRP "Titelski
breg"), ¢ernozema (Rimski Sandevi), gajnjate (NP "Fruska gora"), solonjeca (Kumane) i

soloncaka (SRP "Slano Kopovo").

Relativno visoka brojnost azf. cijanobakterija u toku letnjih meseci na lokalitetima
arenosol (SRP "Deliblatska pescara™), fluvisol (Kacka Suma) i ritska crnica (SRP "Carska
bara™) moze se tumaciti neobi¢no visokim srednjim padavinama tokom letnjih meseci, $to se

moze videti na grafickim prikazima sume padavina (Grafikoni 5, 7, 9.).

Brojnost azotofiksiraju¢ih cijanobakterija je manje varirala u dubljim slojevima

zemljista, nego u povrSinskom sloju u toku cele godine.

Kada uporedimo zastupljenost azotofiksiraju¢ih cijanobakterija i ukupnih algi u
ispitivanim zemljiStima, u povrSinskom sloju 0-5 cm dubine, uoci¢emo da je brojnost
azotofiksirajucih cijanobakterija gotovo uvek manja od broja ukupnih algi. To je i logi¢no s

obzirom da se na podlozi za ukupne alge, BG-11 sa azotom, sem azotofiksiraju¢ih
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cijanobakterija razvijaju i ostale grupe algi, pre svega silikatne i zelene alge. Silikatne alge se
odlikuju Zuc¢kastim i svetlo mrkim kolonijama, a zelene alge se odlikuju kolonijama svetlo

zelene boje.

Uporeduju¢i brojnost azotofiksiraju¢ih cijanobakterija sa ukupnim brojem algi u
zemljistima Vojvodine, Tabela 14. , ustanovili smo da su azotofiksirajue cijanobakterije
dominantne u naSim zemljiStima i zastupljene sa 56.27% u odnosu na druge grupe algi, u
povrsinskom sloju zemljista 0-5 cm. U dubljim slojevima zemljista procenat azf. cijanobakterija
se povecava u odnosu na druge grupe algi, zastupljene su sa 65.59% u rizosfernom sloju od 5-

30 cm, i sa 61.68% u najdubljem sloju od 30-60 cm.

Najveca procentualna zastupljenost azf. cijanobakterija, u odnosu na druge grupe algi, je
ustanovljena kod halomorfnih zemljista i to kod solonjeca sa 88.16%, a kod soloncaka sa
76.37% u povrSinskom sloju. To pokazuje da azf.cijanobakterije znatno bolje podnose
ekstremne uslove, pre svega visoke koncentracije soli, u odnosu na druge grupe algi. Sem toga
halomorfna zemljiSta su najbazi¢nija u odnosu na druge istrazivane tipove zemljiSta, solonjec

pH u vodi 8.73 i soloncak 8.19, §to pogoduje razvoju azf. cijanobakterija.

Najmanja procentualna zastupljenost azf. cijanobakterija u povrSinsko sloju je
ustanovljena kod gajnjace na Fruskoj gori 18.79% 1 kod regosola na Titelskom bregu 29.90%.
Gajnjaca je najkiselije od svih ispitivanih zemljista, pH u vodi iznosi 5.22 i nepovoljno deluje

na razvoj cijanobakterija.

Kod velikog broja ispitivanih zemljista, 7 od 11, procentualna zastupljenost azf.
cijanobakterija je bila najveca u rizosfernom sloju od 5 - 30 cm. PovrSina zemljiSta pogoduje
razvoju mnogih razdela algi, zbog dobrih svetlosnih uslova, dok dublji slojevi favorizuju azf.
cijanobakterije 1 to posebno one koje imaju miksotrofan ili heterotrofan nacin ishrane. Od ovog
slu¢aja odudaraju peskovita zemljista, arenosoli, a posebno u PIO "Suboti¢ka pescara” kod

koga je procenat azf. cijanobakterija manji u dubljim slojevima nego na povrsini.
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Tabela 14. Procentualna zastupljenost azotofiksirajuc¢ih cijanobakterija u odnosu na ukupan
broj algi u ispitivanim zemljiStima

Redni Lokalitet Tip zemljista AZF. AZF. AZF.
broj ClJ.% Cl).% ClJ).%
0-5cm 5-30cm 30-60 cm
1. PIO “Suboticka arenosol 46.62 17.71 38.32
pescara‘“
2. SRP “Deliblatska arenosol 64.96 41.22 68.04
pescara”
3. SRP “Titelski breg” regosol 29.90 77.45 52.12
4, Rimski San&evi ¢ernozem 52.23 78.91 47.36
5. NP “Fruska gora” gajnjaca 18.79 72.64 46.80
6. Kacka Suma fluvisol 61.06 53.23 37.64
7. SRP “Koviljsko fluvisol 57.84 72.94 47.48
petrovaradinski rit”
8. Becej ritska crnica 52.84 77.33 92.49
9. SRP “Carska bara” ritska crnica 70.28 71.70 60.12
10. | Kumane solonjec 88.16 88.63 88.16
11. | SRP “Slano Kopovo” soloncak 76.37 69.74 100
ZEMLIJISTA PROSEK 56.27 65.59 61.68
VOJVODINE

Gantar et al. (1991c),

su ispitivali zastupljenost azotofiksiraju¢ih cijanobakterija u

povrsinskom sloju tri tipa zemljista Vojvodine: livadskoj crnici, solonjecu i Cernozemu.

Njihova ispitivanja su pokazala da je najveca brojnost azotofiksirajuc¢ih cijanobakterija utvrdena

u solonjecu na neobradenom zemljiStu, prosecna godiSnja vrednost se kretala oko 4000

cijanobakterija po gramu zemljiSta. Solonjec se odlikovao 1 najvisim sadrZzajem humusa 3.11%,

kao i blago alkalnom reakcijom, pH 7.30. Cernozem je imao neito manju brojnost

azotofiksiraju¢ih cijanobakterija, oko 2700 po gramu neobradenog zemljista. Livadska crnica je

imala znatno manju brojnost azotofiksirajucih cijanobakterija na neobradenom zemljistu, oko

800 po gramu zemljista. Livadska crnica se odlikovala 1 najnizim sadrzajem humusa, 1.73%.
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U na$im istrazivanjima brojnost azotofiksiraju¢ih cijanobakterija je bila znatno veca na
navedenim zemljiStima u odnosu na ispitivanja Gantar et al. 1991c. Iz ispitivanja pomenutih
autora se moze videti da je brojnost azotofiksiraju¢ih cijanobakterija bila veca na neobradenom
zemljiStu nego na obradenom, Sto se moze tumaciti uticajem kako same mehanicke obrade

zemlje tako i primenom raznih hemijskih preparata.

U ispitivanjima Milosevi¢ (1988) pracena je brojnost cijanobakterija u rizosferi Se¢erne
repe na tipu zemljiSta Cernozem, pri razli¢itim varijantama dubrenja 1 tokom razli¢itih faza
vegetacije. Ispitivanja su pokazala da je brojnost azotofiksirajuéih cijanobakterija bila veéa u
fazi intenzivnog rasta Seéerne repe i krajem vegetacije. Zastupljenost cijanobakterija u radu
MiloSevi¢ je bila veca u rizosferi nego u okolnom zemljiStu, i korenskoj zoni. Visoke doze NPK

dubriva su znatno uticale na smanjenje populacije cijanobakterija, a manje doze su bile

stimulativne
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Graf. 23. Graficki prikaz brojnosti azotofiksirajucih cijanobakterija u arenosolu
(P10 "Suboticka pescara™)
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Graf. 24. Graficki prikaz brojnosti azotofiksirajucih cijanobakterija u arenosolu
(SRP “Deliblatska pescara™)
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Graf. 25. Graficki prikaz brojnosti azotofiksirajucih cijanobakterija u regosolu

(SRP “Titelski breg”)
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Graf. 26. Graficki prikaz brojnosti azotofiksirajucih cijanobakterija u Cernozemu
(Rimski Sancevi)

| 1320
Prole¢e 769 00-5cm
265 @5-30cm ||
402
Leto [ 163 m30-60cm
322
1 209
Jesen | 1026
223
| 4398
Zima [ 1803
62
0 1000 2000 3000 4000 5000

broj azotofiksirajucih cijanobakterija / g zemljita

Graf. 27. Graficki prikaz brojnosti azotofiksirajucih cijanobakterija u gajnjaci
(NP “Fruska gora™)
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Graf. 28. Grafi¢ki prikaz brojnosti azotofiksirajucih cijanobakterija u fluvisolu
(Kac¢ka Suma)
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Graf. 29. Graficki prikaz brojnosti azotofiksirajuéih cijanobakterija u fluvisolu
(SRP “Koviljsko-petrovaradinski rit”)
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Graf. 30. Graficki prikaz brojnosti azotofiksirajucih cijanobakterija u ritskoj crnici (Becej)
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Graf. 31. Graficki prikaz brojnosti azotofiksirajucih cijanobakterija u ritskoj crnici

(SRP “Carska bara™)
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Graf. 32. Graficki prikaz brojnosti azotofiksiraju¢ih cijanobakterija u solonjecu (Kumane)
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Tabela 10. Fischer LSD test homogenosti varijansi za brojnost azotofiksiraju¢ih cijanobakterija
u ispitivanim zemljistima, sezona prolece 2010, za verovatnoc¢u p=0,05

Broj | Lokalitet Tip zemljiSta Dubina | Broj Log. broja

(cm) cijanobakterija | cijanobakterija
/gr zemljista

1. | PIO “Suboti¢ka | arenosol 0-5 1300,46 3,11 kji*
pescara“ 5-30 255,65 2,39 m
30-60 127,01 2,02 n
2. | SRP “Deliblatska | arenosol 0-5 2074,38 3,31 ihg
pescara” 5-30 454,24 2,64 ml
30-60 102,17 2,00 n
3. | SRP “Titelski regosol 0-5 6110,51 3,78 fed
breg” 5-30 1910,59 3,25 jihg
30-60 623,93 2,95 Kj
4. | Rimski San&evi cernozem 0-5 15416,19 417 cb
5-30 3507,50 3,51 gfe
30-60 1404,65 3,11 kji
5. | NP “Fruska gajnjaca 0-5 1320,28 3,11 kji
gora” 5-30 769,31 2,84 1k
30-60 265,98 2,40 m
6. | Kacka Suma fluvisol 0-5 57358,15 4,73 a
5-30 6609,32 3,79 ed
30-60 3154,81 3,48 hgf
7. | SRP “Koviljsko - | fluvisol 0-5 69837,18 4,83 a
petrovaradinski 5-30 3026,77 3,47 hg
rit” 30-60 1617,92 3,16 ji
8. | Becej Ritska crnica 0-5 9178,25 3,94 dc
5-30 944,52 2,96 kj
30-60 427,78 2,56 ml
9. | SRP “Carska Ritska crnica 0-5 15416,19 4,17 cb
bara” 5-30 3507,50 3,51 gfe
30-60 1404,65 3,11 kji
10.| Kumane solonjec 0-5 27113,61 4,420
5-30 11902,13 4,06 dc
30-60 8743,31 3,93 dc
11.| SRP “Slano solonéak 0-5 76424,66 4.86 a
Kopovo” 5-30 222496 3,26 ihg
30-60 314,08 2,47 m

*Razlicita slova ukazuju na postojanost statisticki znacajne razlike izmedu varijanti na osnovu
Fischer LSD testa homogenosti varijansi za verovatno¢u p=0,05
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Tabela 11. Fischer LSD test homogenosti varijansi za brojnost azotofiksirajucih cijanobakterija
u ispitivanim zemljiStima, sezona leto 2010, za verovatnocu p=0,05

Broj | Lokalitet Tip zemljista Dubina | Broj Log. broja

(cm) cijanobakterija | cijanobakterija
/gr zemljista

1. | PIO “Suboticka arenosol 0-5 521,87 2,71 on*
pescara“ 5-30 126,96 2,09 rq
30-60 83,81 191r
2. | SRP “Deliblatska | arenosol 0-5 7012,49 3,84 kjihg
pescara” 5-30 207,70 2,22 qp
30-60 99,34 1,97 rq
3. | SRP “Titelski regosol 0-5 4055,82 3,57 mlkj
breg” 5-30 789,81 2,84n
30-60 379,16 2,52 po
4. | Rimski Sancevi éernozem 0-5 15219,19 4,17 fedc
5-30 7600,94 3,87 jihgf
30-60 4428,75 3,63 IKji
5. | NP “Fruska gora” | gajnjaca 0-5 402,71 2,59 on
5-30 163,02 1,93 rq
30-60 322,07 2,49 po
6. | Kacka Suma fluvisol 0-5 66515,89 4,81 a
5-30 29216,15 4,46 cb
30-60 4191,11 3,55 mlk
7. | SRP “Koviljsko - | fluvisol 0-5 86858,26 4,92 a
petrovaradinski 5-30 32194,64 4,49 b
rit” 30-60 6406,25 3,74 kjih
8. | Becej Ritska crnica 0-5 14354,02 4,15 fed
5-30 8844,81 3,92 ihgf
30-60 9491,17 3,96 hgfe
9. | SRP “Carska bara” | Ritska crnica 0-5 4055,82 3,57 mlkj
5-30 789,81 2,84n
30-60 379,16 2,52 po
10.| Kumane solonjec 0-5 20406,05 4,30 dcb
5-30 6286,48 3,79 kjihg
30-60 11455,39 4,05 gfed
11.| SRP “Slano solondak 0-5 21186,74 4,32 dcb
Kopovo” 5-30 2176,86 3,30 m
30-60 2265,64 3,35 ml

*Razlic¢ita slova ukazuju na postojanost statisticki znacajne razlike izmedu varijanti na osnovu
Fischer LSD testa homogenosti varijansi za verovatno¢u p=0,05
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Tabela 12. Fischer LSD test homogenosti varijansi za brojnost azotofiksirajucih cijanobakterija
u ispitivanim zemljistima, sezona jesen 2010, za verovatno¢u p=0,05

Broj | Lokalitet Tip zemljiSta Dubina | Broj Log. broja

(cm) cijanobakterija | cijanobakterija
/gr zemljista

1. | PIO “Suboti¢ka | arenosol 0-5 4324,24 3,63 ih*
pescara“ 5-30 346,44 2,531
30-60 406,03 2,57 |
2. | SRP “Deliblatska | arenosol 0-5 3535,24 3,54 i
pescara” 5-30 81,70 1,79n
30-60 72,57 1,85n
3. | SRP “Titelski regosol 0-5 10646,25 4,02 gf
breg” 5-30 2413,70 3,38 ji
30-60 436,16 2,59 |
4. | Rimski San&evi cernozem 0-5 116443,87 5,00b
5-30 24927,08 4,39 ed
30-60 12269,93 4,08 ¢f
5. | NP “Fruska gajnjaca 0-5 209,81 2,21'm
gora” 5-30 1026,23 3,00 k
30-60 223,92 2,34 ml
6. | Kac¢ka Suma fluvisol 0-5 15675,91 419 fe
5-30 10741,21 4,01 gf
30-60 1173,72 3,06 k
7. | SRP “Koviljsko - | fluvisol 0-5 254218,95 5,40 a
petrovaradinski 5-30 73933,14 4,84 cd
rit” 30-60 5176,87 3,64 ih
8. | Becej Ritska crnica 0-5 35045,36 4,54 d
5-30 42833,01 4,63 dc
30-60 27642,69 4,42 ed
9. | SRP “Carska Ritska crnica 0-5 133258,33 5,12 ba
bara” 5-30 10700,29 4,01 of
30-60 1866,36 3,22 kj
10.| Kumane solonjec 0-5 41719,50 4,59 dc
5-30 15817,23 4,19 fe
30-60 7874,03 3,84 hg
11.| SRP “Slano solonéak 0-5 215838,54 532a
Kopovo” 5-30 11630,22 4,02 of
30-60 3757,16 3,52 i

*Razlicita slova ukazuju na postojanost statisticki znacajne razlike izmedu varijanti na osnovu
Fischer LSD testa homogenosti varijansi za verovatno¢u p=0,05
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Tabela 13. Fischer LSD test homogenosti varijansi za brojnost azotofiksirajucih cijanobakterija
u ispitivanim zemljistima, sezona zima 2010, za verovatnoc¢u p=0,05

Broj | Lokalitet Tip zemljista Dubina | Broj Log. broja
(cm) cijanobakterija | cijanobakterija
/gr zemljista

1. | PIO “Suboti¢ka | arenosol 0-5 5089,49 3,69 kji*
pescara“ 5-30 360,58 2,39n
30-60 316,69 2,49 n

2. | SRP “Deliblatska | arenosol 0-5 6177,64 3,78 jih
pescara” 5-30 415,89 2,60 n
30-60 521,88 2,63n

3. | SRP “Titelski regosol 0-5 17342,25 423 f
breg” 5-30 5291,65 3,71 jih
30-60 852,71 291m

4. | Rimski Sanéevi c¢ernozem 0-5 136473,58 5,11ab
5-30 49610,59 4,69 cd

30-60 9517,06 3,97 hg

5. | NP “Fruska gajnjaca 0-5 4398,82 3,63 Kj
gora” 5-30 1803,95 3,241
30-60 362,97 2,55n

6. | Kacka Suma fluvisol 0-5 76794,36 4,88 cb
5-30 8687,74 3,90 ih

30-60 3004,93 3,44 Ik

7. | SRP “Koviljsko - | fluvisol 0-5 192544,53 5,27 a
petrovaradinski 5-30 46541,70 4,66 dc

rit” 30-60 20995,10 4,31 fe

8. | Becej Ritska crnica 0-5 151665,42 517 a
5-30 43121,65 4,62 dc

30-60 8702,32 3,93 ihg

9. | SRP “Carska Ritska crnica 0-5 19681,90 4,29 fe
bara” 5-30 14935,03 4,17 gf
30-60 8997,01 3,95 ihg

10.| Kumane solonjec 0-5 34602,15 4,52 ed
5-30 17958,52 4,25 f

30-60 5513,24 3,70 ji

11.| SRP “Slano solonéak 0-5 170861,81 5,22 a
Kopovo” 5-30 19277,48 4,26 fe
30-60 7330,91 3,82 jih

*Razlic¢ita slova ukazuju na postojanost statisticki znacajne razlike izmedu varijanti na osnovu
Fischer LSD testa homogenosti varijansi za verovatno¢u p=0,05
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6.2.3. Ukupna brojnost bakterija u zemljistima Vojvodine

Bakterije su najbrojnija grupa mikroorganizama u zemlji$tu, i njihova brojnost se krece
od nekoliko stotina hiljada do jedne ili vise milijardi po gramu apsolutno suvog zemljista.
Ukupna brojnost bakterija ustvari predstavlja broj izraslih bakterija na ne selektivnoj podloz i
zemljisnom agaru. Najveca brojnost i biohemijska aktivnost bakterija utvrdena je u zemljistu sa
visokim sadrzajem organske materije, odnosno humusa. Broj aerobnih bakterija je najveca u
povrSinskim slojevima zemljista, gde je najveca koli¢ina kiseonika, a sa dubinom zemljista
brojnost opada. U odnosu na reakciju zemljista bakterije su prilagodene da zive u kiselim,
neutralnim i alkalnim zemljiStima. Najveéa brojnost je utvrdena u neutralnim zemljistima.
Bakterije imaju veliki znacaj u pedogenezi tj. stvaranju zemljista kao i u ostvarivanju njegove
plodnosti, (Govedarica i Jarak, 1995).

Brojnost mikroorganizama u zemljiStu odavno je uzimana kao izvesno merilo pri oceni
zemlji$nog Stanja i zemljisne plodnosti. Obi¢no se uzimalo da su plodnija zemljista koja su
bogatija mikroorganizmima, nego ona koja su njima siromasnija. Nema sumnje da koli¢ina
mikroorganizama u zemljistu moze biti izvesna karakteristika zemljisne plodnosti, ali to nikako

ne znaci da su takva zemljista u svakom sluc¢aju i sa vecom efektivnom plodnoscu.

Zemljisna plodnost svakako ne zavisi samo od karakteristika zemljisnih
mikroorganizama, veéi i od drugih uslova, fizickih i hemijskih osobina zemljista. Na primer
unosenjem Velikih koli¢ina organskih ostataka siroma$nih azotom moze se izazvati pojava
velike brojnosti mikroorganizama, ali to ne znai da ¢e takvo zemljiste pokazati i vecu
plodnost. Zbog toga se ne moze govoriti 0 sigurnoj pozitivnoj korelaciji izmedu broja
mikroorganizama i zemljisne plodnosti, jer nekada ima i obrnutih slucajeva, (Tesi¢ i Todorovic,
1988).

Rezultati koji se odnose na ukupnu brojnost bakterija u ispitivanim zemljistima Su
prikazani u Grafikonima 35 - 45. Rezultati govore o0 zavisnosti ukupnog broja bakterija od: tipa
zemljista, od dubine pedoloskog profila zemljista (0-5 cm, 5-30 cm, 30-60 cm) i od godis$njeg

doba (prolece, leto, jesen i zima). U Tabelama 15 - 18. prikazani podaci statistiCke analize
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Fischerovim LSD testom homogenosti varijansi za ukupan broj bakterija u ispitivanim

zemljiStima, po sezonama za verovatnocu p=0,05.

Ukupna brojnost bakterija u zavisnosti od tipa zemljista

Uporedujuci prose¢nu ukupnu brojnost bakterija u ispitivanim zemljisStima ustanovili
smo da je najveca brojnost bakterija iznenadujuce bila u zemljistu solonc¢ak (Slano Kopovo) i
iznosila je u povrsinskom sloju 787.51 x 10° bakterija po gramu apsolutno suvog zemljista,
(Grafikon 45.). Ovo zemljiste se odlikuje niskim procentom azota svega 0,8%N, ali ima baznu
reakciju zemljista, pH iznosi 8.19, a koli¢ina AL-K,O iznosi 39,19 mg/100g, Tabela 5.
Povrsinski sloj solon¢aka na Slanom Kopovu je tokom zimskog, prole¢nog i ponekad jesenjeg
perioda prekriven slojem vode, poreklom podzemne ili atmosferske, te pogoduje razvoju algi
koje grade modro-zelene Zelatinozne previake. Verovatno ti sluzni omotaci algi predstavljaju
odli¢nu podlogu za razvoj raznih grupa mikroorganizama i to moze delimi¢no objasniti ovakvu

ukupnu brojnost bakterija.

FiSerov LSD test homogenosti je pokazao da postoji statisticki znaCajna razlika u
ukupnoj brojnosti bakterija u zemljiStu solonc¢ak na lokalitetu SRP Slano Kopovo u odnosu na

sva druga istrazivana zemljiSta pri verovatnoc¢i p=0.05, Tabela 15 - 18.

Regosol, na lokalitetu SRP Titelski breg, u sloju od 5-30cm ima drugu ukupnu brojnost
bakterija i ona u proseku iznosi 742,57 x 10° bakterija po gramu apsolutno suvog zemljista,
Grafikon 37 i 45. Na blagim padinama Titelskog brega, gde su uzeti uzorci, regosol ima dobro
razvijen humusni sloj sa 2.54% humusai 1.47% ugljenika. Ovo se tumaci razvijenom
vegetacijom na blagim padinama brega. Ovo zemljiste se odlikuje i najve¢im sadrzajem fosfata
(AL-P,0s5 46.13 mg-1009) i kalijuma (AL-K,O 54.78% mg-100g) u odnosu na sva ostala
ispitivana zemljista. Reakcija je blago alkalna pH 7.32 u vodi. Navedeni uslovi sigurno

pogoduju dobrom razvoju mikroorganizama.

Ritska crnica, na lokalitetu Becej, je tre¢i lokalitet po ukupnoj brojnosti bakterija i u
sloju od 5-30cm u proseku iznosi 691,18 x 10° bakterija po gramu apsolutno suvog zemljista,
Grafikon 42 i 45. Ova obradena ritska crnica se odlikuje velikom koli¢inom humusa 3,63%, i

velikom koli¢inom azota 0,24% .
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Cernozem, na podru¢ju Rimskih Sandeva, je Getvrti lokalitet po ukupnoj brojnosti
bakterija, u povrinskom sloju zemljista u proseku iznosi 229,14 x 10° bakterija po gramu
apsolutno suvog zemljista, Grafikon 38 i 45. Ispitivani ¢ernozem se odlikuje bazi¢nom pH
vredno$¢u u vodi (pH 8.11), a sadrzaj humusa i azota je tre¢i po visini u odnosu na druge

tipove zemljista, humus iznosi 2.78%, a koli¢ina ukupnog azota 0,18 %.

U grupu zemljista sa srednjom ukupnom brojnos¢u bakterija spadaju: arenosol, P1O
"Suboticka pesara” (189,86 x 10° bakterija u povriinskom sloju), ritska crnica, Carska bara
(154,19 x 10°, fluvisol, lokalitet Kacka Suma (128,65 x 10°), solonjec, Kumane (111,61 x 10°) i
fluvisol, lokalitet SRP "Koviljsko petrovaradinski rit" (92,26 x 10%), Grafikon 45,

Slika 32. Izgled kolonija bakterija na zemljisnom agaru po Pochonu, arenosol lokalitet PIO
"Suboticka pescara", (foto: Fojkar O.)

Zemljista sa najnizom ukupnom brojnos$¢u bakterija su gajnjaéa u NP FruSka gora
(40,91 x 10° bakterija po gr. zemljista u povrsinskom sloju), Grafikon 39 i 45. i arenosol u
Deliblatskoj pescari (33,1 x 10° bakterija po gr. zemljista u povriinskom sloju), Grafikon 36 i
45. Gajnjaca je najkiselije zemljiSte sa najnizom pH vredno$¢u 5,22. ZemljiSte arenosol na
Deliblatskoj pescari se odlikuje najnizim vredostima humusa, azota, ugljenika, fosfata i

kalijuma $to opravdava ovako malu ukupnu brojnost bakterija.
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Ukupna brojnost bakterija u zavisnosti od dubine pedoloskog profila

Ukupna brojnost bakterija je veoma varirala u
zavisnosti od dubine zemljista. Kod najveceg broja
ispitivanih tipova zemljista ukupna brojnost bakterija je
bila najveca u povrSinskom sloju zemljista, 0-5 cm
dubine. Kod osam od jedanaest istrazivanih zemljista
ukupna brojnost bakterija je bila najveca u povrsinskom
sloju i to kod: soloncaka, Grafikon 44 i 45., solonjeca,
ritske crnice (SRP "Carska bara™), fluvisola (Kacka
Suma), fluvisola (SRP "Koviljsko petrovardinski rit"),
Cernozema, gajnjace i arenosola (PIO "Suboticka

pescara™), Grafikon 45.

Kod tri ispitivana zemljiSta je ukupna brojnost
bakterija bila veca u sloju od 5-30 c¢cm nego u
povrsinskom sloju i to kod: regosola, ritske crnice

(Becej) 1 arenosola (SRP "Deliblatska pescara™).

Slika 33. Odredivanje ukupnog broja bakterija u tri sloja
zemljista soloncak, lokalitet SRP "Slano Kopovo", a) 0-
5 cm, b) 5-30 cm, ¢) 30-60 cm., zemlji$ni agar po
Pochonu.

Kod Sest od jedanaest ispitivanih zemljista ukupna brojnos tbakterija je opadala sa
dubinom zemljista i bila je najmanja u najdubljem sloju od 30 do 60 cm. To je slucaj sa
slede¢im tipovima zemljiSta: arenosol (PIO "Suboti¢ka pescara™), arenosol (SRP "Deliblatska
pescara”), fluvisola (Kacka Suma), fluvisola (SRP "Koviljsko petrovardinski rit"), ritske crnice

(SRP "Craska bara") i solonjec (Kumane).

114



Mr Oliver Fojkar Doktorska disertacija

Povrsinski horizonti se najcesc¢e odlikuju i najvisim sadrzajem humusa pa je verovatno i
to faktor koji uti¢e na ovakvu distribuciju bakterija. Sem toga povrSinski slojevi su bolje

aerisani od dubljih slojeva te omogucavaju aerobnim mikroorganizmima da se dobro razvijaju.
Ukupna brojnost bakterija u zavisnosti od godi$njeg doba

Ukupna brojnost bakterija u ispitivanim zemljistima je veoma varirala u zavisnosti od
godisnjeg doba. Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da su variranja bila znatno

vecéa u povrSinskom sloju zemljista 0-5cm nego u dubljim slojevima, 5-30cm, 30-60cm.

Najmanja ukupna brojnost bakterija je kod najveceg broja ispitivanih zemljista utvrdena
u letnjem periodu, i to kod sedam od jedanaest ispitivanih zemljiSta. U letnjem periodu
najmanja ukupna brojnost bakterija je bila kod: arenosola (SRP "Deliblatska pescara”),
Gernozema (Rimski Sandevi), gajnjade (NP Fruska gora), ritske crnice (Beéej), ritske crnice

(SRP "Carska bara™), solonjeca (Kumane) i solon¢aka (SRP "Slano Kopovo™).

Najveca brojnost bakterija kod najveceg broja ispitivanih zemljiStima u povrSinskim
slojevima je ustanovljena u prole¢nom periodu. Kod sedam ispitivanih zemljista je ustanovljena
najveca brojnost bakterija u proleénom periodu i to kod: arenosola (P10 "Suboticka pesc¢ara")
481,71 x 10° bakterija po gramu apsolutno suvog zemljiita, arenosola (SRP "Deliblatska
pescara™) 50,07 x 10°, regosola (SRP "Titelski breg") 2879,09 x 10° , &ernozema (Rimski
Sanéevi) 486,78 x 10°, fluvisola (Kacka Suma) 207,44 x 10°, ritske crnice (Becej) 2417,99 x 10°
i solongaka (SRP "Slano Kopovo") 2891,07 x 10°.
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Graf. 35. Graficki prikaz ukupne brojnosti bakterija u arenosolu (P10 "Suboti¢ka pes¢ara")
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Graf. 36. Graficki prikaz ukupne brojnosti bakterija u arenosolu (SRP “Deliblatska pescara™)
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Graf. 37. Graficki prikaz ukupne brojnosti bakterija u regosolu (SRP “Titelski breg”)
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Graf. 38. Grafi¢ki prikaz ukupne brojnosti bakterija u ernozemu (Rimski Sancevi)
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Graf. 39. Graficki prikaz ukupne brojnosti bakterija u gajnjaci (NP “Fruska gora™)
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Graf. 40. Graficki prikaz ukupne brojnosti bakterija u fluvisolu (Kacka Suma)
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Graf. 41. Graficki prikaz ukupne brojnosti bakterija u fluvisolu
(SRP “Koviljsko petrovaradinski rit”)
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Graf. 42. Graficki prikaz ukupne brojnosti bakterija u ritskoj crnici (Becej)
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Graf. 42. Graficki prikaz ukupne brojnosti bakterija u ritskoj crnici (SRP “Carska bara™)
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Graf. 43. Graficki prikaz ukupne brojnosti bakterija u solonjecu (Kumane)
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Graf. 44. Graficki prikaz ukupne brojnosti bakterija u solongaku (SRP "Slano Kopovo")
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Graf. 45. Graficki prikaz proseéne godiSnje ukupne brojnosti bakterija u zemljistima Vojvodine
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Tabela 15. Fischer LSD test homogenosti varijansi za ukupan broj bakterija u ispitivanim
zemljiStima, sezona prolece 2010, za verovatnocu p=0,05

Broj Lokalitet Tip zemljista Dubina UKUPAN BROJ Log.Ukup.broja
(cm) MO/gr zemljista | bakterija
X 1000 000

1. | PIO “Suboticka arenosol 0-5 481,71 3,11 kji*
pescara” 5-30 53,16 2,39 m
30-60 11,37 2,02 n

2. | SRP “Deliblatska arenosol 0-5 50,07 3,31ihg
pescara” 5-30 24,41 2,64 ml
30-60 5,46 2,00 n

3. | SRP “Titelski breg” regosol 0-5 68,18 3,78 fed
5-30 2879,09 3,25 jihg

30-60 1191,70 2,95 kj

4. | Rimski Sancevi cernozem 0-5 486,78 4,17 cb
5-30 55,00 3,51 gfe

30-60 23,41 3,11 k;ji

5. | NP “Fruska gora” gajnjaca 0-5 41,06 3,11 kji
5-30 14,77 2,84 |k

30-60 50,51 2,40 m

6. | Kacka Suma fluvisol 0-5 207,44 4,73 a
5-30 13,53 3,79 ed

30-60 7,59 3,48 hgf

7. | SRP “Koviljsko - fluvisol 0-5 53,12 4,83 a
petrovaradinski rit” 5-30 15,52 3,47 hg
30-60 9,70 3,16 ji

8. | Becej Ritska crnica 0-5 82,17 3,94 dc
5-30 2417,99 2,96 kj

30-60 59,03 2,56 ml

9. | SRP “Carska bara” Ritska crnica 0-5 107,49 3,85d
5-30 79,32 3,39 ihg

30-60 40,01 3,19 jih

10. | Kumane solonjec 0-5 118,41 442 b
5-30 21,64 4,06 dc

30-60 16,40 3,93 dc

11. | SRP “Slano Kopovo” | soloncak 0-5 2891,48 4,86 a
5-30 18,14 3,26 ihg

30-60 1256,35 2,47 m

*Razlicita slova ukazuju na postojanost statisticki znacajne razlike izmedu varijanti na osnovu Fischer LSD testa
homogenosti varijansi za verovatno¢u p=0,05
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Tabela 16. Fischer LSD test homogenosti varijansi za ukupan broj bakterija u ispitivanim
zemljiStima, sezona leto 2010, za verovatno¢u p=0,05

Broj Lokalitet Tip zemljista Dubina UKUPAN BROJ Log. Ukup.
(cm) MO/gr zemljista | brojabakterija
X 1000 000

1. | PIO “Suboticka arenosol 0-5 129,0533 3,11 kji*
pescara” 5-30 21,86667 2,39 m
30-60 8,363333 2,02 n

2. | SRP “Deliblatska arenosol 0-5 15,06333 3,31 ihg
pescara” 5-30 15,88667 2,64 ml
30-60 7,743333 2,00 n

3. | SRP “Titelski breg” regosol 0-5 153,36 3,78 fed
5-30 13,16 3,25 jihg

30-60 20,41333 2,95 kj

4. | Rimski Sancevi c¢ernozem 0-5 148,05 4,17 cb
5-30 46,70667 3,51 gfe

30-60 40,12667 3,11 kji

5. | NP “Fruska gora” gajnjaca 0-5 22,64667 3,11 kji
5-30 5,413333 2,84 1k

30-60 5,563333 2,40 m

6. | Kacka Suma fluvisol 0-5 97,55 4,73 a
5-30 44,33667 3,79 ed

30-60 4,783333 3,48 hgf

7. | SRP “Koviljsko - fluvisol 0-5 190,61 4,83 a
petrovaradinski rit” 5-30 8,563333 3,47 hg
30-60 13,30667 3,16ji

8. | Becej Ritska crnica 0-5 89,71 3,94 dc
5-30 45,56333 2,96 kj

30-60 37,40667 2,56 ml

9. | SRP “Carska bara” Ritska crnica 0-5 94,70667 3,85d
5-30 15,96 3,39 ihg

30-60 2,45 3,19 jih

10. | Kumane solonjec 0-5 37,78333 4,42 b
5-30 9,903333 4,06 dc

30-60 3,42 3,93 dc

11. | SRP “Slano Kopovo” | soloncak 0-5 15,74333 4,86 a
5-30 8,106667 3,26 ihg

30-60 9,7 2,47 m

*Razlicita slova ukazuju na postojanost statisticki znacajne razlike izmedu varijanti na osnovu Fischer LSD testa
homogenosti varijansi za verovatno¢u p=0,05
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Tabela 17. Fischer LSD test homogenosti varijansi za ukupan broj bakterija u ispitivanim
zemljiStima, sezona jesen 2010, za verovatnocu p=0,05

Broj Lokalitet Tip zemljista Dubina UKUPAN BROJ Log. Ukup.
(cm) MO/gr zemljista | brojabakterija
X 1000 000

1. | PIO “Suboticka arenosol 0-5 26,57 3,11 kji*
pescara” 5-30 34,64 2,39 m
30-60 15,4 2,02 n

2. | SRP “Deliblatska arenosol 0-5 33,99 3,31ihg
pescara” 5-30 13,63 2,64 ml
30-60 47,05667 2,00 n

3. | SRP “Titelski breg” regosol 0-5 74,78 3,78 fed
5-30 21,72 3,25 jihg

30-60 17,56333 2,95 kj

4. | Rimski Sancevi céernozem 0-5 191,8067 4,17 cb
5-30 146,2267 3,51 gfe

30-60 145,5033 3,11 kji

5. | NP “Fruska gora” gajnjaca 0-5 33,74667 3,11 kji
5-30 7,833333 2,84 Ik

30-60 15,89667 2,40 m

6. | Kacka Suma fluvisol 0-5 126,81 4,73 a
5-30 73,44667 3,79 ed

30-60 79,41333 3,48 hgf

7. | SRP “Koviljsko - fluvisol 0-5 56,40667 4,83 a
petrovaradinski rit” 5-30 28,11333 3,47 hg
30-60 7,906667 3,16 ji

8. | Becej Ritska crnica 0-5 183,2833 3,94 dc
5-30 203,4967 2,96 kj

30-60 151,0033 2,56 ml

9. | SRP “Carska bara” Ritska crnica 0-5 166,5967 3,85d
5-30 66,87333 3,39 ihg

30-60 69,98 3,19 jih

10. | Kumane solonjec 0-5 166,36 4,42 b
5-30 42,94333 4,06 dc

30-60 24,41 3,93 dc

11. | SRP “Slano Kopovo” | soloncak 0-5 155,73 4,86 a
5-30 34,24667 3,26 ihg

30-60 61,4 2,47 m

*Razlicita slova ukazuju na postojanost statisticki znacajne razlike izmedu varijanti na osnovu Fischer LSD testa
homogenosti varijansi za verovatno¢u p=0,05
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Tabela 18. Fischer LSD test homogenosti varijansi za ukupan broj bakterija u ispitivanim
zemljiStima, sezona zima 2010, za verovatno¢u p=0,05

Broj Lokalitet Tip zemljista Dubina UKUPAN BROJ Log. Ukup.
(cm) MO/gr zemljista | broja bakterija
X 1000 000

1. | PIO “Suboticka arenosol 0-5 122,1067 3,11 kji*
pescara” 5-30 60,8 2,39 m
30-60 38,5 2,02 n

2. | SRP arenosol 0-5 33,31 3,31 ihg
“Deliblatskapescara 5-30 86,58667 2,64 ml

" 30-60 48,44333 2,00 n

3. | SRP “Titelskibreg” regosol 0-5 141,6533 3,78 fed
5-30 56,31667 3,25 jihg

30-60 101,7267 2,95 kj

4. | RimskiSanéevi ¢ernozem 0-5 89,96 4,17 cb
5-30 78,86 3,51 gfe

30-60 131,3467 3,11 kji

5. | NP “Fruskagora” gajnjaca 0-5 66,17 3,11 kji
5-30 36,03333 2,84 Ik

30-60 33,94667 2,40 m

6. | Kackasuma fluvisol 0-5 82,78 4,73 a
5-30 42,64333 3,79 ed

30-60 12,87333 3,48 hgf

7. | SRP “Koviljsko - fluvisol 0-5 68,62667 4,83 a
petrovaradinskirit” 5-30 17,17667 3,47 hg
30-60 13,66 3,16ji

8. | Becej Ritskacrnica 0-5 98,33667 3,94 dc
5-30 97,74667 2,96 kj

30-60 58,86333 2,56 ml

9. | SRP “Carskabara” Ritskacrnica 0-5 247,96 3,85d
5-30 77,38333 3,39 ihg

30-60 57,85333 3,19 jih

10. | Kumane solonjec 0-5 123,91 4,42 b
5-30 24,61333 4,06 dc

30-60 17,15 3,93 dc

11. | SRP “SlanoKopovo” | soloncak 0-5 87,1 4,86 a
5-30 206,3133 3,26 ihg

30-60 42,60333 2,47 m

*Razlicita slova ukazuju na postojanost statisticki znacajne razlike izmedu varijanti na osnovu Fischer LSD testa
homogenosti varijansi za verovatno¢u p=0,05
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6.3. TAKSONOMSKA PRIPADNOST IZOLOVANIH SOJEVA
AZOTOFIKSIRAJUCIH CIJANOBAKTERIJA

U radu je izolovano 30 sojeva azotofiksirajuc¢ih cijanobakterija. Najveci broj izolovanih
sojeva pripada rodu Nostoc, 19 sojeva, Tabela 19. Cetiri soja pripada rodu Anabaena , 4 soja
rodu Cylindrospermum, i po jedan izolovani soj rodovima Calothrix, Tolypothrix i Phormidium,
Tabela 20.

Najveéi broj sojeva roda Nostoc izolovan je iz tipa zemljiSta solonjec (Kumane), 12
sojeva, ¢etiri Nostoc-a je izolovano iz ritske crnice (Bedej), dva iz Eernozema (Rimski Sancevi)
i jedan iz solon¢aka (Slano Kopovo). Tri soja roda Anabaena je izolovano iz ¢ernozema
(Rimski Sangevi), a jedan iz ritske crnice (Begej). Soj iz ritske crnice je determinisan kao
Anabaena sphaerica f. conoidea. Od cCetiri izolovana soja Cylindrospermum-a tri je izolovano iz
arenosola (P10 "Suboti¢ka pescara™), a jedan iz Cernozema. Svi sojevi Cylindrospermum-a
izolovani iz arenosola pripadaju vrsti Cylindrospermum stagnale. Soj vrste Calothrix elenkinii
je izolovan iz arenosola (P10 "Suboticka pescara™), Tolypothrix tenuis f. terrestris je izolovan iz

solonjeca (Kumane), a Phormidium ambiguum je izolovan iz ¢ernozema (Rimski Sanéevi).

Razdeo Cyanobacteria ili Cyanophyta se deli na tri klase ( Starmach; 1966; Cvijan i
Blazenci¢, 1996): Chroococcophyceae, Chamaesiphonophyceae i Hormogoniophyceae. Svi

nasi izolovani sojevi spadaju u klasu Hormogoniophyceae i potklasu Nostocophycidae.

Rodovi Nostoc, Anabaena i Cylindrospermum spadaju u red Nostocales i familiju
Nostocaceae. Cijanobakterije reda Nostocales imaju trihome koji su uvek izgradeni od jednog
niza Celija, tj. celije se dele uvek u jednom pravcu, popre¢no u odnosu na uzduznu osu trihoma.
U retkim slu¢ajevima, kao kod razvojnih stadijuma, moZe da dode i do uzduzne deobe celija 1
obrazovanja trithoma ¢iji je jedan deo izgraden od dva niza ¢elija. Pored vegetativnih ¢elija, u
gradi trihoma obi¢no ucestvuju i heterociste i akineti. Trihomi su ne granati ili je grananje samo

prividno. Kod najveéeg broja predstavnika trihomi nisu diferencirani na osnovu i vrh, medutim

kod nekih predstavnika ova diferencijacija je jasno izrazena. Rast trihoma je vrsni 1 interkalarni.
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Kod predstavnika koji imaju sluzni omota¢ saru,u njoj se naj¢eSée nalazi jedan

trihom (Cvijan 1 Blazenci¢, 1996).

Predstavnici familije Nostocaceae imaju konce koji nisu granati i izgradeni su od jednog
niza ¢elija. Rastu interkalarno, naj¢es¢e su celom duzinom jednake Sirine, retko se na oba kraja
suzavaju 1 zavrSavaju koncasto-izduzenim celijama ( rod Aphanizomenon). Sara je sluzava,
Cesto debela, u vodi se Cesto rasplinjava i nije uocljiva. Konci mogu da se razvijaju u grupama i
tada grade mikroskopske ali i veoma krupne kolonije, specificnog izgleda. Heterociste mogu
biti interkalarne i terminalne, ponekad ih nema kao kod roda Pseudanabaena ili pri rastu
cijanobakterija u sredinama bogatim azotnim jedinjenjima. Ako postoje, spore se razvijaju
pojedinacno ili po nekoliko zajedno, u nizu. Kratke pokretne niti, hormogonije, se obrazuju

raspadanjem konca na veci broj kracih niti.

Sve vrste roda Nostoc su kolonijalne alge. Mlade kolonije su loptastog oblika, kasnije
mogu imati razlicit oblik ili su kolonije bezobli¢ne. Na slici 34. se vide tipi¢ne loptaste kolonije
mrke boje nostoka sa lokaliteta PIO"Suboticka peS¢ara” snimljene pod lupom. Kolonije
poseduju debele sluzne omotace koji se obi¢no u unutrasnjosti kolonije rasplinjavaju. Konci
Nostoca su celom duzinom jednake Sirine ili se slabo suzavaju uz heterociste. Heterociste su
interkalarne, pojedinacne ili po nekoliko u nizu. Pri obrazovanju hormogonija heterociste se
mogu nac¢i na krajevima trthoma. U nepovoljnim uslovima Zivljenja vegetativne celije se

transformisu u spore, pojedinac¢no ili u nizu.

Slika 34. lzgled kolonija
Nostoc sp. medu zrnima
peska, lokalitet PIO
"Suboticka pescara”
(foto: Fojkar O.)
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Kod izolovanih sojeva cijanobakterija koji pripadaju grupi Nostoc-Anabaena praceno je
prisustvo aserijalnog stadijuma, hormogonija i ostalih faza u razvoju. Stadijumi u razvojnom
ciklusu su veoma bitni pri determinaciji ovih rodova jer ih je bez ovih podataka tesko

razlikovati.

Hormogonije su uocene kod svih izolovanih sojeva Nostoc-a, a aserijalni stadijum je
zabelezen kod 16 sojeva, Slika 35 - 42. Sojevi Nostoc-a koji imaju i aserijalni stadijum i
hormogonije spadaju u grupu sa tipi¢nim razvojnim ciklusom Nostoc-a, dok sojevi kod kojih
nije uocen aserijalni stadijum spadaju u grupu sa atipi¢nim razvojnim ciklusom. Takvi sojevi su

Nostoc 305, Nostoc 306 i Nostoc 317, Tabela 19.

Tipi¢ni Nostoc se odlikuje potpunim razvojnim ciklusom koji ima nekoliko razvojnih
stadijuma. Kao pocetni stadijum razvic¢a uslovno je uzeta hormogonija. Hormogonije nastaju
fragmentacijom niti, sadrze 10-15 vegetativnih ¢elija, i imaju sposobnost kretanja. Po
prestanku kretanja dolazi do promene oblika i do promene rasporeda éelija. Celije se pomeraju
u stranu, a cela nit dobija specifican izgled, tzv. aserijalni stadijum. Aserijalni stadijum je
specifican za rod Nostoc i predstavlja osnovni kriterijum za razlikovanje od roda Anabaena.
Aserijalni paketi¢i se povecavaju da bi u daljem procesu razvi¢a dali duge niti, pri cemu se
debela sluzava sara, koja je omotavala paketice raspala i omogudila razvijanje uvijenih niti.
Nakon izvesnog vremena dugi konci se fragmentiSu na mestima gde se nalaze heterociste, koje

ostaju slobodne. Mlade niti hormogonije vrse propagaciju i zapoc€inju novi ciklus.

Sojevi Nostoc-a sa nekompletnim razvojnim ciklusom odlikuju se postojanjem
hormogonija, pseudoaserijalnog stadijuma tj. izvijenih niti koje nastaju od hormogonija kao i

postojanjem nepokretnog filamentoznog stadijuma (Gantar et al., 1991c).

Tipi¢ni aserijalni stadijum smo uodili kod soja Nostoc 1., prikazan je na slici 35. Na
uvecanju od 600 1 1000 puta lepo se vidi sluzavi omota¢ u kome se nalaze vegetativne celije
maslinasto zelene boje u nepravilnom rasporedu. Na slici 35 c. vidi se mladi aserijalni stadijum
sa manjim brojem vegetativnih ¢elija u smaknutom rasporedu, a nakon deobe aserijalni paket ¢e
biti ispunjen dobro upakovanim, zguzvanim, nitima sa ve¢im brojem vegetativnih ¢elija. Na
svim aserijalnim paketima lepo su uocljive dve terminalne heterociste koje imaju funkciju
azotofiksacije i snabdevanja vegetativnih ¢elija u niti unutar paketa. Pod UV svetlos¢u i

primenom DAPI metode bojenja uoCava se da vegetativne celije unutar aserijalnih paketa
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fluoresciraju ljubicasto zbog prisustva pigmenata fikocijanina i fikoeritrina. Svetla plavo bela
polja, unutar vegetativnih celija, predstavljaju mesta koncentracije DNA materijala. Obzirom da
heterociste ne poseduju fotosintetske pigmente one ne odaju ljubicastu svetlost ve¢ samo svetlo

plavicastu koja govori o prisustvu DNA materijala u njima, slika 35 d,e.

Kod soja Nostoc 21. uocili smo razmotani aserijalni stadijum kod koga se niti
vegetativnih ¢elija ispravljaju. Na vrhu se moze uociti terminalna heterocista koja je svetle zute
boje, verovatno tehminalna heterocista, slika 36 a. Razmotane niti Nostoc-a se zatim dele na
kratke niti, hormogonije, a uocavaju se i svetlo zelene — zute interkalarne heterociste, slika 36 b.
Kratke niti hormogonije su sastavljene od 2, Cetiri, pet ili viSe vegetativnih ¢elija. Na dapi
snimku se uocavaju tri, pretpostavljamo mlade vegetativne Celije, sa izrazito ljubi¢astom bojom
koja ukazuje na povecano prisustvo fikoeritrina. Heterociste ne fluoresciraju ljubi¢asto veé

imaju svetlo plavicastu boju zbog odsustva ovih pigmenata, slika 36 c.

Nostoc sp., soj 22., se odlikuje prisustvom tipi¢nih aserijalnih stadijuma, kao i tipi¢nih
kratkih niti hormogonija sa petnaestak vegetativnih ¢elija, slika 37 a. Na slici 37 b. lepo je
uocljiv aserijalni stadijum kod koga se iz sluzavog omotaca razmotavaju niti sa vegetativnim
¢elijjama. Na Zelatinoznom omotacu vidljive su 1 dve heterociste koje su se otkacile od
vegetativnih celija tj. niti 1 zavrSavaju svoju funkciju snabdevaca fiksiranim azotom. Na DAPI
fotografiji se uocavaju dve terminalne heterociste koje su svetlo plave boje, na povrsini
aserijalnog paketi¢a. U centralnom delu vegetativnih ¢elija niti DNA material fluorescira belo-

plavom bojom, dok je obod vegetativnih ¢elija crvenkast, slika 37 c.

Nostoc sp. 40 odlikuje se aserijalnim stadijumom sa terminalnim heterocistama bez
uocljivog sluznog omotaca, slika 38 a. Kod ovog soja smo uocili formiranje hormogonija sa
desetak vegetativnih ¢éelija u fazi deobe, propagacije, slika 38 b i c. Nostoc sp., soj 42.se takode
odlikuje aserijalnimpaketima sa terminalnim heterocistama, bez sluzavog omotaca, slika 39
a,b. Kod soja Nostoc 58. uocene sukratke niti, hormogonije sa 10 do 15 vegetativnih ¢elija sa
prisustvom terminalnih heterocisti, slika 39 c¢,d. Na shnimcima pod UV svetlom i DAPI
bojenjem u vegetativnim celijama se uoCavaju taCkasta svetla polja koja obiluju DNA
materijalom, dok je periferni ostatak vegetativne c¢elije crvenkasto ljubiCaste boje zbog

fluorescentnih pigmenata. Terminalne heterociste su plavicaste boje.
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Kod soja Nostoc 302.smo uodili aserijalne pakete bez sluzavog omotaca, kao i kratke
niti hormogonije sa pet do petnaest ¢elija, slika 40. Kod niti u fazi deobe, diferenciranja, uocili
smo prazne sluzne omotace koje su ve¢ napustile hormogonije. Na slici sa DAPI bojenjem pod

UV svetlom sluzni omota¢ se jos$ bolje uocava, slika 40 d.

Kod starije kulture Nostoc sp., soj 311. uocili smo duge niti kod kojih pojedine
vegetativne Celije nisu delovale vitalno maslinasto — zeleno, ve¢ je dominirao crvenkast
pigment, slika 41. Na DAPI snimku pod UV svetlom vitalne ¢éelije su crvenkaste boje, zbog
prisustva fluorescentnih fotosintetskih pigmenata, slika 41 b,c. Za celije koje su plaviéasto bele
boje, u kojima fluorescira DNA material obojen DAPI bojom, pretpostavljamo da su smanjene
vitalnosti zbog odsustva prirodno fluorescentnih pigmenata, slika 41 b,d. Isti soj poseduje i

kratke vitalne niti maslinasto zelene boje.

Soj Nostoc 312., ima aserijalne pakete sa terminalnim heterocistama svetlo zelene
boje, slika 42 a. Kod duge niti u fazi deobe na mestu interkalarne heterociste uo¢ili smo
formiranje dve nove terminalne heterociste, slika 42 b. Na istom preparatu DAPI obojenom
heterociste su blago plave boje, dok su vegetativne celije crvene sa svetlim poljima u centru

¢elije, prilog slika 42 c.

Rod Anabaena se odlikuju postojanjem trihoma koji moze biti na razli¢ite nacine uvijen,
slika 43. Reprodukcija kod ovog roda se vrsi fragmentacijom vegetativnih trihoma u krace
lance koji se citoloski ne razlikuju od roditeljskih trihoma. Vegetativne Celije Cesto sadrze gasne
vakuole. Na kraju fragmenata se moZe nalaziti i terminalna heterocista koja nije novostvorena
ve¢ vodi poreklo od starog filamenta. Trihomi su pojedinacni ili grupisani u meke, koZaste opne

nepravilnog oblika.

Sojevi Anabaena-e 51, 313, 314, 316 se odlikuju odsustvom aserijalnog stadijuma i
hormogonija. Ovi sojevi poseduju filamentozni stadijum, a reprodukcija se odigrava
fragmentacijom vegetativnih trihoma. Nastali kraci ¢elijski lanci se strukturno ne razlikuju od
trthoma. Fragmenti se ne mogu okarakterisati kao hormogonije zato Sto su izgradeni od
vegetativnih Celija iste veli¢ine kao 1 Celije trihoma. Ove vegetativne Celije Cesto sadrze gasne
vakuole. Na kraju fragmenta se moze nalaziti i terminalna heterocista koja nije novostvorena
ve¢ vodi poreklo od starog filamenta. Prave hormogonije nostoka ne zadrzavaju heterociste iz

prvobitnog trihoma. Spore se obi¢no stvaraju pored heterocista Sto se lepo moze uociti kod soja
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Anabaena 51., (Anabaena sphaerica f. conoidea), slika 44. Kod anabena svi trihomi su
pokretni, a kod nostoka pokretljivost je ograni¢ena samo na hormogonije. Kod soja Anabaena
sperica f.conoidea, soj 51., uocili smo duge karakteristicno spiralno uvijene niti kao i spore

znatno vecih dimenzija od vegetativnih ¢elija, slika 43.

Anabaena 314., se odlikuje prisustvom dugih niti sa modro-zelenim vegetativnim celija
izmedu kojih se uo¢avaju krupne heterociste svetlo zelene boje, slika 45. Pod UV zracima, bez
DAPI bojenja, vegetativne celije fluoresciraju crvenom bojom, dok je na mestu nalaZenja

heterocista odsutno fluoresciranje zbog odsustva fluorescentnih pigmenata, slika 46.

Predstavnici roda Cylindrospermum se odlikuju trihomima koji su jednake $irine celom
duzinom. Trihomi su retko pojedinacni, najcesée se ujedinjuju u kolonije koje su bezobli¢ne ili
u obliku grudvica plavo-zelene boje. Krajnje ¢elije trihoma ponekad su konusne. Heterociste su
terminalne, nalaze se na oba kraja trihoma, veoma retko su interkalarne. Spore su takode
terminalne pojedinacne, rede po dve ili viSe u nizu. Uvek se obrazuju neposredno ispod
heterocista. Trihomi imaju sposobnost kretanja tokom celog Zivota. Vrste ovog roda naseljavaju

vlaZzno zemljiste ali se srecu 1 u staja¢im vodama.

Kod soja Cylindrospermum 105a, slika 47 a, uocili smo duge niti podjednakih
vegetativnih celija sa terminalnom heterocistom i sporom u formiranju koja se nalazi pored
terminalne heterociste. Na preparatu obojenom DAPI tehnikom pod UV zracima, vegetativne
¢elije su roza boje sa centralnim belim poljima u kojima je skoncentrisan DNK metrijal.
Heterociste su plavicaste boje bez fluorescentnih fotosintetskih pigmenata, slika 47 b. Na slici
47 c. i d. uocCava se i mlada spora u formiranju kao slobodna, nezavisna, zrelija spora sa

debelim omotacem.

Cylindrospermum 108., odlikuje se mnoStvom dugih niti sa razvijenim terminalnim
heterocistama i formiranim zrelim sporama, slika 48 a. Vegetativne celije i spore su na DAPI
snimku obojene roza sa sveto belicastim centralnim poljima, dok heterociste nisu uocljive,
slika 48 b. Krupne zrele formirane spore sa terminalnim heterocistama odvojene od
vegetativnog trihoma su prikazane na slici 49 a. pri uvecanju od hiljadu puta. Iste spore pod UV

svetlom obojene DAPI metodom se mogu videti na slici 49 b.
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Rod Calothrix spada u red Nostocales i familiju Rivulariaceae. Familija Rivulariaceae
se odlikuje asimetri¢nim trihomima koji se suzavaju od osnove ka vrhu. Trihomi se na vrhu
najcesS¢e zavrsavaju “dlakom”. Rast trihoma je interkalaran, pri ¢emu se uoCava meristemska
zona. Pravog grananja nema, a ponekad se prividno granaju. Poseduje saru u kojoj se nalazi po
jedan trihom. Heterociste su bazalne, ponekad interkalarne, dok ih kod nekih predstavnika
nema. Karakteristi¢ni predstavnik ove familije je rod Calothrix. Trihomi su im asimetri¢ni,
suzavaju se od osnove ka vrhu. Poseduje bazalnu heterocistu, a ponekad imaju i interkalarne
heterociste. Saru uvek imaju. U osnovi trihoma uglavnom je ¢vrsta, a ka vrhu konca osluzavi.

Spore se najcesée razvijaju pojedinacno u osnovi trihoma, iznad heterocista.

Kod soja Calotrix 107, slika 50a., uocili smo asimetri¢ne trihomesa dve terminalne
heterociste. Nakon DAPI bojenja, pod UV zracima, vegetativne ¢elije su bile roza boje sa

centralnim belo plavim poljima, a heterociste su plavicaste boje, slika 50b.

Rod Tolypothrix spada u red Nostocales i familiju Scytonemataceae. Predstavnici
familije Scytonemataceae imaju trihome izgradene od jednog niza delija, celom svojom
duzinom su jednake Sirine, na krajevima mogu biti slabo proSireni ili suZeni, ali se ne obrazuju
“dlake”.Ponekad su diferencirani na osnovu i vrh. Heterociste su interkalarne ili bazalne. Sara
obavija jedan, rede nekoliko trihoma. Konci su prividno granati. Hormogonije se obrazuju od
najmladih delova trihoma. Konci Tolypothrix-a su izuvijani, prividno granati. Prividne grane se
od osnovnog konca naj¢esce odvajaju pod uglom od 45 stepeni ili su uz njega priljubljene. Sara
moze biti tanka ili veoma debela, bezbojna ili tamnije mrke boje. Ponekad se ka krajevima
konca suzava, a od kraja trihoma nastavlja se i dalje — prazna. Heterociste su bazalne, u osnovi
grana, retko interkalarne. Najce$¢e se javljaju u nizovima, i do 7-8 u nizu. Hormogonije se

obrazuju na vrhovima konca.

Rod Phormidium spada u red Oscillatoriales i familiju Oscilatoriaceae. Red
Oscillatoriales i familija Oscilatoriaceae se odlikuju homocitnom formom trihoma, trihomi su
bez heterocista i spora. Sve Celije trthoma imaju isti oblik, gradu i funkciju, sem vrSnih celija
koje su najceS$¢e manje, specificnog su oblika i imaju taksonomski znacaj. Phormidium se
odlikuje pravim ili iskrivljenim trihomima, rede spiralno uvijenim na krajevima. NajceS¢e su
pojedinacni a u redim sluc¢ajevima se udruzuju. Oko trihoma se razvija sara u obliku manje —
viSe mekog sluznog omotaca. Vrste ovog roda ¢esto na podlozi grade sluzave, kozaste opne, a

rede se udruzuju u snopice (Cvijan i1 Blazenci¢, 1996; Blazenci¢, 1988).
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Soj Phormidium 25. se odlikuje prisustvom duzih i kracih niti samo sa vegetativnim
¢elijama, u sluzavim sarama, slika 51 a. DAPI bojenjem, pod UV zracima bolje se uocavaju
svetli beliCasto obojeni centralni delovi vegetativnih celija, dok je periferija obojena roza

bojom, slika 51 b.
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6.4. CITO-MORFOLOSKE KARAKTERISTIKE SOJEVA AZOTOFIKSIRAJUCIH
CIJANOBAKTERIJA

Ispitivanje cito-morfoloskih karakteristika cijanobakterija u Cistoj kulturi, kao i
utvrdivanje razli¢itih stadijuma u razvojnim ciklusima je od izuzetnog znacaja za
taksonomska, ali i za primenjena istrazivanja. Klasi¢ni nacin determinacije cijanobakterija i
mikroalgi uzetih iz prirodne sredine svodi se na fiksiranje materijala 4% formaldehidom i
potonjim mikroskopskim pregledom. Medutim, kod odredenih vrsta i rodova cijanobakterija
koje poseduju specifi¢ne razvojne cikluse potrebno je pratiti Ciste kulture odredeno vreme da bi
se uocili stadijumi i karakteristike neophodne za tacna taksonomska ispitivanja. Klasi¢nim
na¢inom determinacije je stoga veoma teSko ili nemogudée izvrSiti uspeSnu determinaciju
odredenih vrsta 1 rodova, pa je preporucljivo da se koriste Ciste kulture cijanobakterija u te

svrhe.

6.4.1. Veli¢ina vegetativnih Celija

Veli¢ina vegetativnih celija 1 heterocista, kao 1 njihov oblik su kljuéni pokazatelji pri

odredivanju vrsta unutar rodova.

Kod izolovanoh sojeva nostoka veli¢ina vegetativnih ¢Celija, duZina i Sirina Celije, se
krece u intervalu od 2.29 x 2.26um kod soja Nostoc 70 , izolovanog iz ritske crnice, pa do 5.76
x 4.92um kod soja Nostoc 306, izolovanog iz ritske crnice (Becej). Kod najveceg broja sojeva
nostoka duzina vegetativnih ¢elija je priblizno jednaka Sirini ¢elija, $to ukazuje na njihov loptast
oblik. Medutim, izvestan broj sojeva se odlikuje vegetativnim ¢elijama koje su vece Sirine nego
duzine, tj. imaju kratko-elipsoidan oblik, takvi sojevi su: Nostoc 302, Nostoc 310, Nostoc 68,
Nostoc 311, svi su izolovani iz solonjeca, i Nostoc 317 izolovan iz ritske crnice. Sojevi Cije
vegetativne Celije su izrazito duze nego Sire, tj. imaju izduzeno-elipsoidan oblik, su Nostoc 58,

izolovan iz solonéaka, Nostoc 301, izolovan iz solonjecai Nostoc 306, izolovan iz ritske crnice.
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Prosecna veli¢ina vegetativnih ¢elija izolovanih sojeva Nostoc iz ispitivanih zemljista je 3.55 x

3.64um.

Veli¢ina vegetativnih ¢elija kod izolovanih sojeva Anabena je varirala od 3.00 x 3.49um
kod A. sphaerica f. conoidea 51, pa do 6.03 x 5.34um kod soja Anabaena 316, koji je izolovan
iz Cernozema. Vegetativne ¢elije tri soja anabene su kratko-elipsoidne, Sire su nego duze, to su
A. sphaerica f. conoidea 51, Anabaena 313 i Anabaena 314. Jedan soj poseduje izduzeno-
elipsoidne celije, Anabaena 316. Prosecna veli¢ina vegetativnih ¢elija anabena iznosi 4.10 X

4.38um.

Velic¢ina vegetativnih ¢elija cilindrospermuma su se kretale u rasponu od 2.89 x 3.80um,
kod soja Cylindrospermum 8 koji je izolovan iz ¢ernozema, pa do 4.10 x 4.93um, kod C.
stagnale 105a koji je izolovan iz arenosola. Oblik vegetativnih ¢éelija je kvadratno-cilindrian i
kod svih sojeva celije su Sire nego duze. Prose¢na duzina sojeva C.stagnale izolovanih iz

arenosola iznosi 3.60 x 4.01um.

Soj Calothrix elenkinii 107, izolovan iz arenosola, poseduje vegetativne ¢elije koje su u

osnovi trihoma dimenzija 6.75 x 6.36um. Vegetativne Celije su kvadratnog oblika.

Tolypothrix tenuis f. terrestris 67, izolovan je iz solonjeca i ima vegetativne Celije
dimenzija 5,00 x 6,54um. Celije su kvadratnog oblika. Phormidium ambiguum 49, izolovan je

iz ¢ernozema 1 ima vegetativne Celije kvadratnog oblika veli¢ine 5.10 x 5.10pm.

6.4.2. Veli¢ina heterocista

Svi izolovani sojevi nostoka poseduju heterociste koje se lako mogu uociti jer su svetlo
zute boje, ne poseduju pigmente, za razliku od vegetativnih ¢elija koje su modro-zelene ili

maslinaste boje.

Kod izolovanih sojeva nostoka veli¢ina heterocista, duzina i Sirina celije, se kreée u
intervalu od 2.83 x 2.67um kod soja Nostoc 70, pa do 5.57 x 4.98um kod soja Nostoc 317,

izolovanog iz ritske crnice. Kod devet od devetnaest izolovanih sojeva Nostoc duzina
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heterocista je veca od Sirine heterocista, Sto ukazuje na njihov izduzeno-elipsoidan oblik. Pet
sojeva se odlikuje heterocistama koje su priblizno podjednake §irine i duzine, tj.imaju okrugao
oblik, takvi sojevi su: Nostoc 21, Nostoc 22, Nostoc 70, Nostoc 302 i Nostoc 308. Pet sojeva
poseduje heterocioste koje su Sire nego duze, tj imaju kratko-elipsoidan oblik,a to su Nostoc
303, Nostoc 304, Nosoc 310, Nostoc 64 i Nostoc 311. Prosecna veli¢ina heterocista izolovanih

sojeva nostoka iznosi 4.28 x 4.09um.

Uporedujuc¢i dimenzije heterocista sa vegetativnim ¢elijama nostoka moze se zakljuciti
da su kod svih ispitivanih sojeva heteociste vec¢ih dimenzija. U proseku su heterociste vece za

14.03% u odnosu na vegetativne celije.

Veli¢ina heterocista kod Cetiri izolovana soja anabene je varirala od 5.41 x 5.02um kod
Anabaena sp. 314, pa do 6.39 x 6.49um kod soja Anabaena 316. Heterociste dva soja Anabena
su izduzeno-elipsoidne, duze su nego S$ire, to su A. sphaerica f. conoidea 51 i Anabaena 314.
Anabaena 313 poseduju kratko-elipsoidne heterociste, dok Anabaena 316 ima okrugle do blago
izduZene. Prose¢na veliina heterocista anabena iznosi  5.82 x 5.38um. Kod sva cetiri soja
anabene heterociste su vecih dimenzija nego vegetativne celije. U proseku su heterociste kod

anabena vece od vegetativnih ¢elija za 23,61%.

Dimenzije heterocista cilindrospermuma su se kretale u rasponu od 5.07 x 4.38um, kod
soja C. stagnale 105a, pa do 7.80 x 4.30um, kod C. stagnale 105b. Kod sva etiri izolovana
soja heterociste su izduzene, prose¢nih dimenzija 6.24 x 4.72um. Kod Cylindrospermum su

heterociste ¢ak za 50.9% vece od vegetativnih Celija.

Soj 107 Calothrix elenkinii poseduje heterociste koje su manjih dimenzija od
vegetativnih Celija koje se nalaze do njih, i iznose 5.90 x 5.25um. Heterociste su za 17.7%

manje od vegetativnih celija.
Tolypothrix tenuis f. terrestris soj 67, ima heterociste dimenzija 3.39 x 4.65 pm.

Heterociste su i kod ovog soja manje nego vegetativne celije za 44.0%. Phormidium

ambiguum, oznacen kao soj 49, ne poseduje heterociste.
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6.4.3. Procentualna zastupljenost heterocista

Procentualna zastupljenost heterocista, specifiénih ¢elija koje vrSe azotofiksaciju,
svakako ukazuje na sposobnost azotofiksacije odredenog soja. Medutim, procenat heterocista

ne mora uvek biti u korelaciji sa koli¢inom fiksiranog atmosferskog azota.

Procenat heterocista se kod sojeva nostoka gajenih na podlozi BG-11 bez azota kreée u
rasponu od 3.06%, kod soja Nostoc 21, pa do 14.45%, kod soja Nostoc 22. Prosecna

zastupljenost heterocista kod sojeva Nostoc iznosi 8.28%.

Sojevi determinisani kao rod anabena imaju manji procenat heterocista nego rod Nostoc,
krece se u intervalu od 3.90%, kod soja Anabaena 51, pa do 4.73%, kod soja Anabaena 313.

Prose¢an procenat heterocista kod Anabaena iznosi 4.25%.
Cylindrospermum se odlikuje manjom zatupljeno$éu heterocisti nego kod roda nostok i
anabena. ProseCan procenat heterocisti iznosi svega 2.93%. Soj C.stagnale 105b sadrzi

najmanje heterocisti 1.92%, a soj C.stagnale 105a najvise 3.94%.

Calotrix elenkinii se odlikuje sa 6.19 % heterocisti, a Tolypothrix tenuis f. terrestris sa
7.76% heterocisti.
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Tabela 19. Citoloske karakteristike izolovanih sojeva azotofiksiraju¢ih Cyanobacteria

Broj Oznaka soja Vrsta Zemljiste Vegetaivne celije Heterociste Heterociste % Aserijalni
soja Cyanobacteria duz x §ir (um) du x §ir (um) Stadijum
1 NS AFCC 1 Nostoc sp. Solonjec - Kumane 3.31x3.31 4.78 x 3.77 8.67 +
2 NS AFCC 21 Nostoc sp. Solonjec — Kumane 3.03 x 3.07 5.18 x 5.10 3.06 +
3 NS AFCC 22 Nostoc sp. Solonjec — Kumane 3.61x3.35 493x483 14.45 +
4 NS AFCC 40 Nostoc sp. Cerl}ozem -R. 2.55x 2.75 4.95x 3.82 5.98 +
Sancevi
5 NS AFCC 42 Nostoc sp. Cergozem -R. 491 x4.90 5.00 x 3.82 6.86 +
Sancevi
6 NS AFCC 58 Nostoc sp. Soloncak — S. Kopovo 2.93x2.55 3.43x2.75 6.86 +
7 NS AFCC 64 Nostoc sp. Solonjec — Kumane 2.55x3.40 3.22 x 3.52 9.09 +
8 NS AFCC 70 Nostoc sp. R. crnica - Becej 2.29x2.26 2.83 x 2.67 - +
9 NS AFCC 301 Nostoc sp. Solonjec — Kumane 4.96 x 4.39 5.34 x5.04 7.16 +
10 NS AFCC 302 Nostoc sp. Solonjec — Kumane 3.00x 3.79 3.79x3.82 6.72 +
11 NS AFCC 303 Nostoc sp. Solonjec - Kumane 3.91 x 3.67 3.98 x 4.30 12.40 +
12 NS AFCC 304 Nostoc sp. Solonjec — Kumane 3.30x 3.48 4.34 x 4.66 8.36 +
13 NS AFCC 308 Nostoc sp. Solonjec — Kumane 3.34x3.27 3.58 x 3.62 9.57 +
14 NS AFCC 310 Nostoc sp. Solonjec — Kumane 3.64 x4.18 3.94x4.16 6.98 +
15 NS AFCC 311 Nostoc sp. Solonjec - Kumane 2.80 x 3.82 2.93x4.46 10.14 +
16 NS AFCC 312 Nostoc sp. Solonjec - Kumane 4.02 x 4.20 4.16 x 3.86 - +
17 NS AFCC 305 Nostoc sp. R.crnica — Becej 4.04x3.78 4.45x 3.92 8.96 -
18 NS AFCC 306 Nostoc sp. R. crnica — Becej 5.76 x 4.92 4.96 x 4.70 9.04 -
19 NS AFCC 317 Nostoc sp. R. crnica — Becej 3.68 x4.11 5.57 x 4.98 6.50 -
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Tabela 20. Citoloske karakteristike izolovanih sojeva azotofiksiraju¢ih Cyanobacteria

Broj Oznaka soja Vrsta Cyanobacteria Zemljiste Vegetativna Heterocista Heterocista | Aserijalni
soja Celija duz x sir (um) % Stadijum
duz x §ir (um)
20 NS AFCC 51 Anabaena sphaerica f. R. crnica — Becej 3.00 x 3.49 6.02 x 4.33 3.90 -
conoidea
21 NS AFCC 313 Anabaena sp. Cernozem — R. 3.31x4.17 5.48 x 5.70 4.73 -
Sandevi
22 NS AFCC 314 Anabaena sp. Cernozem — R. 4.06 x 4.54 5.41 x 5.02 4.23 -
Sanéevi
23 NS AFCC 316 Anabaena sp. Cernozem — R. 6.03x5.34 6.39 x 6.49 4.16 -
Sandevi
24 NS AFCC 105a Cylindrospermum Arenosol — SH 4.10 x 4.93 5.07 x 4.38 3.94 -
stagnale pescara
25 NS AFCC 105b Cylindrospermum Arenosol — SH 3.35x 3.57 7.80 x 4.30 1.92 -
stagnale pescara
26 NS AFCC 108 Cylindrospermum Arenosol — SH 3.35x3.52 5.80 x 4.37 3.51 -
stagnale pescara
27 NS AFCC 8 Cylindrospermum sp. Cernozem — R. 2.89 x 3.80 6.32 x5.81 2.33 -
Sandevi
28 NS AFCC 107 Calotrix elenkinii Arenosol — SH 6.75 x 6.36 5.90 x 5.25 6.19 -
pescara
29 NS AFCC 67 Tolypothrix tenuis f. Solonjec — Kumane 5.00 x 6.54 3.39x4.65 7.76 -
terrestris
30 NS AFCC 25 Phormidium ambiguum Cernozem — R. 5.10 x 5.10 - - -

Sancevi
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6.4.4. Zastupljenost spora

Kod osam sojeva izolovanih cijanobakterija je utvrdeno prisustvo spora, tabela 21.
Spore su kod svih sojeva znatno ve¢ih dimenzija od vegetativnih ¢elija. Kod soja Nostoc 58
spore su dimenzija 5.10 x 3.82um, one su za 61.9% vecée od vegetativnih ¢elija. Nostoc 70 ima
spore dimenzija 6.75 X 6.66um, one su za 194% vete od vegetativnih cCelija. Anabaena
sphaerica f. conoidea 51 poseduje spore koje su za 318.4 % vece od vegetativnih Celija. Vrsta
Cylindrospermum stagnale se odlikuje sporama koje su znatno veée od vegetativnih ¢elija, kod
soja C.105a za 226.8%, kod soja C.105b za 442.6%, i kod soja C.108 za 379.1%. Calotrix
elenkinii 67, ima spore koje su svega za 5.23% vece od vegetativnih ¢elija. Tolypothrix tenuis f.

terrestris ima spore dimenzija 11.47 x 7.65um, one su za 72.95% veée od vegetativnih ¢elija.

Tabela 21. Veli¢ina spora ispitivanih sojeva cijanobakterija

Broj Soj Vrsta Cyanobacteria Spore Vegetativna
soja duz x §ir celija
(um) duz x Sir (um)
1 NS AFCC 58 Nostoc sp. 5.10 x 3.82 2.93 x 2.55
2 NS AFCC 70 Nostoc sp. 6.75 x 6.66 2.29 x 2.26
3 NS AFCC 51 Anabaena sphaerica f. 16.08 x 10.50 3.00 x 3.49
conoidea
4 NS AFCC 105a | Cylindrospermum stagnale | 19.40 x 8.90 4.10 x 4.93
5 NS AFCC 105b | Cylindrospermum stagnale | 25.66 x 11.4 3.35x 3.57
6 NS AFCC 108 Cylindrospermum stagnale | 22.40 x 9.56 3.35x3.52
7 NS AFCC 107 Calotrix elenkinii 7.15 x 6.65 6.75 x 6.36
8 NS AFCC 67 Tolypothrix tenuis f. 11.47 x 7.65 5.00 x 6.54
terrestris
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Slika 35. Mikrofotografija soj Nostoc 1: a) razmotani aserijalni stadijum (x1000), b) kratke niti
u fazi diferenciranja sa uocljivom heterocistom svetlo zelene boje (x600), ¢) DAPI bojenje, UV
svetlo, kratke niti, heterocista svetlo-plave boje (x600), (foto: Fojkar O.)
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Slika 36. Mikrofotografija soj Nostoc 21: a) razmotani aserijalni stadijum (x1000), b) kratke
niti u fazi diferenciranja sa uo¢ljivom heterocistom svetlo zelene boje (x600), ¢) DAPI bojenje,
UV svetlo, kratke niti, heterocista svetlo plave boje (x600), (foto: Fojkar O.)
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Slika 37. Mikrofotografija soj Nostoc 22: a) mladi aserijalni stadijum i kratke niti hormogonije
(x250), b) aserijalni stadijum u fazi razmotavanja niti u Zelatinoznom omotacu, vidljive dve
heterociste na omotacu (x1000), c) DAPI bojenje, UV svetlo, heterocista svetlo-plave boje,

DNA material u vegetativnim ¢elijama u centlanom delu belo-plave boje, obod veg. ¢elije
crvenkast (x1000), (foto: Fojkar O.)
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Slika 38. Mikrofotografija soj Nostoc 40: a) aserijalni stadijum sa terminalnim heterocistama,
bez sluzavog omotaca (x 1000) b) kratka nit — hormogonija ( x 1000) ¢) DAPI bojenje, UV
svetlo, kratka nit — hormogonija ( x 1000), (foto: Fojkar O.)
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Slika 39. Mikrofotografija soj Nostoc 42: a) aserijalni paketi sa terminalnim heterocistama, bez
sluzavog omotaca i kratke niti (x 1000) b) DAPI bojenje, UV svetlo (x1000), ¢) Nostoc sp., soj
58., kratke niti sa terminalnim heterocistama (x1000) d) DAPI bojenje, UV svetlo (x1000),
(foto: Fojkar O.)
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Slika 40. Mikrofotografija soj Nostoc 302: a) aserijalni paket, bez sluzavog omotaca (x 100) b)
kratke niti hormogonije (x1000), ¢) nit sa ostatkom sluznog omotaca (x1000) d) DAPI bojenje,
UV svetlo, nit sa heterocistom u zacetku(x1000), (foto: Fojkar O.)
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Slika 41. Mikrofotografija soj Nostoc 311: a) duge niti sa pojedinim ¢elijama koje gube
fotosintetske pigmente (x 600) b) DAPI bojenje, UV svetlo, plavicasto-belo svetlece ¢elije sa
smanjenom vitalno$¢u, crvene vitalne veg. ¢elije, heterocista ne osvetljena (X600), c) kratke
modro-zelene vitalne niti, i blede niti sa smanjenom vitalnoséu (x600) d) DAPI bojenje, UV
svetlo, (x600), (foto: Fojkar O.)
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Slika 42. Mikrofotografija soj Nostoc 312: a) aserijalni paketi sa terminalnim heterocistama
svetlo-zelene boje (x 600) b) duge niti u fazi deobe, formiranje dve terminalne heterociste pored
stare interkalarne hc. (x1000), c) DAPI bojenje, UV zraci, veg. ¢elije crvene sa svetlim poljem
u centru ¢elije, he. blago plavicaste boje (x1000), (foto: Fojkar O.)

149



Mr Oliver Fojkar Doktorska disertacija

Slika 43. Mikrofotografija soj Anabaena sperica f.conoidea 51, duge karakteristi¢no spiralno
uvijene niti (x 150), (foto: Fojkar O.)
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Slika 44. Mikrofotografija soj Anabaena sperica f. conoidea 51, uocljive spore znatno vecih
dimenzija od vegetativnih ¢elija, izmedu njih se nalazi heterocista (x 240), (foto: Fojkar O.)
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Slika 45. Mikrofotografija soj Anabaena 314, duge niti sa modro-zelenim vegetativnim

¢elijama izmedu kojih se uocavaju krupne heterociste svetlo-zelene boje (x 600),
(foto: Fojkar O.)

Slika 46. Mikrofotografija soj Anabaena 314, duge niti slikane pod UV zracima, vegetativne
¢elije fluoresciraju crvenom bojom, na mestu nalazenja heterocista je odsutno fluoresciranje

(x600),(foto: Fojkar O.)
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Slika 47. Mikrofotografija soj Cylindrospermum 105a: a) niti sa terminalnom heterocistom i
sporom u formiranju (x1000), b) DAPI bojenje, UV zraci ,vegetativne cCelije roza boje sa
centralnim belim poljima (DNK koncentrisana), hc. plavicaste boje (x1000), c)niti sa
terminalnom heterocistom i mladom sporom u formiranju, slobodne zrelije spore (x1000) d)
DAPI bojenje, UV zraci,(x1000), (foto: Fojkar O.)

152



Doktorska disertacija Mr Oliver Fojkar

Slika 48. Mikrofotografija soj Cylindrospermum 108: a) duge niti sa terminalnim
heterocistama i formiranim zrelim sporama (x400), b) DAPI bojenje, UV zraci,(x400),
(foto: Fojkar O.)

153



Mr Oliver Fojkar Doktorska disertacija

Slika 49. Mikrofotografija soj Cylindrospermum 108: a) zrele formirane spore sa terminalnim
heterocistama (x1000), b) DAPI bojenje, UV zraci, (x1000),(foto: Fojkar O.)
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Slika 50. Mikrofotografija soj Calotrix 107: a) nit sa dve terminalne heterociste (x600), b)
DAPI bojenje, UV zraci, vegetativne celijeroza boje sa centralnim belo-plavim poljima i hc.
plavicaste boje (x600), (foto: Fojkar O.)
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Slika 51. Mikrofotografija soj Phormidium 25: a) duge i krace niti vegetativnih ¢elija u
sluzavim sarama (x1000), b) DAPI bojenje, UV zraci (x1000), (foto: Fojkar O.)
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6.5. ULTRASTRUKTURA AZOTOFIKSIRAJUCIH CIJANOBAKTERIJA RODA
NOSTOC | ANABAENA

Za analizu ultrastrukture azotofiksirajucih cijanobakterija odabrano je osam sojeva i to
Sest iz roda Nostoc i dva iz roda Anabaena. Od sojeva iz roda Nostoc odabrana su tri
diazotrofna soja izolovana iz zemljista solonjec: Nostoc 302, Nostoc 311 i Nostoc 312, i tri
referentna simbiotska soja: Nostoc 9229 (CNCM) izolovan iz biljke Gunnera monoica, Nostoc
8001 (CCAP) takode izolovan iz biljke Gunnera monoica i Nostoc 7901 izlovan iz biljke
Gunnera dentata. Od sojeva iz roda Anabaena odabran je diazotrofni soja Anabaena 314
izolovan iz zemljista ¢ernozem, i komparativni soj Anabaena azollae A.C.1982 (DBS) izolovan

iz vodene paprati Azolla pinata.

6.5.1. Ultrastrukura vegetativnih celija

U shemi, konstruisanoj na bazi ultrastrukturne analize predstavnika razlicitih
taksonomskih grupa cijanobakterija (osim roda Prochloron, Prochlorococcus i Prochlorothrix,
kao i Acaryochloris marina, koji se razlikuju u sastavu i pigmentnoj organizaciji intra
citoplazmatsko-membranskih struktura), glavne strukturne komponente vegetativne Ccelije
cijanobakterija su prikazane na slici 52. Celije cijanobakterija pripadaju gram negativom
morfotipu: one su okruzene delijskim zidom koji sadrzi peptidoglikanski sloj i spoljne
membrane. Na povrsini ¢elije, ponekad kapsula, sadrzi parakristalne proteine ili glikoproteinski
S-sloj, pili (takode nazvane fimbrije) a mogu se nadi i bodlje. Tilakoidi su unutar
citoplazmatske membranske strukture odgovorne za snabdevanje energijom, oni ispunjavaju
ve¢inu citoplazme. Ove membranske strukture mogu formirati jedinstveni sistem nazvan
tilakoidna mreza (Nevo et al., 2009).

Celija cijanobakterija, prokariotskih organizama, se odlikuje specificnom gradom.
Njihov protoplast nije diferenciran na citolplazmu, jedro i plastide, ve¢ je izdeljen na dva
regiona: sredisnji nukleoplazmu (NP) (centroplazma ili prokarion) i spoljnji hromatoplazmu
(CP) (protocitoplazma). Celije ispitivanih Nostoc i Anabaena sojeva se takode odlikuju

ovakvom strukturom. U nukleoplazmi se nalazi hijaloplazma i DNA materijal u vidu fibrila,
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Stapic¢a i granula. DNK u nukleoplazmi nije udruzena sa histonima. Replikacija DNA materijala
se odvija u centroplazmi pri deobi ¢elije. Oko nukleoplazme nije obrazovana membrana i u njoj

se ne nalazi jedarce, kao kod eukariotske celije.

Slika 52. Generalna Sema vegetativne Celije cijanobakterija. a - glycogen (a —granule), B-
Lipidne granule (8 —granule), CG- cijanoficinkse granule, CM- citoplazmina membrana, Cs-
carboksizomi, CW- ¢elijski zid, GV- gasna vakuola, N- nukleoid, OM- spoljna membrana, Pg-
peptidoglikan, PBS- fikobilizomi, Phb- poli-b-hidroksibutirat granule, Pi- pili, PP- polifosfatne
granule, PS- periplazmin prostor, R- ribozomi, S- S-sloj, Sh- omota¢, Sp - bodlje, dlake, T-
tilakoidi, TM- tilakoidna membrana.

Hromatoplazma se nalazi na periferiji ¢elije i obavija nukleoplazmu. Naziv joj potice od
obojenosti raznim pigmentima koje sadrzi. Oko 30 fotosintetskih pigmenata sadrzi
hromatoplazma i to su hlorofil a, fikobilini i karotenoidi. Hromatoplazma stoga ima funkciju

hromatofora.

U protoplastu cijanobakterija nalazi se niz struktura razlicite grade i funkcije. U odnosu
na druge prokariotske mikroorganizme cijanobakterije u celijama sadrze znatno veci broj
razli¢itin inkluzija. Neke inkluzije se gotovo redovno nalaze kod svih cijanobakterija, to su
inkluzije redovnog pojavljivanja, dok su neke nalazene samo kod nekih grupa cijanobakterija
i nazivaju se inkluzije neredovnog pojavljivanja. Razli¢ite strukture i inkluzije su prisutne u
¢elijama, a njihov raspored i pojavljivanje zavisi od vrste i uslova rasta cijanobakterija. Gasne

vakuole su glavne komponente koje se javljaju kod vodenih cijanobakterija.

158



Mr Oliver Fojkar Doktorska disertacija

Inkluzije redovnog pojavljivanja su: tilakoidi (T), karboksizomi (Cs), glikogen
granule (a —granule), Lipidne granule (68 —granule), cijanoficinkse granule (CG) i polifosfatne
granule (PP ili PG).

Inkluzije neredovnog pojavljivanja su: gasne vakuole, Poli-b-hidroksibutirat granule
(Phb), polimorfna tela i vezikule (kristaloidne vezikule), membranom ograni¢ene Kkristalne

inkluzije i dr.

Ultrastrukturne karakteristike vegetativnih celija ispitivanih azotofiksiraju¢ih sojeva
cijanobakterija, odnosno brojnost i dimenzije pronadenih inkluzija i drugih ¢elijskih struktura
su prikazane u Tabelama 22 i 23. Mikrofotografije vegetativnih ¢elija snimljene transmisionim

elektronskim mikroskopom, TEM Carl Zeiss model EM 906, su prikazane na Slikama 53 - 67.

Karboksizomi (Cs) (viseugaona tela, poliedarska tela) su smesteni u centralnom delu
¢elije i ograniceni su jednoslojnom membranom (oko 2nm debljine). Pored tilakoida
predstavljaju najzastupljenije inkluzije kod cijanobakterija. Dimenzija su 90-500nm, a njihov
broj je kod Nostoc pruniforme ustanovljen do 40 u jednoj celiji, (Berner, 1993). Kod Anabaena
variabilis je ustanovljeno da karboksizomi zauzimaju i do 5.8% volumena ¢elije. Karboksizomi
su depoziti kljuénog enzima koji kataliziraju CO, fiksaciju, ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilaza /
oksigenaza (RuBisCO). Moguc¢a funkcija karboksizoma je i kao rezerva odredenih proteina.
Pokazano je da spore koje nemaju fotosintetsku funkciju imaju veliki broj karboksizoma,
(Berner, 1993).

Karboksizomi nisu zabelezeni samo kod cijanobakterija, nadeni su jos i kod bezbojnih

sumpornih bakterija, nitratnih i amonium oksidujucih bakterija, kao i purpurnih bakterija.

Karboksizome smo uocili u centroplazmi vegetativnih ¢elija kod svih ispitivanih sojeva
cijanobakterija. Zastupljenost karboksizoma je bila najmanja kod diazotrofnog soja Nostoc 302,
nijedna ili svega jedna inkluzija po preseku celije, Slika 53. Najveca brojnost karboksizoma je
bila kod simbiotskog soja A.azollae i Nostoc 8001 i kretala se do Sest inkluzija po preseku
¢elije, (Slika 64, 65, 67.). U proseku simbiotski sojevi cijanobakterija su imali vecu brojnost
karboksizoma po preseku ¢elije, od 3 do 6, u odnosu na diazotrofne sojeve kod kojih se brojnost

kretala od 1 do 5.

159



Doktorska disertacija Mr Oliver Fojkar

Sto se dimenzija karboksizoma ti¢e najmanji karboksizomi su uo&eni kod diazotrofnog
soja Nostoc 312, pre¢nika do 270nm, (Slika 58.). Najveci karboksizomi su uoceni kod
simbiotskog soja Nostoc 7901, pre¢nika do 453nm, (Slika 62 i 63.). Diazotrofni sojevi Nostoc
su u proseku imali karboksizome pre¢nika do 308nm, dok su simbiozni sojevi roda Nostoc
imali u proseku karboksizome prec¢nika do 420nm. Sojevi roda Anabaena su imali
karboksizome u proseku vece od karboksizoma diazotrofnih Nostoc sojeva, a manje od

simbiotskih Nostoc sojeva, iznosili su u pre¢niku 363nm kod A.azollae i 401nm kod A.314.

Cijanoficinske granule (CG) predstavljaju rezervoare polipeptidnih polimera
aspartatske kiseline i arginina, najée$¢e u odnosu 1:1. Oni dakle predstavljaju rezervu
organskog azota u Celiji. U celiji se najceS¢e nalaze u blizini plazma membrane odnosno
¢elijskog zida. Zbog svog Sarenog izgleda u preseku lako su prepoznatljive. Ove granule su
grubo sferi¢nog izgleda i dimenzija naj¢es¢e manjeg od 2um. Njihov broj i veli¢ina zavisi od
uslova sredine i intenziteta metabolizma. Po pravilu ih ima mnogo u trajnim sporama i starijim
vegetativnim Celijama. Najées¢e zauzimaju od 0.8 do 3% zapremine celije. Kod Anabaena
flos-aquae cijanoficinske granule su zauzimale 0.64%, dok je kod Oscillatoria prolifera

pronadena u zapremini 24.7% celije u uslovima rasta bez fosfora, (Berner, 1993).

Cijanoficinske granule smo uocili u vegetativnih ¢elija kod svih ispitivanih sojeva
azotofiksirajucih cijanobakterija. Ove granule su uglavnom bile rasporedene u blizini ¢elijskog

zida i mestima stvaranja pregrade tj. deobe celije.

Najmanja brojnost CG se kretala kod diazotrofskih sojeva Nostoc N.302 i N.311, svega
do jedne granule po preseku vegetativne cCelije, (Slika 53 i 56.). Najveca brojnost CG po
preseku celije je uocena kod simbioznog soja N.9229, do Sest granula, (Slika 63.). U proseku
su simbiotski sojevi Nostoc imali veéi broj CG (2-6) u odnosu na diazotrofne sojeve Nostoc (1-
4).

Kod sojeva Anabaena je broj CG bio veé¢i u odnosu na sojeve Nostoc i kretao se do 6
CG kod A.azollae (Slika 67.) pa do 11 CG kod soja A.314, (Slika 66.). Soj Anabaena 314 je

soj sa najve¢im brojem CG od svih ispitivanih sojeva.

Veli¢ina CG se kretala u prec¢niku od 243nm kod simbiotskog Nostoc N.8001 do
maksimalnih 1236nm u pre¢niku kod diazotrofne Anabaena A.314.
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Polifosfatne granule (PG) (volutinska zrnca, metahromatinska tela) su smestene u
nukleoplazmi i ¢esto se srecu u cijanobakterijskim ¢elijama. Njihove dimenzija su od 15nm do
Njihova funkcija je rezervisanje fosfora, za energetske svrhe. Uglavnom su malih dimenzija za
vreme log faze celije, madutim u daljim fazama rasta se ¢esce javljaju. Uoceno je da kada je soj
izlozen gladovanju fosforom za odredeno vreme dolazi do smanjenja dimenzija granula. U
uslovima stresa mogu okupirati veliki procenat zapremine ¢elije. Pokazano je da polifosfatne
granule mogu da sadrze sem fosfata i razne druge materije magnezijum, lipide, kalcijum,
kalijum, mangan, gvozde, bakar, (Berner, 1993). Neki autori smatraju (Jensen, 1985) da ove

granule imaju i detoksikatorsku ulogu kada su u pitanju teski metali.

Polifosfatne granule smo uogili uglavhom u nukleoplazmi kod svih ispitivanih sojeva
cijanobakterija. Brojnost PG se kod najveceg broja sojeva kretala do svega jedne (1) po preseku
(diazotrofi N.302, N.311, A.314, simbionti N.7901, N.8001), do maksimalno pet (5) PG kod
diazotrofa N.312, (Slika 581 59.) i simbionta A.azollae (Slika 67.).

Simbiotski sojevi Nostoc N.9229 i N.8001, imaju PG najvecih dimenzija, pre¢nika i do
7351 736nm, (Slika 64.). Soj Nostoc sa najmanjim PG je diazotrof N.311 pre¢nika do 210 nm.

U proseku simbiotski sojevi Nostoc imaju ve¢e PG u odnosu na diazotrofne sojeve Nostoc.

Kod roda Anabaena takode simbiotska A.azollae ima veée maksimalne vrednosti PG

(599nm) nego diazotrofni soj A.314 (420 nm). PG granule nisu uocene u heterocistama.

Masne inkluzije (LD) (B granule) su nadene u velikom broju kod svih cijanobakterija
(Fogg et al.,1973). Sfericnog su izgleda, tamne — elektron slabo propusne, i dijametra oko
30nm. Locirane su najsesce medu tilakoidima ili cesce u blizini ¢elijskog zida. Masne inkluzije
mogu zauzeti znacajan deo zapremine celije, kod Anabaena flos aquae je pokazano da zauzima
i do 1,5% zapremine, odnosno 14,87 inkuzija po preseku celije. Kod A. variabilis lipidne
inkluzije su zauzimale 1.77% volumena celije, odnosno bilo je 21.53 granule po preseku,
(Berner, 1993).

Masne inkluzije LD smo u velikom broju uocili u ¢elijama kod svih ispitanih sojeva
cijanobakterija. Granule LD su uglavnom bile smeStene uz celijski zid ili pored tilakoida. Kod

roda Nostoc je uoceno da su LD broj¢ano zastupljenije kod diazotrofnih sojeva, od 6-13 kod
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N.312 (Slika 58.), od 8-18 kod soja N.302 (Slika 53 i 54.), nego kod simbiotskih Nostoc
sojeva, od 5-9 N.9229 (Slika 62 i 63.) do 3-12 N.8001( Slika 64.). Sli¢na situacija je uocena i
kod sojeva Anabaena, diazotrof A.314 ima LD od 8-15 po preseku (Slika 66.) u odnosu na
simbiont A.azollae svega 2-7 LD po preseku (Slika 67.).

Najvece lipidne granule su uocene kod diazotrofa N.312 pre¢nika do 156nm (Slika 58.),
a najmanje su zabelezene kod simbionta N.7901 do 77nm ( Slika 60, 61, 62.). Sojevi Anabaena
su imali ujednacene LD granule pre¢nika od 110 -111 nm ( Slika 66 i 67.).

Ribozomi su kod cijanobakterija pretezno rasporedeni u nukleoplazmi, mada se mogu
naci rasprseni po citavoj celiji. Na elektronskim snimcima se uocavaju kao sitna zrnca,
dimenzija 10-15nm (Fogg et al., 1973). Ribozomi sadrze RNA i proteine i igraju veoma bitnu
ulogu u sintezi proteina. Cijanobakterije poseduju ribozome tipa 70s, koji ima podjedinice 50s i
30s. Ovakva grada ribozoma upucuje na bliskost sa ostalim bakterijama (Fogg et al., 1973). Sa
druge strane Vasconcelos i Bogorad (1971) su pokazali da se grada ribozomskog proteina

cijanobakterija razlikuje od proteina E. coli.

Na snimcima elektronskog mikroskopa uocili smo ribozome kod svih vegetativnih ¢elija
1 heterocista ispitivanih cijanobakterija. Njihova brojnost je veoma velika i nije bilo moguc¢nosti
da se prebroje. Medutim na snimcima velikog uvecanja od 46460 - 75000 puta mogli smo
izmeriti njihove dimenzije. Dimenzije ribozoma su se kretale od 9.52nm kod soja A.azollae, do
15.32nm kod soja N.7901, $to se dimenzijama uklapa u dosadasnja istrazivanja. Prose¢na
dimenzija ribozoma kod diazotrofnih sojeva Nostoc (13.056nm) priblizno odgovara
dimenzijama simbioznih sojeva (13.11nm). Diazotrofni soj anabene A.314 ima ribozome

dimenzije 13.33nm, a soj A. azollae dimenzije 9.52nm.

Tilakoidi su membranske strukture najéeS¢e grupisane u hromatoplazmi, tj. u
perifernim delovima celije. Tilakoidi pokazuju znacajnu raznolikost u rasporedu i gradi kod
razli¢itih vrsta. Cak i kod iste vrste raspored tilakoida ne mora da bude stalan. Nekada se zapaza
1 grananje tilakoida ili grupisanje u obliku mreze. Tilakoidi su mesta odvijanja fotosinteze.

Tilakoidne membrane su debljine oko 8nm.

Tilakoidi su formirani od uparenih membrana koje sadrze hlorofil A kao komponentu
fotosistema. Hlorofil A je glavni fotosintetski pigment kod cijanobakterija, osim pojedinih
marinskih cijanobakterija koje imaju hlorofil D kao glavni pigment (Miyashita et al., 1996). Na
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spoljnoj strani membrane fotosintetskog aparata nalaze se fikobilizomi, PBS.).
S obzirom da cijanobakterije nemaju mitohondrije ima misljenja da bi tilakoidi mogli obavljati

njihovu funkciju.

Kod svih ispitivanih sojeva cijanobakterija tilakoidi su veoma dobro zastupljeni u
vegetativnim ¢elijama, $to se na fotografijama vidi. Soj Nostoc 302 se odlikuje veoma
specificnim spiralnim rasporedom tilakoida sto se vidi na slikama. Na slici 58.a, kod soja
Nostoc 312, se vidi razilazenje tilakoida prilikom formiranja septuma, pri deobi c¢elije. U
heterocistama ispitivanih sojeva su takode uoceni tilakoidi. Poznato je da heterociste nemaju
fotosintetsku ulogu, ali i da se diferenciraju iz vegetativnih ¢elija. Tako da ovi tilakoidi u

heterocistama gube funkciju mesta odvijanja fotosinteze, ve¢ imaju strukturnu ulogu.

Na tilakoidima su smesteni fikobilizomi (PBS) , zrnasta telaSca u kojima su smesteni
fikobilini, dimenzija 35-50nm. Fikobilizomi sadrze fikobiliproteinske pigmente: fikocijanin,
fikoeritrin 1 alofikocijanin. Njihov oblik verovatno zavisi od sadrzaja fikocijanina i fikoeritrina.
Diskolik oblik imaju fikobilizomi kod kojih dominira fikocijanin, plavi pigment, a loptast oblik
imaju ako u njima dominira fikoeritrin, crveni pigment. Fikobilizomi prenose energiju do
hlorofila a, 1 imaju vaznu ulogu u fotosistemu II fotosinteze. Njihova bitna funkcija je 1 u
rezevisanju azotnih jedinjenja. Pigment C- fikocijanin aposrbuje svetlost izmedu 615-620nm, a

C-fikoeritrin, apsorbuje svetlost izmedu 557-565nm, (Berner, 1993).

Glikogen granule (o granule) predstavljaju rezervnu materiju sli¢nu glikogenu koja je
produkt fotosinteze. Javlja se u obliku stapi¢a ili su oblog oblika pre¢nika od 30nm do 65nm, a
najcesce su postavljeni izmedu tilakoida. Granule-o su rezervoar ugljenih hidrata i dobro se
boje u elektronskoj mikroskopiji bojama koje sadrze olovo. Masovnu akumulaciju ovih granula
uocili su Wildon i Mercer (1963) kod Nostoc muscorum. Pokazano je da neke cijanobakterije u
suvoj masi mogu da imaju 40 do 60% glikogena nakon azotnog gladovanja. Na elektronskim

snimcima ove granule nismo uocili.

Poli-b-hidroksibutirat (PHB) granule su sfericne i opsega u pre¢niku do 0,8um.
Uglavnom su oko 0,5um u preéniku. Ograniene su jednoslojnom membranom od 20A i
predstavljaju srednje-elektron propusnu svelo polje u tankom preseku. U ¢elijama u kojima se
nagomilava ovaj polimer moze da se nagomila u velikom broju. MoZe se nac¢i i do 10% suve

mase vrste Chlorogloea fritschii i 6% vrste Spirulina platensis. PHB granule predstavljaju
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prvenstveno skladiste ugljenika u celiji. (Bernar,T., 1993). Poli-b-hidroksibutirat granule nismo

uocili kod ispitivanih sojeva.

Gasne vakuole (GV) su ograni¢ene slojem debljine od 20A i mogu predstavljati
kompleks od vise vezikula. NajCeS¢e su precnika 65 do 75nm, a razliite su duzine. U
prirodnim uslovima su veoma ceste, ali kada se cijanobakterije gaje u kulturi one standardno
gube njihove gasne vakuole. Funkcija gasnih vakuola je da menja gustinu ¢elije i da reguliSe
optimalne uslove za fotosintezu u vodenoj sredini. Van Eykelenburg je zapazio da jako svetlo
indukuje njihovo formiranje kod Spirulina platensis (Bernar, 1993).. Medutim, nekoliko vrsta
cijanobakterija u kulturi je poznato da imaju gasne vakuole u svim uslovima rasta, kao na
primer Anabaena flos-aque, Pseudoanabaena i Nostoc sp. UTEX 389. Na elektronskim

snimcima gasne vakuole nismo uogili.

Kristalne inkluzije ograni¢ene membranom (MLCI) su dimenzija oko 0,1 do 0.6um
u precniku, sfericne su i ograniena jedinstvenom membranom. One sadrze kristale, ¢esto
iglicastog oblika, debljine oko 2nm i do 80nm duzine, ili su granularnog i dlakastog oblika.
Pokazano je da su kristali izgradeni od kalcita, apatita ili hidroksiapatita. Ove inkluzije su
opisane kod 19 izolata Nostoc, 7 Anabaena, 4 soja Calothrix i jednog Gleottichia, (Bernar,

1993). Broj ovih inkluzija varira i do pet u jednom preseku cijanobakterijske celije.

Kristalne inkluzije ograni¢ene membranom smo uocili kod dva simbiozna soja 1 to A.
azollae i N.9229. Kristalne inkluzije A.azollae su bile dimenzija 189nm i 270nm a bile su
ograni¢ene membranama pre¢nika 541 i 472nm, (Slika 67.a). Kod soja N. 9229 kristalna

inkluzija je bila dimenzije 315nm, a membrana pre¢nika 542nm (Slika 63.b).

Celijski zid (CW)

Cijanobakterije su prokarioti sa celijskim omotacem tipicnim za gram-negativne
bakterije. Celijski omota¢ sastoji se od &etiri razligita sloja: plazma membrane (PM),
peptidoglikanskog sloja (PG), spoljasnje membrane (OM) i u nekim sluc¢ajevima, na
povrsini se nalazi S-sloj. Tradicionalno se poslednja tri sloja nazivaju ¢elijskim zidom.
Funkcionalnost celijskog omotaca je definisana kooperativnim dejstvom njegovih lipida i
membranski-ugradenih proteina. Membrane cijanobakterijskih vrsta sadrze dve vrste lipida,

fosfoglikolipide i galaktolipide. Proteini plazma membrane pokazuju tipicanu a-helix
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membransku arhitekturu, dok proteini u spoljnjoj membrane imaju f-bacvast oblik. Proteini
obavljaju mnoge razlicite funkcije od propustanja rastvora do prenosa signala. Postoji dosta
slicnosti  izmedu karakteristika omotaca cijanobakterija i proteobakterija. Medutim, neka

svojstva su jedinstvena za cijanobakterije.

U zavisnosti od celijskog-tipa cijanobakterija mogu se na povrsini nalaziti specificne
strukture. Na primer heterociste filamentoznih cijanobakterija su okruzena specifi¢nim
glikolipidnim slojem (HGL) i specifi¢nim polisaharidnim slojem (HEP). U zidovima koncastih
algi se nalaze pore preko kojih pomoc¢u citoplazmatskih konaca komuniciraju protoplasti
susednih celija.

Debljina Celijskog zida CW ispitivanih sojeva cijanobakterija se kretala od 41.22nm kod
diazotrofnog soja N.302, do 54.17nm kod simbioznog soja N.8001. U proseku je Celijski zid
diazotrofnih sojeva Nostoc (42.58 nm) nesto tanji nego Celijski zid simbioznih Nostoc sojeva
(46.82 nm).

Kod diazotrofnog soja Anabena A.314 ¢elijski zid CW (53.43 nm) je znatno deblji nego
CW simbionta A.azollae (42.86nm).

Ultrastrukturna citoloSka istrazivanja sojeva azotofiksiraju¢ih cijanobakterija su
pokazala da nema vecih ultrastrukturnih razlika izmedu diazotrofnih i simbiotskih sojeva roda
Nostoc i Anabaena, kada se nalaze u Cistoj kulturi. Ipak neka zapaZzanja su vredna pomena.
Najvece, najduze, vegetativne celije od svih ispitivanih sojeva poseduju sojevi iz roda
Anabaena, a soj A.314 se odlikuje najve¢im vegetativnim celijama (4.001 x 3.79 pm).
Simbiozni sojevi Nostoc imaju neSto vece vegetativne Celije od diazotrofnih, koji imaju
najmanje vegetativne ¢elije. Svi sojevi imaju relativno ujednacene dimenzije Celijskog zida koje

se krecu od 41.22nm kod diazotrofnog soja N.302, do 54.17nm kod simbioznog soja N.8001.

Simbiozni sojevi Nostoc imaju nesto veci broj karboksizoma Cs u odnosu na diazotrofne
sojeve. Takode karboksizomi su vec¢ih dimenzija kod simbioznih sojeva Nostoc. Najveci
karbokksizomi su utvrdeni kod soja N.7901. Ipak soj sa najizrazenijim karboksizomima je
A.azollae. Cijanoficinske granule CG su takode broj¢ano zastupljenije kod simbioznih sojeva

Nostoc, nego kod diazotrofnih. Oba soja Anabena su ipak sojevi sa najvecim i najbrojnijim

165



Doktorska disertacija Mr Oliver Fojkar

karboksizomima, a to se posebno odnosi na soj A.314 ¢iji su karboksizomi do 1236nm u

pre¢niku.

Polifosfatne granule PG su bile slabije zastupljene u odnosu na cijanoficinske granule,
najveci broj se kretao do pet po preseku kod sojeva N.312 i A.azollae. Najvece PG su imali
simbiozni sojevi N.8001 i N.9229.

Diazotrofni sojevi Nostoc su bili i broj¢ano i po dimenzijama bogatiji sa lipidnim
telaScima LD, nego simbiozni sojevi. Takode je diazotrofni soj Anabena A.314 imao veci broj

lipidnih inkluzija od simbioznog A.azollae.

Kristalne inkluzije su pronadene u vegetativnim ¢elijama samo kod dva simbiozna soja i

to A.azollae i N.9229.

Johansson i Bergman  (1994) su ispitivali razlike na celijskom nivou kod
azotofiksiraju¢ih sojeva cijanobakterija, posebno infektivnih i neinfektivnih sojeva Nostoc.
Utvrdili su da nema vecih ultrastrukturnih razlika, posmatrano elektronskim mikroskopom,
izmedu infektivnih i neinfektivnih sojeva kada su u slobodnom obliku, ¢ista kultura, ili kada
su u zlezdi viSe biljke Gunnera. Ipak navode da dva ne infektivna soja Nostoc 8002 i Anabaena
azzollae sadrze brojne cianoficinske granule, karboksizome i polifosftne granule dok su u
zlezdi. Takode navode da su cianoficinske granule neobi¢no velike kod Nostoc 8002. Zapazili
su i da infektivni sojevi Nostoc 8001, koga smo i mi ispitivali, i Nostoc 893 sadrze brojne
inkluzije dok su u zlezdi, a pronasli su i neke degenerisane celije cijanobakterije. Medutim,
¢elijske deobe su bili dosta uobic¢ajene kod oba soja. Intracelularne vegetativne celije svih
sojeva sadrzale su cianoficinske granule i brojne karboksizome, dok su polifosfatne granule bile

pronadene uglavnom kod soja Nostoc 893 i Nostoc 7801, kao veoma velike i upadljive.

166



Mr Oliver Fojkar Doktorska disertacija

Tabela 22. Ultrastrukturne karakteristike vegetativnih Celija azotofiksirajuéih sojeva cijanobakterija

1| Nostoe302 | otrof solonjec 260x2.39 | 41.22 0-1 310 0-1 280
g | Nostoe 3Ll i otrof solonjec 254x192 | 4259 0-4 345 0-1 577
3| Nostoe3L2 | i otrof solonjec 3.08x259 | 43.93 0-5 270 0-4 344
4.| Nostoc7901 | simbiont Gunnera 260x2.80 | 4359 0-3 453 0-4 433
dentata
5.  Nostoc 9229 | simbiont Gunnera 322x209 | 427 0-4 434 0-6 746
monolica
6.| Nostoc8001 | simbiont Gunnera 280Xx3.26 | 54.17 0-6 373 0-2 243
monolica
. } 0-11
7. Anabaena 314 diazotrof ¢ernozem 4.001 x 3.79 53.43 0-2 401 (23.7,7.7.11) 1236
Anabaena L . 0-6
8. azollae simbiont Azolla pinata 3.90x2.21 42.86 (2,2.4,4.6) 363 0-6 767

VC- vegetativna ¢elija, CW- ¢elijski zid, Cs- karboksizomi, CG- cijanoficinske granule
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Tabela 23. Ultrastrukturne karakteristike vegetativnih Celija azotofiksirajucih sojeva cijanobakterija

1. Nostoc 302 diazotrof solonjec 0-1 118-278 8-18 67-100 12 -

2. Nostoc 311 diazotrof solonjec 0-1 84-210 7-13 119-154 12.42 -

3. Nostoc 312 diazotrof solonjec 0-5 80-375 6-13 84-192 14.75 -

4 Nostoc 7901 | simbiont Gunnera 0-1 166-351 6-11 53-77 15.32 -
dentata

5. Nostoc 9229 | simbiont |  cSunnera 0-2 334-735 5-9 75-156 10.13 kristal 315
monoica membrana 542

6. Nostoc 8001 | simbiont Gunnera 0-1 736 3-12 54-105 13.88 -
monoica

7. Anabaena 314 diazotrof dernozem 0-1 420 8-15 90-110 13.33 -

Anabaena Azolla kristal 188, 270
8. simbiont . 0-5 59-599 2-7 990-111 9.52 membrana 541,
azollae pinata 472

PG- polifosfatne granule, LD- lipidna telasca, R- ribozomi, CI- kristalne inkluzije
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Slika 53. Mikrofotografija -ultrastruktura soja Nostoc 302: a) deo niti sa vegetativnim ¢elijama
(x 10000, RR), b) vegetativna celija (x 21560, RR), CW- ¢Celijski zid, TH- tilakoidi, ITS- inter
tilakoidni prostor, Cs- karboksizomi, R-ribozomi, CG- cianoficinska granula, LD- lipidna
telasca (foto: Fojkar O.).
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Slika 54. Mikrofotografija - ultrastruktura soja Nostoc 302: a) vegetativna ¢elija (x 21560,
RR), b) detalj tilakoid (x 60000, RR), SHF- pokriva¢ od fimbrija, CW- Celijski zid, TH-
tilakoidi, ITS- intertilakoidni prostor, LD- lipidna telasca, R- ribozomi (foto: Fojkar O.).
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Slika 55. Mikrofotografija -ultrastruktura soja Nostoc 302: a) vegetativna ¢elija (x 35970, RR),
b) deo veg. Celije (X 46460, RR), ¢) detalj PG- polifosfatna granula (x 46460), CW- ¢elijski zid,
TH- tilakoidi, LD- lipidna telasca, R- ribozomi, ITS- inter tilakoidni proctor (foto: Fojkar O.).
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Slika 56. Mikrofotografija - ultrastruktura Nostoc sp., soj 311, a) deo niti sa vegetativnim
¢elijama (x 7750, RR) b) vegetativna ¢elija, uzduzni presek (x21560, RR), c) vegetativna
¢elija, poprecni presek (x21560, RR), NP- nukleoplazma, CP- hromatolazma, TH- tilakoidi,
ITH- inter tilakoidni prostor, LD- lipidna telasca, R- ribozomi, Cs- karboksizomi, Pg-
polifosfatne granule (foto: Fojkar O.).
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Slika 57. Mikrofotografija - ultrastruktura Nostoc 311, a) interkalarna vegetativna ¢elija (x

27000, RR) b) detalj vegetativne ¢elije sa Cs- karboksizomom, Pg i LD (x46460, RR), NP-

nukleoplazma, CP- hromatolazma, TH- tilakoidi, ITS- inter tilakoidni prostor, LD- lipidna
telasca, R- ribozomi, Cs- karboksizomi, Pg- polifosfatna granula (foto: Fojkar O.).
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Slika 58. Mikrofotografija -ultrastruktura soja Nostoc 312: a) vegetativna ¢elija u deobi (x
16700, RR), b) vegetativna ¢elija ( x 21560, RR), NP- nukleoplazma, CP- hromatoplazma, CG-
cianoficinske granule, PG- polifosfatne granule, Cs- karboksizomi, LD- lipidna telasca, R-
ribozomi, GV- gasne vacuole, S- zacetak formiranja pregradnog zida, CW- ¢elijski zid, PL-
plazmalema, TH- tilakoidi, PBS- fikobilizomi (foto: Fojkar O.).
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Slika 59. Mikrofotografija - ultrastruktura soja Nostoc 312: a) vegetativna ¢elija (x 27800, Os),
b) detalj PG- polifosfatne granule (x 46460, Os) c) PG- polifosfatne granule (x 46460, Os)
d)PG- polifosfatna granula u ranoj fazi (x 35970, Os) (foto: Fojkar O.).

175



Doktorska disertacija Mr Oliver Fojkar

Slika 60. Mikrofotografija - ultrastruktura soja Nostoc 7901: a) deo niti sa vegetativnim
¢elijama (x 6000, RR) b) podeljena vegetativna ¢elija (x 21560, RR ), ¢) septum koji je podelio
veg. ¢eliju ( X 46460), NP- nukleoplazma, CP- hromatoplazma, Cs- karboksizomi, LD- lipidna
telasca, TH- tilakoidi, R- ribozomi, CW- ¢elijski zid, CS- kompletni pregradni zid, sastavljen

od CM- citoplazma membrane i pg- peptidoglikanskog sloja (foto: Fojkar O.).

176



Mr Oliver Fojkar Doktorska disertacija

Slika 61. Mikrofotografija - ultrastruktura soja Nostoc 7901: a) vegetativna ¢elija ( x 21560,
RR), b) vegetativna ¢elija detalj sa tri lipidna telasca (x 77500, RR), NP- nukleoplazma, CP-
hromatoplazna , CW- ¢elijski zid, PL- plazmalema, TH- tilakoidi, VT- vezikule tilakoida, PG-
polifosfatna granula, CG-cijanoficinske granule, Cs- karboksizomi, LD- lipidna telasca, R-
ribozomi (foto: Fojkar O.).
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Slika 62. Mikrofotografija - ultrastruktura soja Nostoc 9229, a) vegetativna celija (x 16700,0s),
b) detalj PG- polifosfatna granula i CI- kristalna inkluzija (x 46460, RR), NP- nukleoplazma,
CP- hromatoplazna , CW- ¢elijskizid, PL- plazmalema, TH- tilakoidi, LD- lipidna telasca, PG-
polifosfatna granula, CI- kristalna inkluzija ogranicena membranom, Cs- karboksizomi, R-
ribozomi (foto: Fojkar O.).
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Slika 63. Mikrofotografija - ultrastruktura soja Nostoc 9229, a) vegetativna ¢elija sa CG
cijanoficinskim granulama ( x 21560, RR), b) vegetativna ¢elija detalj (x 46460, Os), CI-
kristalna inkluzija ograni¢ena membranom, LD- lipidna telasca, Cs- karboksizomi NP-
nukleoplazma, CP- hromatoplazma , TH- tilakoidi, R- ribozomi (foto: Fojkar O.).
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Slika 64. Mikrofotografija - ultrastruktura soja Nostoc 8001: a) deo niti sa vegetativnim
¢elijama (x 6000, RR) b) vegetativna ¢elija sa PG polifosfatnom granulom ( x 21560, RR), c)
detalj PG- polifosfatna granula i dva Cs- karboksizoma (x 60000, RR), LD- lipidna telasca, TH-
tilakoidi, NP- nukleoplazma, CP- hromatoplazna , CW- ¢elijski zid (foto: Fojkar O.).
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Slika 65. Mikrofotografija - ultrastruktura soja Nostoc 8001: interkalarna vegetativna ¢elija (x
27800, Os), Cs- karboksizomi, R- ribozomi, CG-cijanoficinske granule, NP- nukleoplazma,
CP- hromatoplazma (foto: Fojkar O.).
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Slika 66. Mikrofotografija -ultrastruktura soja Anabaena 314, a) nit sa vegetativnim ¢elijama (
x 7750 ,RR), b) vegetativna ¢elija ( x 12930,RR), ¢) stvaranje septuma izmedu dve vegetativne
¢elije ( x 35970,RR), NP- nukleoplazma, CP- hromatoplazma, CG- cijanoficinske granule, Cs-
karboksizomi, LD- lipidna telasca, PG- polifosfatne granule, R- ribozomi, TH- tilakoidi (foto:
Fojkar O.).
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Slika 67. Mikrofotografija - ultrastruktura soja Anabaena azollae, a) nit sa vegetativnim
¢elijama ( x 6000,RR), b) uzduzni presek vegetativne ¢elije ( x 16700,RR), ¢) vegetativna
¢elija poprecni presek (x 7750, Os), NP- nukleoplazma, CP- hromoplazma, CW- ¢elijski zid,
Cs- karboksizomi, PG- polifosfatne granule, CG- cijanoficinske granule, R- ribozomi, Cl—
kristalne inkluzije, LD- lipidna telasca (foto: Fojkar O.).
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6.5.2. Ultrastruktura hetreocista (HC)

Heterocistne cijanobakterije mogu se smatrati pravim visecelijskim organizmima u
kojima dva tipa celija vrse podelu metabolickog rada: vegetativne celije fiksiraju CO,, a

heterociste vrse fiksiraju N.

Celije filamenta su povezane i zavise jedne od drugih i sposobne su da saraduju
razmenom signalnih molekula i metabolita. Uspostavljanje rasta pri nedostatku azota ukljucuje
tri glavna aspekta: (1) morfolosku i funkcionalnu diferencijaciju vegetativnih celija koje ¢e biti
u stanju da ispune drugi metabolicki zadatak; (2) razvoj i odrzavanje jedno-dimenzionalnog

obrazca distribucije ¢elija; i (3) komunikacija izmedu ¢elija multicelularnog organizma.

Heterocista je dizajnirana da zastiti nitrogenazu od atmosferskog O, kao i od O,
produkovanog u fotosintezi aktivnih vegetativnih celija. (Slika 68. A,B,C; Herrero, 2014). U
heterocistama je obezbedeno mikro-anoksi¢no okruzenje pogodno za aktivnost nitrogenaze.
Ubrzano disanje, prestanak fotosintetske proizvodnje kiseonika i stvaranje specificnog ¢elijskog
omotaca koji sprecava prodiranje O, su glavna sredstva kojim heterociste stvaraju interne

mikro-anoksi¢ne uslove.

Vise autora se bavilo problematikom ultrastrukture i diferencijacije heterocista, sto je od
velikog znacaja s obzirom da su to ¢elije odgovorne za azotofiksaciju. Roussard i Jacquemin
(1983) su ispitivali diferencijaciju heterocista kod vrste Anabaena cylindica. Diferencijacija
heterocista je bila izazvana nakon prebacivanja soja na medijum bez azota, doslo je do stvaranja
specificnih membranskih struktura koje stvaraju anaerobnu sredinu neophodnu za dejstvo
nitrogenaze. Tilakoidne strukture su se znacajno izmenile, spljostile i stanjile, a neke od njih su
se uklopile u vezikularne strukture ili plazmalemu. U toku diferencijacije heterocisti
polifosfatna tela, cijanoficinske granule, DNA niti i karboksizomi nestaju. Na Kkraju

diferencijacije heterocisti uoc¢avaju se ribozomi, par poliglukozida i brojna lipidna telasca.
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Slika 68. Electronska mikrografije i §ema vlakana pri spoju HC I VC, Anabaena sp. PCC 7120,
A) rast u prisustvu nitrata, B ) rast bez izvora azota, mera: 0.6 um., C) Sema detalji
ultrastrukturne veze izmedu vegetativni ¢elija i heterociste, HEP: heterocistni omota¢
polisaharidni; HGL : heterocistni glikolipidni sloj; CM : citoplazmatska membrana ; OM
spoljna membrane ; PG : peptidoglikanski sloj (Herrero et al., 2014).

Kod specifi¢nih celija, heterocista (HC), nalazi se znatno slozeniji i deblji ¢elijski zid u
odnosu na vegetativne celije. Pored ve¢ opisanih slojeva plazma membrane (PM),
peptidoglikanskog sloja (PG), spoljasnje membrane (OM), heterociste filamentoznih
cijanobakterija su okruzene specificnim glikolipidnim slojem (HGL) i specifi¢nim
polisaharidnim slojem (HEP). Posto se u heterocistama odvija proces bioloske azotofiksacije,
ovakav viseslojan celijski zid ima funkciju da zastiti enzimsku nitrogenaznu aktivnost od

spoljasnjih uticaja (Lang i Fay, 1971).

Heterocista produkte azotofiksacije preko polarnog telasca, pore i mikroplazmodezmi,
koje prolaze kroz septum, dostavljaju vegetativnoj celiji sa kojom je povezana. Na povrsini
¢elijskog zida nalazi se sluzni omotac. Sluzni omotaci mogu da budu jednostavni ili slojeviti.

Sluz stiti ¢eliju od isusivanja, a mogu imati i funkciju u procesu puzajuceg kretanja.

Na snimcima elektronskog mikroskopa uocili smo heterociste kod Sest od osam

ispitivanih sojeva. Heterociste nisu uo¢ene samo kod simbioznog soja N.8001 i diazotrofnog
soja A.314.

Sve uocene heterociste su bile znatno ve¢ih dimenzija u odnosu na vegetativne Celije
istog soja. Najmanje terminalne heterociste su uocene kod diazotrofnog soja N.302 (2.70 x

2.49um), (Slika 69.) i N.311 (3.52 x 2.75 pum), (Slika 70.). Znatno vece terminalne HC
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poseduju sojevi N.312 (5.44 x 3.45 um), ( Slika 71.) i simbiozni soj N.7901 (4.84 x 4.45 pm),
(Slika 72.). Simbiozni soj A.azollae takode odlikuju krupne HC (5.05 x 4.14 um).

Interkalarne HC su uocene kod diazotrofnih sojeva N.302 (4.85 x 3.05 um) i N.311

(5.47 x 3.98 um), (Slika 70.) i one su znatno vecih dimenzija od terminalnih HC.

Heterocistni glikolipidni sloj (HGL) koji obavija ¢elijski zid HC je uo¢en i izmeren
kod svih heterocisti. Pokazalo se da se debljina HGL sloja kod sojeva Nostoc kretala izmedu
112nm kod diazotrofnog soja N.302 do 132nm kod soja N.312. Debljina HGL sloja je bila

znatno veca kod simbioznog soja A.azollae i iznosila je 263nm.

Treba ista¢i da je debljina HGL sloja bila znatno ve¢a na mestu spoja HC sa
vegetativnom ¢elijom kod svih sojeva gde je to bilo moguce izmeriti. Debljina HGL sloja kod
spoja sa VC je bila vec¢a kod diazotrofnih sojeva Nostoc (N.302- 214nm, N.311- 264nm, N.312-
205nm) nego kod simbioznih sojeva Nostoc (N.9229- 135nm, N.7901- 190nm).

Heterocistni polisaharidni sloj (HEP) je takode uocen kod Sest sojeva i nalazio se na
spoljnoj strani heterocisti. Debljina HEP sloja je kod Nostoc sojeva varirala od 116 nm kod
diazotrofnog soja N.311 (Slika 70.), do 311nm kod simbioznog soja N.7901 (Slika 72.).
Debljina ovog sloja je bila ve¢a od HGL sloja. Kod soja A. azollae HEP sloj je varirao od 190
do 777nm .

HEP sloj je na mestu spoja HC sa VC bio znatno deblji nego na ostalim delovima éelije

i kretao se od 297nm kod diazotrofnog soja N.311 do 708nm kod simbioznog soja N.7901.

Znacajno je zapazanje terminalne heterociste kod soja A.azollae snimljene elektronskim
mikroskopom tehnikom negativnog bojenja (NS PTA) koja je bila obavijena sluznim omota¢em

dimenzija 8991 nm.

Kod svih heterocista je zapaZeno prisustvo lipidnih telaSaca LD. Broj lipidnih telasaca je
bio najmanji po preseku i kretao se od 0-5 kod soja N.7901, pa do 11-17 po preseku HC kod
soja N.302. U proseku LD su bila zastupljenija kod diazotrofnih sojeva Nostoc nego kod
simbioznih. Kod Anabena soja A.azollae je zabelezen najveci broj lipidnih telaSaca u

heterocistama, kretao se od 11-23.
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Najmanja lipidna telaSca su zabeleZzena kod soja N.9229 i u precniku su iznosila do
67nm, (Slika 73 i 74.). Najvece lipidno telasce je zabelezeno kod soja N.7901 , 242nm ( Slika
72.).

Kod soja anabaena A.azollae lipidna telasca su bila dimenzija od 64 do 112nm.
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Tabela 24. Ultrastrukturne karakteristike heterocista azotofiksirajucih sojeva cijanobakterija

v. tHC iHC HEP
Br. Soj 233: Poreklo du’ x §ir du’ x §ir ':'rznp kod v¢é '(1% "Lf '(-m‘;")d br};)?es r';g TN
(1m) (1m) (nm) :
Nostoc 302 | diazotrof | solonjec 2.70x249 | 4.85x3.05 163 352 112 214 11-17 109 -
Nostoc 311 | diazotrof | solonjec | S22X27 | 5475308 | 116 | 297 | 119 264 7 86-129 i
3.34x2.70
g, | Nostoc312 | iootrof | solonjec | 244X 345 i 155 | 364 | 132 205 67 | 89-185 i
3.29x2.88
Nostoc Lo Gunnera
4, 7901 simbiont dentata 4.84 x 4.45 - 311 708 112 190 0-5 242 -
Nostoc Lo Gunnera
5. 9229 simbiont monoica 4,22 x2.48 - 229 485 127 135 7-9 67 -
Nostoc Lo Gunnera
6. 8001 simbiont monoica ) i ) ) ) i i ) i
Anabaena . N
7. 314 diazotrof | &ernozem - - - - - - - - -
Hc sa
5.05x4.14 .
Anabaena Lo Azolla 190 - sluznim
8. azollae simbiont pinata 447 x 4.47 - 777 - 263 - 11-23 64-112 omotacem
8991nm

tHC - terminalna heterocista, iHC - interkalarna heterocista, HEP - heterocistni polisaharidni sloj, HGL - heterocistni glikolipidni sloj,
LD- lipidno telasce
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Slika 69. Mikrofotografija - ultrastruktura heterociste soj Nostoc 302: a) heterocista (x 16700,
RR), b) heterocista (x16700, RR), HEP- polisaharidni omota¢; HGL - glikolipidni sloj, PN-
polarno telasce, P- pora, PL- plazmalema, TH- tilakoidi, ITS- inter tilakoidni prostor, R-
ribozomi, LD- lipidna telasca (foto: Fojkar O.).
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Slika 70. Mikrofotografija -ultrastruktura heterociste Nostoc 311., a) interkalarna HC i
vegetativna Celija (x 7750, RR) b) interkalarna HC , uzduzni presek (x 12930, RR), c)
terminalna HC spojena sa vegetativnom celijom, (x 16700, RR), d) slobodna neaktivna
terminalna HC ( x 21560,RR), HEP- polisaharidni omotac; HGL - glikolipidni sloj, PN- polarno
telasce, P- pora, LD- lipidna telasca, TH- tilakoidi (foto: Fojkar O.).
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Slika 71. Mikrofotografija - ultrastruktura terminalne heterociste soj Nostoc 312: a) vitalna HC
(x 12930, RR), b) vitalna HC (x 16700, RR), ¢) HC smanjene vitalnosti (x 12 930, RR) d)
neaktivna HC ( x 21560, Os), HEP- polisaharidni omotac; HGL - glikolipidni sloj, PN- polarno
telaSce, P- pora, PG- polifosfatne granule, NP- nukleoplazma, CP- hromatoplazma, R-
ribozomi, LD- lipidna telasca, TH- tilakoidi (foto: Fojkar O.).

191



Doktorska disertacija Mr Oliver Fojkar

Slika 72. Mikrofotogrgfija - ultrastruktura soja Nostoc 7901: a) spoj terminalne heterociste HC i
vegetativne ¢elije VC (x10000, Os), HEP- polisaharidni omota¢; HGL- glikolipidni sloj, CW-
¢elijski zid, LD- lipidna telasca, R- ribozomi (foto: Fojkar O.).
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Slika 73. Mikrofotografija - ultrastruktura heterocista soja Nostoc 9229: a) nit sa terminalnom
heterocistom i veg. ¢elijama, PG- polifosfatna granula, Cs- karboksizomi, LD- lipidna telasca,
R- ribozomi (x 7750, Os), b) terminalna heterocista, TH- tilakoidi, (x 21560, Os), c) detalj
spoj heterociste i vegetativne celije (x 46460, Os), HEP- polisaharidni omota¢; HGL -
glikolipidni sloj, PN- polarno telasce, P- pora, S- septum, CW- ¢elijski zid (foto: Fojkar O.).
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Slika 74. Mikrofotografija - ultrastruktura heterocista soja Nostoc 9229: a) spoj vegetativne
¢elije i terminalne HC i odumrla terminalna HC (x 6000, RR ), b) detalj spoj terminalne HC i
vegetativne celije (x 21560, RR), HEP- polisaharidni omota¢; HGL - glikolipidni sloj, PN-
polarno telasce, P- pora, LD- lipidna telasca (foto: Fojkar O.).
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6.5.3. Ultrastruktura povrS$inskih struktura: fimbrije - pili

Sem sluznog omotac¢a na povrsini cijanobakterijske c¢elije mogu se uociti koncaste
strukture mikrofibrili, fimbrije ili pili (F) (Fogg i Stewart, 1973). Fimbrije (Pili), odnosnho
bakterijski proteinski dodaci, su vazni za bakterijsku kolonizaciju raznih biljnih i zivotinjskih
organizama (lwanaga i Hokama, 1992). Korelacija izmedu prisustva pili i naseljavanja
Pseudomonasa na korene biljaka i lis¢a je takode bilo dokazano (Korhonen et al. 1983;. Vesper
i Bauer, 1986; Vesper, 1987; Romantschuk et al.,1993). Osim toga, fimbrije mogu biti
odgovorne i za pokretljivost bakterija i cijanobakterija ( Herdman i Rippka, 1988; Damerval et
al., 1991).

Fimbrije su specifi¢ne i za simbiotske cijanobakterije i pronadene su kod nekoliko
izolovanih sojeva Nostoc iz cikada (Lindblad i Bergman, 1990). Vazna karakteristika u ranim
fazama infekcije, bilo simbiotske ili patogene bakterije je prijanjanje na svog domacina.
Inicijalno prijanjanje je izgleda uglavnom nespecifiéno (Romantschuk, 1992), ali je cesto
prac¢eno od vise specifi¢nih vezivanja. Adhezija moze biti posredovana celuloznim fibrilima,
lipopolisaharidima, B - 2-glukanom ili fimbrijama (Halverson i Stacey, 1986; Romantschuk,
1992).

| jednocelijske i filamentozne cijanobacterije pokazuju razlicite vrste pokretljivosti,
imaju sposobnost da se kre¢u na povrsinama i da plivaju u tecnostima. Pokretljivoséu
cijanobakterije mogu da regulisu vazne odgovore na signale zivotne sredine kao sto su svetlo ili
hemijski sastav podloge. U nekim slucajevima, pokretljivost je omogucena postojanjem pila,
fimbrija, tipa IV PILA (TFP). Klize¢a pokretljivost je aktivna translokacija bakterijske ¢celije
na cvrstoj podlozi duz njene uzduzne osa. Pojava klizanja je zapazena kod nekoliko
filogenetski razlicitih grupa bakterija, ukljucuju¢i Chloroflexaceae, miksobakterije, ¢lanove
Bacteroidetes, i filamentoznih  cijanobakterija. Mehanizam Kklizanja nije jos potpuno
razjasnjen jer ni struktura ni organele nisu jos lako vidljive. Verovatno da postoji vise
mehanizama Koji su odgovorni za ovaj tip kretanja (Jarrell i McBride, 2008. ; Mauriello et al.,
2010).
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Zastupljenost fimbija (pila) kod ispitivnanih sojeva cijanobakterija

Zastupljenost fimbrija (pila) smo pratili kod ispitivanih sojeva cijanobakterija koristeci
dve tehnike bojenja na transmisionom elektronskom mikroskopu. Koristili smo klasi¢no bojenje
sa RR sa ultratankim presecima na mikrotomu i negativno bojenje NS PTA takode na TEMu.
Bojenje sa RR smo koristili pre svega zbog ispitivanja unutrasnje strukture Celija i prisustva
razli¢ith inkluzija 1 nismo se nadali da ¢emo uz pomoc¢ ove tehnike zabeleziti fimbrije 1 slicne
strukture na povrsini ¢elije. Tehnika negativnog bojenja sa NS PTA je uobicajena tehnika za
ispitivanje prisustva fimbrija (pila). Zastupljenost fibrija kod istrazivanih sojeva

azotofiksirajucih cijanobakterija su predstavljeni na mikrofotografijama, slikama 77 - 88.

Koriste¢i tehniku bojenja celija sa RR i ultratankih preseka uocili smo fimbrije na
pojedinim vegetativnim ¢elijama kod pet (5) od osam ispitivanih sojeva cijanobakterija.
Zastupljenost fimbrija je uo¢ena kod dva diazotrofna soja Nostoc: N.302 i N.311, i kod jednog
simbioznog N.9229 (CNCM). Kod oba soja Anabena je uoceno prisustvo fimbrija i kod
diazotrofa A.314 i kod simbionta A. azollae, tabela 25.

Kod diazotrofnog soja Nostoc N.302 na povrSini vegetativne Celije je uocen gust sloj,
prekriva¢, fimbrija, uvecanje od 46460 puta. Pojedinac¢ne fimbrije su bile duzine od 129-
221nm, a §irine od 6.45 - 7.37nm. Cini se da je na jednom delu éelijskog zida doslo do
odvajanja ovog sloja fimbrija. Sli¢no je zapazanje i kod drugih sojeva, pa je moguée da je ova
tehnika gruba i da usled pripreme uzoraka dolazi do odvajanja sloja fimbrija, ljuS¢enja sa Celija

zbog Cega se one tesko zapazaju, Slika 77.a.

Kod diazotrofnog soja Nostoc N.311 uocili smo pojedina¢ne fimbrije, grupu od desetak
fimbrija, izmedu vrhova dve vegetativne ¢elije pri uvecanju od 46460 puta. Ove fimbrije su bile

duzine od oko 315 - 341nm. Sirina fimbrija je iznosila 6.95 - 8.34nm, Slika 79.b.

Simbiozni soj Nostoc N.9229 (CNCM) je na vrhu vegetativne ¢éelije imao grupu od vise
desetina fimbrija. Cini se da je to vr§na vegetativna Celija kratke niti, verovatno hormogonije.
Duzina ovih fimbrija je iznosila 201 - 226nm. Debljina fimbrija je varirala od 5.74 - 11.14nm,
Slika 81.
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Kod diazotrofnog soja Anabena A.314 smo uocili gust sloj fimbrija oko vegetativne
¢elije, slicno kao kod soja N.302. Duzina ovih fimbrija je iznosila od 147 - 226nm, a debljina
izmedu 4.62 - 6.4nm. Ova zapazanja smo zabelezili na uvecanjima od 46460, 60000 i 77500
puta. Znacajno je zapazanje i loptastih struktura ispod sloja fimbrija koje kao da su se takode

"otkacile" od povrsine Celijskog zida, Slika 84.

Na vrhovima, ali i na bo¢noj strani pojedinih vegetativnih ¢elija kod simbioznog soja
Anabaena azollae uoc¢ili smo mno$tvo fimbrija. Ove fimbrije su bile duge 301 - 445nm, a
Siroke 5-6nm, Slika 86.

Iz navedenih podataka moze se uvideti da najduze fimbrije poseduje soj A.azollae i do
445nm, a da najkraée fimbrije poseduje diazotrofni soj N.302 od 129 -221nm. Svi sojevi imaju
dosta ujednacenu debljinu fimbrija i kre¢e se izmedu 4.62 - 11.14nm. Najtanje fimbrije su
zabelezene kod diazotrofnog soja A.314 (4.62-6.4nm), a najdeblje kod simbioznog soja N.9229
(CNCM) i do 11.14nm.

Koriste¢i transmisioni elektronski mikroskop i tehniku negativnog bojenja NS PTA
ustanovili smo da Sest (6) od osam ispitivanih sojeva azotofiksirajuc¢ih cijanobakterija poseduje
ekstracelularne fimbrije, pili. Fimbrije smo ovom metodom detektovali kod diazotrofnih sojeva
Nostoc: N.302 i N.311. Kod simbioznih sojeva Nostoc N.7901 (CCAP) i N.9229 (CNCM) smo
takode detektovali fimbrije. Kod diazotrofnog soja Nostoc N.312 i simbioznog N.8001 (CCAP)
nisu detektovane fimbrije, odnosno pili. Kod oba soja Anabena, diazotrofnog soja A.314 i

simbioznog A.azollae, su detektovane fimbrije, videti tabelu 26.

Tipicne fimbrije, pili, cevaste strukture su zapazene kod tri soja: diazotrofnog N.302, i
simbioznih N.7901 (CCAP) i N.9229 (CNCM). Tipi¢na struktura fimbrija, odnosno pili znaci
da su ekstracelularne tvorevine definisanog oblika, da im je jasno odredena granica igli¢aste
strukture. Pouzdano ne moZemo utvrditi da li je iglicasta struktura Suplja ili ne i da li je njena
funkcija razmena odredenog bioloskog materijala, genetskog ili drugog. Zajednicko za
prisustvo pili kod ovih sojeva je da su relativno retke brojcano. Kod sojeva N.302 i1 N.7901
(CCAP) su pronadene kod svega par vegetativnih Celija u desetak primeraka, Slika 77.b., 78.b,
80.b.. Soj N.9229 (CNCM) je bio bogatiji sa fimbrijama i one su posebno dominirale u
pazusnom delu dve vegetativne celije, odnosno mestu spoja dve ¢elije. Na centralnom delu

vegetativnih ¢elija fimbrije su bile znatno rede, Slika 82.
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Fimbrije iglicaste, tipi¢ne strukture, kod ova tri soja su bile karakteristi¢ne debljine od
6.68 - 7.8nm kod soja N.7901 (CCAP), od 7.1 - 8.34nm kod N.302, i do 9.5 - 10.7nm kod
N.9229 (CNCM). Duzina tipi¢nih fimbrija kod ova tri soja je varirala od najkra¢ih kod N.7901
(CCAP) 671-685nm, preko fimbrija kod soja N.9229 (CNCM), 1392 - 1488nm, do
diazotrofnog soja N.302, ¢ije su fimbrije bile duge od 922 do ¢ak 2571nm.

Za razliku od do sada opisanih tipi¢nih iglicastih fimbrija, kod sojeva Anabena, A.314 i
A.azollae, kao i kod soja Nostoc N.311, negativnim bojenjem NS PTA uocili smo veoma
izrazeni, atipi¢ni "fibrilarni" sluzni omota¢. Ovaj omotac¢ je veoma mocan i izrazen kod sojeva
Anabena, kod soja A.314 je duzine od 3550 do 3858 nm (Slika 85.), dok je kod soja A.azollae
jo$ moéniji duzine od 3690 do 6206nm, (Slika 87.) Atipi¢ni sluzni omota¢ soja N.311 je nesto
skromniji i kre¢e se izmedu 2680 do 2944nm, (Slika 79. a,c).

Ovde ne mozemo govoriti o debljini fimbrija ili pili jer nisu jasno definisane strukture,
nisu jasno ograniCene ivicama, ali Sirina "sluznih fimbrija"se kretala od 18.5 - 23.15nm kod

A.314, 18.7 - 28.06nm kod N.311, do 18.43 - 46.2nm kod simbioznog soja A.azollae.

Kod ova tri soja sa zrakastim atipiénim sluznim omota¢ima uocili smo postojanje
svojevrsnih "kuglica" u omotacu. Prisustvo "kuglica" u omotacu je posebno izraZzeno kod soja
A. azollae, kuglice su dimenzija od 514 - 553 nm, (Slika 87 i 88.). Sem "kuglica" prisutna su i
zrnca dimenzija 51-90nm. Kuglice u omotacu atipi¢nog sluznog omotaca soja A.314 su
dimenzija od 333-500nm, a zrnca 55-97nm, (Slika 85.). Kod diazotrofnog soja Nostoc N.311
kuglicaste strukture su manje zastupljene, ali su i one uocljive i dimenzija su 277-366nm, a
zrnca 83-129nm, (Slika 79.). Nejasna je funkcija ovih kuglicastih struktura u omotacu fimbrija
1 do sada nemamo podataka o njima u literaturi. MoZda se radi o artefaktima, necisto¢ama, koji

poticu usled tehnike bojenja, u svakom sluc¢aju buduca istrazivanja ¢e to razjasniti.

Kada uporedimo zastupljenost fimbrija - pili kod ispitivanih sojeva cijanobakterija koje
smo dobili sa dve tehnike bojenja na TEMu uvide¢emo da se dobijeni rezultati delimi¢no
razlikuju. Bojenjem sa RR i posmatranjem ultratankih preseka utvrdili smo prisustvo omotaca
od fimbrija kod tri soja (A.314, A.azollae i N.302) i tipi¢ne fimbrije kod dva soja (N.311 i
N.9229). Metodom negativnog bojenja NS PTA uocili smo takode tipi¢ne fimbrije, iglicastog-
dlakastog izgleda, jasnih granica niti kod tri soja (N.302, N.7901 i N.9229), medutim uocili smo

i atipi¢ne sluzne fimbrije, koje nemaju jasno izraZene granice ali su veoma moc¢no rasirene
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oko vegetativnih Celija, kod tri soja (A.314, A.azollae, N.311), ali sluzne niti - fimbrije, smo u
mnogo skromnijoj meri, detektovali i kod soja N.302 (Slika 78.a).
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Tabela 25. Zastupljenost i karakteristike fimbrija na veg. ¢elijama azotofiksirajucih sojeva cijanobakterija

Br Soi Nacéin Poreklo FIMBRIJE FIMBRIJE FIMBRIJE FIMBRIJE l\%%?il(\i]fi zlsl\gl.?_il‘;i POSEBNO
' J Zivota RR RR duz (nm) | RR sir (nm) NS PTA ZAPAZANJE
(nm) (nm)
+
Nostoc 302 ++ tipi¢ne
1. diazotrof | solonjec omotac od 129-221 6.45-7.37 pene 922-2572 7.1-8.34 -
. - ali i atipiCne
fimbrija
sluzne
Kuglice u omotacu
2. | Nostoe3LL | gisntrof | solonjec .i 315341 | 695834 | Y 2680-2944 | 18.7-28.06 fimbrija
tipi¢ne atipi¢ne sluzne 277-366 nm
Zrnca 83-129 nm
3. Nostoc 312 diazotrof | solonjec - - - - - - -
_— Gunnera +
4. Nostoc 7901 | simbiont dentata - - - tipiéne 671-685 6.68-7.8 -
Gunnera + ++ Na mestima spoja
5. Nostoc 9229 | simbiont : - 201-226 5.74-11.14 - 1392-1488 9.5-10.7 dve veg. ¢el. u
monoica tipicne tipicne
grupama
N Gunnera -
6. Nostoc 8001 | simbiont monoica - - - - - -
Kuglice u omotacu
Anabaena . o +++ fimbrija
7. diazotrof | ¢ernozem omotac od 147-226 4.62-6.4 - 3550-3858 18.5-23.16
314 fimbriia atipi¢ne sluzne 333-500 nm
) Zrnca 55-97 nm
Kuglice u omotacu
Ananaen imbi Azolla ++V +++ 5 9 fimbrija
8. aazollae simbiont pinata OE?rﬁLarcij(;d 301-445 5-6 atipicne sluzne 3690-6206 18.43 - 46. 514-553 nm

Zrnca 51-90 nm
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Dimenzije fimbrija, bilo omotaca od fimbrija ili tipi¢nih fimbrija, utvrdenih metodom
bojenja RR su manjih dimenzija, i duzine i Sirine, nego fimbrija ispitivanih metodom NS PTA.
Fimbrije merene RR metodom su duzine od 129 do 445nm, dok su viSestruko duze kod NS
PTA metode, od 671 - 6206nm. Sirina fimbrija kod RR metoda se krece od 4.62-11.14nm, dok
se kod metoda NS PTA krece od 6.68 do 46.2nm.

Metod bojanja ¢elija RR i ultratankih preseka mikrotomom se pokazao dosta agresivnim
metodom za ispitivanje povrSinskih struktura na vegetativnim ¢elijama cijanobakterija. Vrlo
Cesto smo nalazili ogoljene, oljustene, Celijske zidove vegetativnih ¢éelija 1 slojeve fimbrija
slobodne u prostoru daleko od ¢elija. Tako da se naSa zapazanja odnose na one retke delove

preparata gde nije doSlo do odvajanja povrSinskih struktura.

Sa druge strane Cini se da je metod NS PTA manje agresivan i da registruje strukture na
povrsini Celije netaknute, ne ruinirane. Medutim, ovaj metod ne daje moguénost povezivanja

zavisnosti spoljasnjih i unutrasnjih struktura u vegetativnoj celiji.

Mnogi autori pominju postojanje veceg broja razli€itih vrsta pila, fimbrija kod grupe
gram negativnih bakterija, gde spadaju i cijanobakterije. Metodi koje smo Koristili su
neselektivni 1 pruZaju nam moguénost da se upoznamo i detektujemo sve povrsinske strukture
na Celijama cijanobakterija. NaSa istrazivanja su pokazala da postoje razlicite vrste fimbrija,
pila, na povrsini vegetativnih ¢elija cijanobakterija, pre svega tipi¢ne, iglicaste fimbrije i sluzne

atipicne fimbrije.

Thanassi et al. (2012) navode da gram-negativne bakterije, gde spadaju i
cijanobakterije, poseduju Sirok spektar organela na njihovoj ¢elijskoj povrSini. Ove povrSinske
strukture mogu biti proizvod sekrecionog sistema koji je smeSten u Celijskom zidu, koji luci
fimbrije - pili sli¢no kao $to se luce vlakna kose. Oni navode da bakterijske povrsinske strukture
obavljaju razne funkcije koje su bitne za patogenezu i stvorene su, evoluirale su, da izdrze razne
uticaje spoljas$nje sredine i da se nose sa odbranom od strane imunog sistema domacina.
Thanassi et al. opisuju strukturu i1 funkciju povrSinskih organela nastalih od Cetiri razli¢ita
bakterijska sekreciona sistema Gram-negativnih bakterija: CU puta, nastanak tipa IV pila, tip 111
i tip IV sekrecionog sistema. Organele poput flagela i pili mozemo smatrati funkcionalno
krajnjim proizvodom bakterijskog sekrecionog sistema. Ustvari one su nastale kao produkt

sistema lucCenja i imaju funkciju pokretljivosti i-ili prianjanja bakterija. Medutim, neki
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sekrecioni sistemi stvaraju pile - kao strukture da sluze za izluCivanje materija izvan
bakterijskog omotaca, kao vodovi za isporuku materija. Takve povrsSinske strukture takode
mogu da pruze senzorne povratne informacije do sekrecionog sistema za otkrivanje kontakta
ciljne ¢elije ili funkcioniSu kao mehanizam za prianjanje da omoguce pristajanje bakterije na

¢eliju domacina.

Tipovi sistema lucenja kod bakterija

Thanassi et al. (2012) opisuju organele smestene u ¢elijskom zidu Gram - negativnih
bakterija koje stvaraju veliki broj virulentnih - prijanjajuc¢ih vlakana, pili. Ove organele su
dobile naziv CU organele, prema komponentama svoje sekrecione masine (chaperone- the
usher), koja se sastoji od namenskih periplazmic¢kih transportera i sastavnog dela spoljne
membrane (OM) mesta nastanka fimbrija - pili, platforme nazivane '"posluzitelj", mesto
formiranja fimbrija, Slika 75.. CU organela stvara peritrihalna povrSinska vlakna koja mogu
biti razlicita od tankih, fleksibilnih vlakana do krutih, igli¢astih PILA ili fimbrija. Ove strukture
uglavnom funkcioniSu kao strukture za prianjanje, za vezivanje bakterija za tkivo domacina 1
interakcije sa tkivom domacina. Kao takve, organele nastale u CU procesu ¢esto funkcioniSu

kao Kklju¢ni faktor virulencije.

Struktura CU pili je optimizirana da izdrZi razne uslove na koje nailaze tokom
kolonizacije povrSina, i svaka pila je prilagodena svojim posebnim funkcijama. Pored
kolonizacije povrSine domacina, CU pili su vazne za bakterijsko-bakterijske interakcije,
formiranje biofilma, kao i prianjanje na abioticke povrSine. Mehanizam nastanka vlakana, pila i
fimbrija, 1 njihovo lucenje od strane CU organele je bio predmet opseznih studija, posebno kod
patogenih bakterija. CU organele su rasprostranjene medu clanovima grupa bakterija: c-
proteobacteria, ukljucujuci E. coli, Salmonella, i Yersinia, a pronadene su i medu ¢lanovima f-
proteobacteria, Cyanobacteria i bakterije Deinococcus (Yen et al., 2002;. Nuccio i Baumler,
2007).
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Slika 75. Model biogeneze pili , CU put nastanka. Prikazane su faze nastanka: tip 1 PILI kod
Escherichia coli, kao i modeli za nastanak P pili i Yersinia pestis F1 kapsule. FIM, Pap, i Caf
proteini su oznaceni sa pojedina¢nim slovima (H, FimH; C, FimC; itd.). Delovi za Pili ulaze u
periplazmu kao rastavljeni polipeptidi putem Sec puta. Podstanice puta stupaju u interakciju sa
periplazmatskim transporterom, formiranjem stabilnog kompleksa preko dopunjavanja donator
lanca. Nastanak i sekrecija vlakna pili se javlja u OM ploatformi, gde se transporter-podjedinica
veza zamenjuju sa podjedinica-podjedinicom vezom putem razmene reakcije donator lanca.
Dimerni razvodnici (vratari) su prikazani sa podru¢jem za priklju¢ak koji je kapija zatvaraca
kanala (P) i periplazmi¢ke N i C domene. N Domen formira pocetno vezivanja za pratilja-
podjedinica kompleks, a C domeni obezbeduju druga vezivanja za nastanak pili vlakna. Pratilja-
Adhesin kompleksi imaju najveci afinitet za posluzitelja 1 pokrenuti pilus sklop vezivanjem za
posluzitelja N domena, (Thanassi et al., 2012).

Geni za CU organele su kodirani na obe DNA, i hromozomsku DNA i plazmidnu DNA
lokaciju. Ekspresija CU klastera gena je obi¢no visoko uredena, i predstavlja odgovore na
signale zivotne sredine (Chen i Elberg, 1977; Van der Woude et al., 1996; Blomfield, 2001).

Pili nastale u CU organelama su dimenzija od 2 do 10 nm u pre¢niku i uobicajeno su 1-
3um duzine. Ove Pili se mogu podeliti na dve opste strukturne klase. Prva klasa se sastoji od
krutih, iglicastih vlakana veeg promera, a druga klasa se sastoji od tankih, fleksibilnih

vlakana ili amorfne strukture, (Thanassi et al. 2012).

CU organele mogu biti podeljene u dve podfamilije na osnovu razli¢itih konzerviranih

sekvenci prisutnih u transporterima - pratiocima. Transporteri - pratioci, sa kratkim petljama
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koje povezuju njihove F1 i G1 b-niti pripadaju F1-G1 kratkoj podfamiliji (FGS), a pratilje s
dugom F1-G1 petljom pripadaju FGL podfamiliji (Hung et al., 1996; Zavialov et al., 2007).
Zanimljivo je da, FGL transporteri - pratioci sastavljaju samo tanka ili amorfna pilus vlakna
sastavljena samo od jednog ili dva tipa subjedinica. Nasuprot tome, FGS pratioci sastavljaju
oba iglic¢asta 1 tanka pilus vlakna, a vlakna su generalno sastavljena od vise razli¢itih tipova

podjedinica i mogu imati slozenu strukturu.

Na primer pili P i tip 1 Pili kod izrazito uropatogene E. coli (UPEC) su prototipi za
krute, kosi nalik Pili koje pripadaju FGS podfamiliji, a nasuprot njima F1 kapsula kod
bakterije Yersinia pestis je prototip tanke, "afimbrialne™ strukture sastavljene od strane FGL

podfamilije pratioca, Slika 76..

a)

Slika 76. TEM mikrofotografije pili nastalih u CU organelama. (a) Escherichia coli bakterija
stvara P pili. (b) i (c) Visoka-rezolucija, izgled pojedina¢nih pili E. coli : P i tipa 1 pili,
pokazuje vr$ni deo linearnog tipa vlakna i spiralne iglicaste pili. (d) Yersinia pestis bakterija
ispoljava F1 kapsulu. Skala 500nm (a), 200nm (b), 20nm (c), i 500nm (d). Foto (a —d) (Kuehn
etal., 1992; Jones et al., 1995; Runco et al., 2008; Li et al., 2010).

F1 kapsula Y. pestis formira gustu prevlaku oko bakterije koja, nasuprot funkcije
prianjanja, lepljenja, koju imaju Pili, deluje kao "antiadhezivna" struktura koja spreCava
fagocitozu makrofaga 1 sprecava okupiranje epitelnih celija respiratornog trakta (Du et al.,
2002; Liu et al., 2006). F1 kapsula je takode vazan zastitni antigen Y. pestis i ima ulogu u
prenosu virulentnosti (Titball i Vilijamson, 2001; Sebbane et al., 2009; Weening et al., 2011).

Uporedujuci izgled fimbrija i pili koji smo utvrdili kod ispitivanih sojeva cijanobakterija
mozemo povuci paralelu 1 naci sli¢nost sa opisanim pilima kod gram negativnih bakterija.
Fimbrije - pili koje smo opisali kao tipi¢ne pili, igli¢astog izgleda, moZzemo svrstati u Prvu

klasu fimbrija krutih, igli¢astih vlakana. Fimbrije-pili koje smo opisali kao atipi¢ne sluzne
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fimbrije, veoma podsec¢aju na one opisane kod roda Yersinia i spadaju u Drugu klasu amorfnih,
fleksibilnih tankih vlakana. To bi znacilo da odredene cijanobakterije , u nasem slucaju
Anabena sojevi A.314 i A.azollae, kao i Nostoc N.311 grade omota¢ sliCan F1 kapsuli.
Dosadasnje iskustvo u gajenju sojeva cijanobakterija u cCistoj kulturi nam govori da sojevi
Anabena cesto izlucuju vece koli¢ine sluzi, ekstracelulanih polisaharida u te¢ni medijum §to
sada mozemo povezati sa fimbrijama druge klase i F1 kapsulom. Takode sojevi Anabena na

¢vrstoj agarizovanoj podlozi ¢esto stvaraju kolonije sa obiljem prozirne sluzi.

Nasa merenja pokazuju da se debljina atipi¢nih sluznih fimbrija-pili kreé¢e izmedu 18.43
- 46.2nm, dok Thanassi et al. (2012) navode da su fimbrije Druge klase tanje od 6-10nm, $to

upucuje da je moguce da se nasa merenja odnose na snopove zalepljenih fimbrija.

Porede¢i rezultate zastupljenosti fimbrija - pili kod simbioznih i diazotrofnih sojeva
mozemo zakljuciti da se pili javljaju kod tri simbiozna (N.7901, N.9229 i A.azollae) i kod tri
diazotrofna soja (N.302, N.31 i A.314), a da se pili ne javljaju kod jednog simbioznog soja
N.8001 i jednog diazotrofnog N.312. Ipak se mozZe uvideti da se kod simbiotskih-infektivnih
sojeva N.7901 1 N.9229 javljaju samo tipi¢ne fimbrije iz Prve klase, a da se kod diazotofnih
sojeva i simbiotskog - neinfektivnog soja A.azollae javljaju atipi¢ne-sluzne fimbrije iz Druge

klase, mada su kod soja N.311 uocene i tipicne pili.

Johanson i Bergman (1994) su metodom negativanog bojenja (NS PTA) na TEMu
otkrili da predstavnici i infektivnih i ne-infektivnih sojeva cijanobakterija poseduju veliki broj
ekstracelularnih vlakana, verovatno fimbrija. Nakon tretiranja proteinazom K, c¢elije su
pokazale da nemaju takve vancelijske fibrije. To podrazumeva da su fibrije uglavnom
proteinskog sastava. Ekstracelularne fibrije Nostoc podsecale su na one kod roda Sinechocistis
(Vaara, 1984), ukazujuéi da su to zaista fimbrije. Oni su pronasli da rod Nostoc ima fimbrije
koje su uglavnom oko 7-10nm debele i ponekad vise od 20um duge, neke i pet puta duzi nego
Sto je dijametar celije. Fimbrije kod soja Nostoc PCC 7422 izgledale su neobi¢no debelo (oko

30nm), ali navode da su to verovatno ustvari mali, gusti snopovi pre nego pojedinac¢na vlakna.

Johanson i Bergman (1994) navode da medu infektivnim sojevima od testiranih, Nostoc
PCC 7901, Nostoc PCC 9229 i Nostoc PCC 73102 su pokazali fimbrijaciju u razlic¢itoj meri,
dok kod Nostoc 8001 i Nostoc 893 nisu utvrdili fimbrije. Takode su uodili da neinfektivni
sojevi: Anabaena cylindrica, Nostoc 268, Nostoc PCC 7422 i Nostoc ATCC 27896, svi imaju
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fimbrije. Oni zakljucuju da i infektivni i neinfektivni sojevi roda Nostoc proizvode fimbrije, i
da mozda fimbrije nisu vazne za sam proces razlikovanje izmedu kompatibilnih i
nekompatibilnih sojeva za stupanje u simbiozu. U stvari, nekim infektivnim sojevima izgleda
da nedostaju fimbrije, dok neki od neinfektivnih sojeva su imali veliki broj fimbrija. Zakljucili
su da fimbrije mozda nemaju (ili imaju mali znacaj) prilikom procesa infekcije kod Gunnera—
Nostoc simbioze. Sli¢no tome, i virulentni i avirulentni sojevi Pseudomonas solanacearum, kao
i divlji tip i za dodir deficijentni mutanti Agrobacterium tumefaciens i Rhizobium japonicum ,
svi proizvode fimbrije (Stemmer i Sequeira, 1987). Ipak, fimbrije mogu biti vazne kao

nespecifiéne privlacne sile u ranoj fazi kontakta.

Pojava fimbrija zavisi i od formiranja hormogonija kod nekih cijanobakterija kao kod
roda Nostoc. Robinson et al. ( 2007 ) izveStavaju o tome da hormogonije M. laminosus mogu
imati do tri koncentri¢na prstena pora ili mlaznice u blizini pregrada razdvajanja ¢elija i on
pretpostavja da su to mesta izlucivanja sluzavog sekreta. Takode, za razliku od vegetativnog
vlakna, hormogonije su prekrivene pilima, fimbrijama sa spoljne strane (Damerval et al., 1991 ;
Duggan et al., 2007).

I nasa ispitivanja fimbrija-pili i ispitivanja Johanson i Bergman (1994) su bila ne
selektivna 1 pokazala su prisustvo najverovatnije svih vrsta fimbrija na povrSini
cijanobakterijske celije. Buduca ispitivanja bi trebalo usmeriti na definisanje prisustva razli¢itih
vrsta fimbrija i njihovu funkciju. Sem toga pojavljivanje fimbrija - pili je dinami¢na kategorija i
ako su prisutni geni za njihovu sintezu u genomu cijanobakterije, da li ¢e se one 1 formirati
zavisi od puno faktora. Pojava fimbrija kod odredenih cijanobakterija sigurno zavisi od signala

koje moze slati koren viSe biljke, od starosti kulture, hemijskog sastava podloge.
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Slika 77. Mikrofotografija, fimbrije — pili soja Nostoc 302, a) vegetativna ¢elija sa slojem
fimbrija na povrsini ¢éelije, (x 46460, RR), FL- omota¢ od fimbrija, LD- lipidna telasca, R-
ribozomi, ITS- inter tilakoidni prostor, b) fimbrije - pili (x 35970, NS PTA) (foto: Fojkar O.).
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»
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Slika 78. Mikrofotografija - fimbrije — pili soja Nostoc 302 a) erupcija sluznih niti sa povrsine
vegetativne celije (x27800,NS PTA), b) pili tipi¢ne strukture (x35970,NS PTA), (foto: Fojkar
0.).
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Slika 79. Mikrofotografija, fimbrije — pili soja Nostoc 311., a) sluzne nitina veg. ¢elijama
(x10000, NS PTA) b) detalj, pili tipi¢ne strukture izmedu vegetativnih ¢elija(x 46460, RR),c)
sluzne niti — detalj ( x 27800, NS PTA), (foto: Fojkar O.).
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Slika 80. Mikrofotografija, soj Nostoc 7901: a) deo niti sa vegetativnim ¢elijama u deobi bez
fimbrija (x7750, NS PTA), b) detalj, retke fimbrije- pili na vegetativnoj ¢eliji (X77500, NS
PTA), (foto: Fojkar O.).
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Slika 81. Mikrofotografija, fimbrije — pili soja Nostoc 9229, a) terminalna vegetativna ¢elija sa
F- fimbrijama- pilima ( x16700, RR), b) fimbrije — pili detalj (x 46460, Os), LD- lipidna
telasca, TH- tilakoidi (foto: Fojkar O.).
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Slika 82. Mikrofotografija, fimbrije — pili soja Nostoc 9229, a) fimbrije — pili dominiraju na
mestu spajanja dve vegetativne ¢elije. (x 6000, NS PTA), b) fimbrije —pili na v¢. (x 10000, NS
PTA), c) detalj tipicne fimbrije-pili (x 35970, NS PTA), (foto: Fojkar O.).
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Slika 83 Mikrofotografija, niti i vegetativna ¢elija soja Nostoc 8001, a) nit od veg. ¢elija bez
fimbrija (x 7750, NS PTA), b) vegetativna ¢elija bez fimbrija —pili ( x 27800, NS PTA), (foto:
Fojkar O.).
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Slika 84. Mikrofotografija, fimbrije — pili soja Anabaena 314, a) FL- omota¢ od fimbrija na
veg. ¢eliji ( x46460, RR), b) detalj sloj F- fimbrija odvojen od veg.¢elije, CG- cijanoficinska
granula, CW- ¢elijski zid ( x 60000,RR), c) detalj sloj F- fimbrija odvojen od veg.celije ( x
77500,RR), (foto: Fojkar O.).
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Slika 85 .Mikrofotografija, fimbrije — pili soja Anabaena 314: sluzne fimbrije- pili na povrSini
veg. celija (x 4646, NS PTA), (foto: Fojkar O.).
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Slika 86. Mikrofotografija, fimbrije — pili soja Anabaena azollae, a) nit sa vegetativnim
¢elijama ( x 6000,RR), b) terminalna vegetativna celija sa tipicnim F- fimbrijama ( x
21560,RR), c) detalj F- fimbrije-pili na veg. Celiji ( x 60000,RR), d) F- fimbrije-pili na vrhu
veg. ¢elije (x 46460, RR), (foto: Fojkar O.).
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Slika 87. Mikrofotografija, fimbrije — pili soja Anabaena azollae: a) sluzne fimbrije-pili na
vegetativnim Celijama ( x 4646, NS PTA), b) detalj, sluzne fimbrije-pili na povrsini v¢. ( x
12930, NS PTA), (foto: Fojkar O.).
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Slika 88. Mikrofotografija, fimbrije — pili soja Anabaena azollae ( x3597, NS PTA),
(foto: Fojkar O.).
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6.6. GENETICKA KARAKTERIZACIJA AZOTOFIKSIRAJUCIH
CIJANOBAKTERIJA METODOM STRR-PCR

Kod cijanobakterija je uspesno primenjena geneti¢ka karakterizacija PCR metodom uz
pomo¢ repetitivnih elemenata u genomu (genomic fingerprinting) u cilju utvrdivanja sli¢nosti i
razlika sojeva i vrsta. Dve visoko repetitivne DNA sekvence su opisane u cijanobakterijskom
genomu: kratka STRR (short tandemly repeated repetitive), (Jackman i Mulligan, 1995; Mazel
et al.,1990) i duga LTRR (long tandemly repeated repetitive), (Masepohl et al., 1996). STRR
sekvenca je identifikovana u velikom broju kopija kod mnogih cijanobakterija koje sadrze
heterociste, (Mazel et al., 1990). LTRR sekvenca, duga 37 baznih parova, je detektovana i kod
heterocistnih i kod neheterocistnih cijanobakterija. U poslednje vreme je pokazano da se STRR

sekvenca moze koristiti kao validan karakter za identifikaciju i karakterizaciju cijanobakterija.

Mazel et al. (1990.) su precizno definisali strukturu i prirodu ponavljanja sekvence
STRR kod soja cijanobakterije Calothrix PCC 7601. Ona se sastojala od viSestruko
ponovljenog heptonukleotida koji ima sastav CCCCA(A-B)T. Ovu ponovljenu sekvencu su
nazvali STRR1 sekvenca. Oni su pronasli dva klastera STRR1 sekvence koji su bliski

operonima cpeBA i apcD, jedan uzvodan a drugi nizvodan.

Za ispitivanje slicnosti cijanobakterija metodom PCR-a pomo¢u STRR konzervativnih
sekvenci koje omoguc¢avaju umnozavanje delova DNA genoma odabrali smo ukupno 39 sojeva

azotofiksirajucih cijanobakterija.

Dvadeset osam sojevaje izolovano iz istrazivanih vojvodanskih zemljista, dok jedanaest
sojeva potice iz kolekcije cijanobakterija Departmana za Botaniku, Univerziteta u Stokholmu,
Svedska. Neki od tih sojeva su medunarodno sertifikovani - referentni, a odabrani su radi

komparacije sa naSim.
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Od izolovanih sojeva iz zemljista Vojvodine 18 sojeva pripada rodu Nostoc, 4 rodu
Anabaena, 4 rodu Cylindrospermum i po jedan soj iz rodova: Calotrix i Phormidium. Ovi

sojevi su izolovani iz zemljista: solonjec, cernozem, soloncak, ritska crnica i arenosol.

Od jedanaest referentnih sojeva cijanobakterija 3 pripadaju rodu Nostoc: soj Nostoc
7901, simbiozni soj (CCAP), soj Nostoc PCC 9229, simbiozni soj (CNCM), soj Nostoc 8001,
simbiozni soj (CCAP) (Tabela 4.). Tri referentna soja pripadaju rodu Anabaena: Anabaena
azollaeA.C. 1982, simbiozni soj (Kolekcija Departmana za botaniku u Stokholmu), soj
Anabaena cylindrica (CCAP), i soj Anabaena PCC 7120 (CNCM). KoriSteni su i sojevi:
Fischerella PCC 7521, izolovan iz vrelih izvora Nacionalnog parka Jelouston, SAD, (CNCM),
Calotrix PCC 7504 i 7103 (CNCM), Phormidium sp. i Rivularia 307 iz kolekcije Departmana

za botaniku u Stokholmu.

Geneti¢ka raznolikost kod ispitivanih cijanobakterija na osnovu STRR-PCR

Kod trideset osam ispitivanih sojeva je utvrdeno prisustvo STRR konzervativnih
sekvenci genoma, a samo kod jednog soja Anabaena sphaerica f. conoidea A.51, koji je
izolovan i1z zemljiSta ritska crnica — Becej, nije utvrdeno prisustvo STRR konzervativnih
sekvenci. Na osnovu STRR-PCR dobijeni su informativni profili (fingerprint) dobre rezolucije
koji su koriS¢eni za karakterizaciju cijanobakterija i njihovo medusobno poredenje, kao i

poredenje sa referentnim sojevima.

Svi rezultati su prikazani na Cetiri gela koji su obuhvatili dve grupe Nostoc, jednu grupu
sojeva Anabaena i jednu grupu ostalih azotofiksirajucih cijanobakterija. Za svaku ispitivanu
grupu sojeva dat je: standardni elektroforegram, elektroforegram analiziran programom Kodak
Digital Science 1Dtm, kao i tri tabele sa preciznim podacima o broju baznih parova (bp),
molekulsakoj masi (ng) i pokretljivosti (cm) traka dobijenih pomoéu STRR segmenata kao

prajmera.
Rezultati pokazuju da ispitivani sojevi cijanobakterija poseduju visok stepen

raznolikosti, kako kod sojeva izolovanih iz zemljista Vojvodine, tako i kod referentnih

simbioznih i diazotrofskih sojeva.
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U grupi sojeva Nostoc | nakon analize gelova pomocu programa Kodak Digital Science
1Dtm utvrdeno je da je najveéi broj traka u STRR-PCR profilu amplifikovan kod soja Nostoc
303 (12), zatim N.304 i N.1 (11), N.21i N.308 (10), N.311 (9), N.7901i N.301 (8), N.302 (7)
i N.310 i N.306 po Sest traka.

Rezultati u obliku elektroforegrama STRR-PCR analize amplifikovanih fragmenata
DNA azotofiksatorskih cijanobakterija, grupe sojeva Nostoc I, dati su na Slici 89., a rezulteti
elektroforegrama analizirani programom Kodak Digital Science 1Dtm su prikazani na Slici 90.
Broj baznih parova (bp), molekulske mase (ng) i pokretljivost traka (cm) amplifikovanih
prajmerima koji sadrze STRR segment azotofiksatorskih cijanobakterija grupe Nostoc I,

analizani programom Kodak Digital Science 1Dtm su dati u tabelama 26, 27 i 28.

Sojevi Nostoc 7901 (CCAP) i Nostoc 301 imaju odredenu sli¢nost, oba soja imaju po
osam traka, od toga tri trake imaju skoro identi¢ne Kkarakteristike. Oba soja se odlikuju
prisustvom trake sa velikim brojem baznih parova i malom mobilnos¢u, N.7901 (CCAP)
(3362bp, 0.31cm) i N.301 ( 3268bp, 0.38 cm). Ovakav amplikon sa velikim brojem baznih
parova, od svih Nostoca, poseduje jo§ samo soj Nostoc 8001 (CCAP). Druga traka Nostoc
7901(CCAP) (sa 1637bp i masom od 2773ng) odgovara trecoj traci Nostoc 301 (sa 1609bp i
masom od 2388 ng). Takode Cetvrta traka Nostoc 7901 (CCAP) (sa 585bp i masom od 568nQ)
odgovara Sestoj traci N.301 ( 596bp i 1279ng). Sli¢nost simbioznog soja Nostoc 7901 (CCAP)
koji je izolovan iz biljke Gunera dentata i Nostoc 301 koji je izolovan iz solonjeca u
Vojvodiniukazuje na potrebu ispitivanja sposobnosti soja Nostoc 301 da gradi simbiozu sa

biljkom Gunera dentata, a mozda i sa drugim visim biljkama.

Velika sli¢nost je ustanovljena izmedu sojeva Nostoc 303 i Nostoc 304. Kod Nostoc 303
je ustanovljeno prisustvo dvanaest traka, a kod soja Nostoc 304 jedanaest traka sa STRR
fragmentima. Cak sedam traka ova dva soja pokazuje zajednitke karakteristike. Oba soja su

izolovana iz istog zemljiSta solonjeca.

Sojevi Nostoc 311, 308 i 306 poseduju po devet, deset i Sest traka STRR fragmenata.
Ovi sojevi imaju Cetiri identi¢ne trake sa po priblizno 1120bp, 446bp, 347bp i 280bp. Sem toga
sojevi N.311 i N.308 imaju jo$ po dve identi¢ne trake i to prva traka sa priblizno 1530bp
(mobilnosti 1.74 cm) i osma traka sa 205bp (mobilnosti 7.30cm). Sojevi N.311 i N.308 poti¢u

iz istog zemljista solonjeca, dok N.306 potice iz ritske crnice (Becej).
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Sojevi Nostoc 302 i Nostoc 1 poseduju po 7, odnosno 10 traka sa STRR-PCR
fragmentima. Ova dva soja imaju Cetiri zajednic¢ke trake, slicnih karakteristika. To su trake sa
slede¢im brojem baznih parova: 373bp, 252bp, 220bp i 135bp (mobilnosti: 5.58cm , 6.71cm,

7.06cm i1 8.51cm). Oba soja su izolovana iz zemljista solonjec.
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Nostoc 7901 ccap

Nostoc 301
Nostoc 303
Nostoc 304
Nostoc 311
Nostoc 308
Nostoc 306
Nostoc 302

Nostoc 1

Nostoc 310
pGEM

pGEM
Nostoc 21

(bp)

Lane Name

-2645
-1605
-1198

-676

-517
-460

-396
-350

-222
-179

-126

Slika 89. Elektroforegram STRR-PCR umnozZenih fragmenata DNA azotofiksirajucih
cijanobakterija, grupa sojeva Nostoc I, A. pGEM- (Promega, Medison, Eis.); B. referentni soj
Nostoc 7901(CCAP); C-L. sojevi Nostoc iz razli¢itih tipova zemljista Vojvodine.
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Nostoc 306
Nostoc 302

Nostoc 1
pGEM

(bp)

pGEM

Nostoc 7901 ccAp
Nostoc 301

Nostoc 310

Nostoc 21

Nostoc 303

Nostoc 304

Nostoc 311

Nostoc 308

Lane Name

A
B
C
D
E
F
G:
H:
|
J:
K:
L
M

-2645
-1605
-1198

-676

-517
-460

-396
-350

-222
-179

-126

Slika 90. Elektroforegram STRR-PCR umnozenih fragmenata DNA azotofiksiraju¢ih

cijanobakterija, grupa sojeva Nostoc I, analiziran programom Kodak Digital Science 1Dtm.

A. pGEM- (Promega, Medison, Eis.); B. referentni soj Nostoc 7901(CCAP); C-L. sojevi Nostoc
iz razli¢itih tipova zemljista Vojvodine.
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Tabela 26. Broj baznih parova (bp) traka (amplikona) sojeva azotofiksirajucih cijanobakterija grupe Nostoc I, dobijenih STRR-PCR metodom,
analiza programom Kodak Digital Science 1Dtm

Kodak Digital Science 1D™

Name: Oliver Fojkar

A: pGEM

B: Nostoc 7901 CCAP
C: Nostoc 301
D: Nostoc 310
E: Nostoc 21
F: Nostoc 303
G: Nostoc 304
H: Nostoc 311
I: Nostoc 308
J: Nostoc 306
K: Nostoc 302
L: Nostoc 1

M: pGEM

MW (bp)
A: pGEM 3. : ;

1 2645 3362.8 3268.2 944.9 891.6 727.7 : 1549.5
2 1605 1637.6 2171:1 821.3 516.2 7455 626.4 1119.3 1119.3
3 1198 680.1 1609.7 489.4 4754 635.5 531.4 588.2 501.4
4 676 585.4 926.8 388 407.3 576.9 376.9 531.4 4465
5 517 511.2 710.3 203.9 310.6 5212 3276 4465 401.4
6 460 235.8 596.8 1461 2713 4152 256 3455 3489
7 396 1755 366.2 2475 378.8 189.7 282 280.6
8 350 130.8 332.4 192.4 293.1 1772 205.9 205.9
9 222 139.8 261 139.8 162.5 175.5
10 179 104.6 186.9 120.4 137.8
11 126 141.9 102.1

12 124.5
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Tabela 27. Molekulske mase (ng) traka (amplikona) sojeva azotofiksiraju¢ih cijanobakterija grupe Nostoc I, u STRR- PCR profilima, analiza
programom Kodak Digital Science 1Dtm

Kodak Digital Science 1D™

A: pGEM

B: Nostoc 7901 CCAP
C: Nostoc 301
D: Nostoc 310
E: Nostoc 21
F: Nostoc 303
G: Nostoc 304
H: Nostoc 311
I: Nostoc 308
J: Nostoc 306
K: Nostoc 302
L: Nostoc 1

M: pGEM

Project:Arteficial Symbioses
Date: 4/14/98 6:17p
Name: Oliver Fojkar

Mass (ng)
A: pGEM G: L: Nos

1 3000 j— 2157 J— e — e =

2 1800 = 2773} @@ | -] 592.2 434 1328] = — 1136 1800
3 1400 — 2388 386.4 3965 0 3707 266.4 409 716.1 J— J— 1400
4 800 568.9 — - N I — 1845 209.2 2272 917.3 2011 800
5 600 1838 — 70.15 — 812.6 2301 2709 256.4 514 489.9 614.2 600
6 500 658.7 1279 554.2 o 750.8 612.7 2751 2140 904.1 450.9 3487 500
7 400 1883 — 201.1 236.5 1029 1895 1339 2427 400
8 400 138 J— — 2396 @ — 2937| 1733| I 2176 400
9 300 799 147.6 628 1838 1653 300
10 200 268.9 1208 2253 1521 2951 200
1 200 272.8 26.46 200
12 5219
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Mr Oliver Fojkar

Tabela 28. Pokretljivost traka (amplikona) (cm) sojeva azotofiksirajucih cijanobakterija grupe Nostoc I, u profilima STRR-PCR, analiza
programom Kodak Digital Science 1Dtm

Kodak Digital Science 1D™

A: pGEM

C: Nostoc 301
D: Nostoc 310
E: Nostoc 21

F: Nostoc 303
G: Nostoc 304
H: Nostoc 311
I: Nostoc 308

J: Nostoc 306
K: Nostoc 302

Project:Arteficial Symbioses
Date: 4/14/98 6:17p
Name: Oliver Fojkar

B: Nostoc 7901 CCAP

L: Nostoc 1
M: pGEM
Mobility (cm)
A:pGEM e D] Finwei|G: HEeena | e, 31 [M: pGEM

1 0.78 0.31 0.38 2.66 2.90 3.07 3.66 1.74 1.70 2.37 1.65 2.86 0.85
2 1:53 1.55 1.20 3.31 465 3.59 4.10 240 2.40 5.07 5.58 367 1.65
3 2.16 3.87 1.62 483 4.92 4.05 4.55 4.26 473 5.80 6.71 418 225
4 3.72 4.30 2.98 5.51 5.37 4.33 5.57 4.57 5.07 6.51 7.06 475 3.81
5 4.56 4.70 3.74 7.38 6.14 463 5.98 5.06 5.39 7.00 7.72 5.52 4.66
6 4.93 6.96 4.25 8.34 6.54 5.29 6.70 5.82 578 7.42 8.51 6.04 5.02
7 5.38 7.82 567 6.81 5.57 7.57 6.41 6.41 9.38 6.71 5.46
8 5.81 8.79 5.95 7.54 6.30 7.77 7.34 7.31 7.09 5.89
9 7.15 8.48 6.64 8.46 8.01 .77 7.92 7.29
10 773 9.34 7.61 8.91 8.50 8.52 7.82
1 8.59 8.42 9.39 8.72
12 8.81
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Grupa Nostoc Il je obuhvatila deset sojeva od ¢ega su dva simbiozna, i prisustvo traka u
STRR-PCR profilima je utvrdeno kod svih sojeva. Najveéi broj traka je utvrden kod
simbioznog soja Nostoc 8001 (CCAP) (10), Nostoc 22 je posedovao (9), sojevi N.9229
(CNCM) , N.305i N.58 (8), N.40 i N.317 (7), N.312 i N.64 (6), a N.42 svega pet (5) traka.

Rezultati u obliku elektroforegrama STRR-PCR fragmenata DNA azotofiksatorskih
cijanobakterija, grupe sojeva Nostoc Il, dati su na Slici 91., a rezulteti elektroforegrama
analizirani programom Kodak Digital Science 1Dtm su prikazani su na Slici 92. Analize broja
baznih parova (bp), molekulske mase (ng) i pokretljivost (cm) u profilima STRR
azotofiksiraju¢ih cijanobakterija grupe Nostoc Il, analizani programom Kodak Digital Science
1Dtm su date u Tabelama 29, 30 i 31.

Sojevi N.8001 (CCAP) , N.9229 (CNCM), simbiozni sojevi izolovani iz G. monoica,
pokazali su sli¢nost u jednoj traci sa oko 1300bp sa diazotrofnim sojevima N.42 (izolovan iz
¢ernozema) i N.312 (izolovan iz solonjeca). Ovi referentni sojevi su pokazali izvesnu sli¢nost i
sa sojevima N.58 i N.64 (izolovani iz solonjeca) i to u dve trake: prvom sa priblizno 1113bp

variranjem broja baznih parova od 3 % i drugom sa priblizno 488bp.

S0j N.9229 (CNCM) i N.312 pokazuju i sli¢nost u traci od oko 280bp.
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Nostoc 9229 cNCMm
Nostoc 40

Nostoc 64

Nostoc 317

Nostoc 22

nGEM

Nostoc 8001 ccap
Nostoc 312

pGEM
Nostoc 42
Nostoc 305
Nostoc 58

(bp)

Lane Name

A
B
C
D
E
F
G
H
r
J.
K
L:

-2645
-1605

-1198

-517
-460

-396
-350

-222
-179

-126

Slika 91. Elektroforegram STRR-PCR amplifikovanih fragmenata DNA azotofiksirajucih
cijanobakterija, grupa sojeva Nostoc Il. A. pPGEM- (Promega, Medison, Eis.); B. referentni soj
Nostoc 8001(CCAP); D. referntni soj Nostoc 9229 (CNCM), C, E-K. sojevi Nostoc iz
razli¢itih tipova zemljiSta Vojvodine.
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Nostoc 305
Nostoc 58
Nostoc 40
Nostoc 64
Nostoc 317
Nostoc 22
pGEM

Nostoc 9229 cnewm
Nostoc 312

pGEM
Nostoc 8001 ccap
Nostoc 42

(bp)

A
B
C
D
E
F
G
H
I
J
K
L:

Lane Name

-2645

-1605
-1198

-676

-517
-460

-396
-350

-222
-179

-126

Slika 92. Elektroforegram STRR-PCR amplifikovanih fragmenata DNA azotofiksirajucih
cijanobakterija, grupa sojeva Nostoc |1, analiziran programom Kodak Digital Science 1Dtm. A.
pGEM-(Promega, Medison, Eis.); B. referentni soj Nostoc 8001(CCAP); D. referntni soj Nostoc
9229 (CNCM), C, E-K. sojevi Nostoc iz razli¢itih tipova zemljista Vojvodine.
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Tabela 29. Broj baznih parova (bp) traka sojeva azotofiksiraju¢ih cijanobakterija grupe Nostoc Il, dobijenih STRR-PCR metodom, analiza
programom Kodak Digital Science 1Dtm

Kodak Digital Science 1D™

Name: Oliver Fojkar

A: pGEM

B: Nostoc 8001 CCAP
C: Nostoc 42

D: Nostoc 9229 CNCM
E: Nostoc 312

F: Nostoc 305

G: Nostoc 58

H: Nostoc 40

I: Nostoc 64

J: Nostoc 317

K: Nostoc 22

L: pGEM

MW (bp)
A: pGEM  |B: Cs# #%:1D: E el F G: B H: I: Nostoc 64 |J: K L: pGEM

1 2645 3197.2 1791.7 2531.5 2147.8 2372.7 2072.8 1623.6 1141 539.5 436.5 2645
2 1605 1284 1316.5 1609.7 1316.5 896.2 11466 440.8 861.5 346.2 328 1605
3 1198 1113.2 690.2 1296.9 397.5 569.5 641 2943 4746 3122 298.7 1198
4 676 710.9 2346 1096.9 2829 5135 481.7 224 4 2489 2526 255.1 676
5 517 5723 197.4 1008.7 247.7 4258 264 200.4 2222 227.8 2346 517
6 460 488.8 650.6 1543 3479 231.2 155.9 105.1 1746 188 460
7 396 326.4 479.3 181.6 190.8 1371 139.9 152.8 396
8 350 260.2 278.8 100 104.6 130.8 350
9 222 178.9 110.4 222
10 179 152.1 179
1 126 126
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Tabela 30. Molekulske mase (ng) traka sojeva azotofiksiraju¢ih cijanobakterija grupe Nostoc Il, dobijenih STRR-PCR metodom, analiza
programom Kodak Digital Science 1Dtm

Kodak Digital Science 1D™

Name: Oliver Fojkar

A: pGEM

B: Nostoc 8001 CCAP
C: Nostoc 42

D: Nostoc 9229 CNCM
E: Nostoc 312

é F: Nostoc 305

= G: Nostoc 58

: H: Nostoc 40

‘E I: Nostoc 64

B J: Nostoc 317

¥ 5 K: Nostoc 22

s & L: pGEM
Mass (ng)
A: pGEM B: C: N D: E= B GrrnEeens|H: I: Nostoc 64 |J: Keel L. pGEM

1 3000f @ - 1998 e T 1470 1190 3514 159.2 —eeee 466.3 3000
2 1800 770 2932 557.6 406.5 27.67 1749 — 168.1 — 1414 1800
3 1400 745.3 90.65 7189 1654 795.4 1108 el — 3145 1400
4 800 2053 2918 548 5002 286.9 71.9 2162 J— J— 1282 800
5 600 2140 796 808.9 1040 644.3 628.6 5459 26.65 — 2317 600
6 500 438.2 2060 778.3 2278 989.2 2749 - 92.13 1841 500
7 400 216 1673 1032 218.8 191.1 127.7 976.4 400
8 400 89.71 5079 690.2 — 5202 400
9 300 752.3 595.7 300
10 200 565.3 200
1 200 200

232



Doktorska disertacija Mr Oliver Fojkar

Tabela 31. Pokretljivost traka (cm) sojeva azotofiksiraju¢ih cijanobakterija grupe Nostoc Il, dobijenih STRR-PCR metodom, analiza programom
Kodak Digital Science 1Dtm

Kodak Digital Science 1D™

Name: Oliver Fojkar

A: pPGEM

B: Nostoc 8001 CCAP
C: Nostoc 42

D: Nostoc 9229 CNCM
E: Nostoc 312

F: Nostoc 305

G: Nostoc 58

H: Nostoc 40

|: Nostoc 64

J: Nostoc 317

K: Nostoc 22

L: pGEM

Mobility (cm)
A:pGEM  |B: Crasbassea . [ GHia 228 HH: I: Nostec 64 |J: G - |L: pGEM

1 0.79 0.47 1.50 0.92 1.09 1.30 1.67 2.4€ 461 5.2 0.89
2 1.61 222 2.15 1.70 2.16 3.15 243 5.19 3.26 5.88 6.03 1.72
3 2.20 2.53 3.90 2.19 5.47 4.45 4.10 6.34 4.97 6.19 6.30 2.30
4 37T 3.79 6.99 2.57 6.47 4.76 4.93 7.14 6.84 6.78 6.74 3.89
5 4.65 4.42 7.50 2.81 6.85 5.28 6.66 7.46 7.15 7.08 7.02 473
6 5.02 4.89 4.07 8.20 5.86 7.05 8.17 9.30 7.84 7.64 5.09
7 5.47 6.06 4.95 7.73 7.59 8.55 8.48 8.21 5.57
8 5.85 6.70 6.51 9.47 9.31 8.69 5.92
9 7.25 74T 9.17 7.31
10 7.79 8.25 7.84
11 8.68 8.73
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Kod grupe Anabaena od sedam ispitanih sojeva, soj A. azollae je imao najveci broj traka
u STRR-PCR profilu (9). Dva soja A.7120 (CNCM) i A. cylindrica (CCAP) su imala po 7
traka, 6 traka soj A.316, sojevi A.313 i1 A.316 po 5, dok kod soja A.sphaerica f.conoidea nije

utvrdena ni jednatraka sa STRR-PCR fragmentima.

Rezultati u obliku elektroforegrama STRR-PCR fragmenata DNA azotofiksiraju¢ih
cijanobakterija, grupe sojeva Anabaena, dati su na Slici 93., a rezultati elektroforegrama
analizirani programom Kodak Digital Science 1Dtm su prikazani su na Slici 94. Analize broja
baznih parova (bp), molekulsake mase (ng) i pokretljivost traka (cm) u profilima STRR
azotofiksiraju¢ih cijanobakterija grupe Anabaena, analizani programom Kodak Digital Science
1Dtm su date u Tabelama 32, 33 i 34.

Soj A. azollae, izolovan iz biljke Azolla pinata, je sa cCetiri trake pokazao sliost sa
drugim sojevima Anabaena. Prva traka sa najve¢im brojem baznih parova A. azollae (2969bp)
se poklapa sa prvom trakom A. cylindrica (2979bp). Traka A. azollae sa 1394bp pokazala je
slicnost sa sojevima A.7120 (CNCM) (1353bp) i A.cylindica (1333bp). Soj A. azollae je
pokazao sli¢nost i sa diazotrofnim sojem A.314 u traci od oko 1180bp.

Cetiri soja iz grupe Anabaena imaju trake u STRR-PCR profilima veli¢ine od oko
980bp (A. azollae, A. 313, A.314, A.7120). Tri soja Anabaena imaju trake veli¢ine od oko 880
bp (A.313, A.7120 i A.cylindrica). Pet sojeva Anabaena imaju traku sa priblizno 510bp (A.313,
A.316, A.314, A.azollae, A.7120). Soj Anabaena 316 ima sli¢nosti U tri trake sa tri soja i to: sa
sojem A.314 (trake oko 580bp), sa sojem A.313 sa identicnom trakom 297bp i sa sojem
A.cylindrica (trake oko 260bp). Soj Anabaena 313 ima sli¢nost sa sojem A.7120 (CNCM) u

identi¢noj traci sa 413 bp.

U ovim istrazivanjima pokazano je da najveéi broj ispitivanih sojeva roda Anabaena
nema trake u STRR-PCR profilima manje od oko 250bp (sem po jedne trake sojeva A.7120
(CNCM) i A.cylindrica). Sojevi roda Nostoc uglavnom obiluju trakama sa malim brojem
baznih parova, od oko 100 do 250 bp.
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Slika 93. Elektroforegram STRR-PCR amplifikovanih fragmenata DNA azotofiksiraju¢ih
cijanobakterija, grupa sojeva Anabaena. A. pGEM- (Promega, Medison, Eis.); E. referntni soj
A.azollae (DBS); G. referentni soj Anabaena 7120 (CNCM); H. referentni soj A.cylindica
(CCAP); B,C,D,F. sojevi Anabaena iz razli¢itih tipova zemljiSta Vojvodine.
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Slika 94. Elektroforegram STRR-PCR amplifikovanih fragmenata DNA azotofiksirajucih
cijanobakterija, grupa sojeva Anabaena, analiziran programom Kodak Digital Science 1Dtm.
pGEM- (Promega, Medison, Eis.); E. referntni soj A.azollae (DBS); G. referentni soj Anabaena
7120 (CNCM); H. referentni soj A.cylindica (CCAP); B,C,D,F. sojevi Anabaena iz razli¢itih
tipova zemljiSta Vojvodine.

236



Doktorska disertacija

Mr Oliver Fojkar

Tabela 32. Broj baznih parova (bp) traka sojeva azotofiksiraju¢ih cijanobakterija grupe Anabaena,
programom Kodak Digital Science 1Dtm

Kodak Digital Science 1D™

dobijenih STRR-PCR metodom, analiza

Name: Oliver Fojkar

A: pGEM

B: Anabaena 313
C: Anabaena 316
D: Anabaena 314
E: Anabaena azollae DBS

F: Anabaena sphaerica f.conoidea

G: Anabaena 7120 CNCM
H: Anabaena cylindrica CCAP

I: pPGEM
MW (bp)
A: pGEM Dy “J": e E:
1 2645 581 1776.9 2960.2 1353.6 E
2 1605 889.1 505.1 1182.5 7700.6 977.7 1853.3 1605
3 1198 502.6 366.7 977.7 1394.9 871.4 1466.4 1198
4 676 413.5 297.2 584 1176.6 510.2 1333.4 676
5 517 297.2 259.6 502.6 987.6 413.5 898 517
6 460 315.6 523.1 246.9 263.5 460
7 396 439 187.5 160.6 396
8 350 387.4 350
9 222 326.8 222
10 179 179
11 126 126
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Tabela 33. Molekulsake mase (ng) traka sojeva azotofiksatorskih cijanobakterija grupe Anabaena, dobijenih STRR-PCR metodom, analiza
programom Kodak Digital Science 1Dtm

Kodak Digital Science 1D™

Name: Oliver Fojkar

A: pGEM

B: Anabaena 313

C: Anabaena 316

D: Anabaena 314

E: Anabaena azollae DBS

F: Anabaena sphaerica f.conoidea
G: Anabaena 7120 CNCM

H: Anabaena cylindrica CCAP

I: pPGEM
Mass (ng)
A: pGEM BE C: Diii = G: HEtm el I: pGEM
1 3000 567.4 686.8 1245 m———— 792.9 80.08 3000
2 1800 145.9 2236 1288 10.62 2163 305.1 1800
3 1400 2162 1382 1613 199.4 2076 669.3 1400
4 800 696.7 1718 1766 1204 163.1 731.8 800
5 600 466.4 826.5 1934 749.3 1831  —- 600
6 500 1864 1939 443 .1 1132 500
7 400 3175 540.4 4980 400
8 400 757.8 400
9 300 3012 300
10 200 200
11 200 200
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Mr Oliver Fojkar

Tabela 34. Pokretljivost traka (cm) sojeva azotofiksiraju¢ih cijanobakterija grupe Anabaena,
programom Kodak Digital Science 1Dtm

Kodak Digital Science 1D™

dobijenih STRR-PCR metodom, analiza

Name: Oliver Fojkar

A: pGEM

B: Anabaena 313

C: Anabaena 316

D: Anabaena 314

E: Anabaena azollae DBS

F: Anabaena sphaerica f.conoidea
G: Anabaena 7120 CNCM

H: Anabaena cylindrica CCAP

l:

pGEM
Mobility (cm)
A: pGEM Bl C: D E: G: Hida
1 0.86 2.94 4.42 1.54 0.68 2.03 0.90
2 1.64 3.22 4.80 2.42 1.61 2.95 1.50 1.87
3 2.26 4.83 5.72 2.95 1.95 3.28 1.81 2.30
a 3.80 5.40 6.32 4.41 2.42 4.79 2.08 3.87
5 4.68 6.32 6.70 4.83 2.93 5.37 3.21 4.73
6 5.06 6.16 4.71 6.84 6.67 5.10
7 5.48 5.21 7.63 8.08 5.63
8 5.89 5.58 5.93
9 7.26 6.05 7.29
10 7.79 7.81
11 8.65 8.66
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U grupi ostalih azotofiksiraju¢ih cijanobakterija utvrdili smo da sojevi roda
Cylindrospermum poseduju razli¢it broj traka u STRR-PCR profilima: Cylindrospermum 105b
(11), Cylindrospermum 309 (8), Cylindrospermum 108 (6), dok je kod soja Cylindrospermum

105a utvrdeno svega Cetiri trake.

Rezultati u obliku elektroforegrama STRR-PCR fragmenata DNA grupe ostalih
azotofiksatorskih cijanobakterija su dati na Slici 95., a rezulteti elektroforegrama analizirani
programom Kodak Digital Science 1Dtm su prikazani na Slici 96. Analize broja baznih parova
(bp), molekulske mase (ng) i pokretljivost traka (cm) u profilima STRR ove grupe
azotofiksatorskih cijanobakterija, analizani programom Kodak Digital Science 1Dtm su date u
tabelama 35, 36 i 37.

Kod sojeva roda Cylindrospermum utvrdeno je osam zajednickih, sli¢nih traka po broju
baznih parova. Traka sa oko 410bp je zastupljena kod sva Cetiri ispitivana soja (Cyl.105a,
Cyl.105b, Cyl.108, Cyl.309). Osim soja Cyl.105a, ovi sojevi imaju jo§ 2 zajedniCke trake
veli¢ine 910 i 187 bp. Traka sa oko 300 bp je zastupljena kod tri razliCita soja
Cylindrospermum (Cyl.105a, Cyl.105b, Cyl.108).

Ovi rezultati ukazuju na slicnu genetsku strukturu konzervativnih sekvenci kod
istarzivanih sojeva Cylindrospermum od kojih tri poti¢u iz zemljista arenosol (Suboticko —

horgogka pes¢ara), a jedan Cyl.309 iz zemljiita Gernozem (Rimski Sancevi).

Kod sojeva iz roda Calotrix je utvrdeno da soj Calotrix 107a, iz zemljista arenosol,
poseduje 8 traka u STRR-PCR profilu, a referentni sojevi Calotrix 7504 (CNCM) i Calotrix
7521 (CNCM) svega po jednu traku. Soj Calotrix 107a i Calotrix 7504 (CNCM) su pokazali
sli¢nost u jednoj traci od oko 480 bp.

Kod soja Phormidium sp. smo utvrdili postojanje 9 traka u STRR-PCR profilu, a kod
soja Phormidium 25, koji je poreklom iz ¢ernozema, tri trake. Ova dva soja poseduju dve sli¢ne
trake sa 345bp i 229bp.

Kod soja Fischerella 7521 (CNCM), koji potic¢e iz vrelih izvora NP Jelouston, SAD,
utvrdili smo 9 traka u STRR-PCR profilu. Soj Rivularia 307 se odlikovao sa 12 traka u STRR-
PCR profilu.
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Slika 95. Elektroforegram STRR-PCR amplifikovanih fragmenata DNA azotofiksiraju¢ih
cijanobakterija, grupa sojeva: Cylindrospermum, Calotrix, Fischerella, Rivularia, Phormidium.
pGEM- (Promega, Medison, Eis.); G. referntni soj Calotrix 7103 (CNCM); H. referentni soj
Calotrix 7504 (CNCM); I. referentni soj Fisherella 7521 (CNCM); J. referentni soj Rivularia
307 (DBS), L. referentni soj Phormidium sp. (DBS). B-F.K. sojevi iz razli¢itih tipova zemljista
Vojvodine.
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Slika 96. Elektroforegram STRR-PCR amplifikovanih fragmenata DNA azotofiksirajucih
cijanobakterija, grupa sojeva Cylindrospermum, Calotrix, Fischerella, Rivularia, Phormidium,
analiziran programom Kodak Digital Science 1Dtm. pGEM- (Promega, Medison, Eis.); G.
referntni soj Calotrix 7103 (CNCM); H. referentni soj Calotrix 7504 (CNCM); I. referentni soj
Fisherella 7521 (CNCM); J. referentni soj Rivularia 307 (DBS), L. referentni soj Phormidium
sp. (DBS). B-F,K. sojevi iz razli¢itih tipova zemljista Vojvodine.
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Tabela 35. Broj baznih parova (bp) traka sojeva azotofiksirajucih cijanobakterija grupe Cylindrospermum, Calotrix, Fischerella, Rivularia,
Phormidium, dobijenih STRR-PCR metodom, analiza programom Kodak Digital Science 1Dtm

Kodak Digital Science 1D™

Name: oliver Fojkar

A: pGEM

B: Cylindrospermum 105a
C: Cylindrospermum 105b
D: Cylindrospermum 108
E: Cylindrospermum 309
F: Calotrix 107a

G: Calotrix 7103 CNCM
H: Calotrix 7504 CNCM
| Fischerella 7521 CNCM
J: Rivularia 307 DBS
K: Phormidium 25

L: Phormidium sp. DBS

M: pGEM
MW (bp)
A: pGEM C: DiEsBiag|E: . - [<H B JE K B2 M: pGEM

1 2645 414.2 1154 911 906.2 790.5 4748 386.8 1365.4 794.7 3446 2645
2 1605 302.2 915.8 407.7 519.2 630.6 1229.1 567.7 2299 2605 1605
3 1198 170.4 761.9 303.8 414.2 490 730.6 487.5 194.3 1022.7 1198
4 676 141.8 579.8 226.3 265 355.6 579.8 429.7 906.2 676
5 517 409.8 188.3 229.9 300.6 469.9 369 604.7 517
6 460 353.8 141 187.3 2251 390.9 321.8 5111 460
7 396 299 137.4 197 .4 2822 286.7 393 396
8 350 266.4 104.5 1448 2514 2423 346.4 350
9 222 2125 237.3 202.7 2299 222
10 179 187.3 183.4 179
1 126 167.7 167.7 126
12 134.5
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Tabela 36. Molekulske mase (ng) traka sojeva azotofiksirajucih cijanobakterija grupe Cylindrospermum, Calotrix, Fischerella, Rivularia,
Phormidium, STRR-PCR metodom, analiza programom Kodak Digital Science 1Dtm

Kodak Digital Science 1D™

Name: oliver Fojkar

A: pGEM

B: Cylindrospermum 105a
C: Cylindrospermum 105b
D: Cylindrospermum 108
E: Cylindrospermum 309
F: Calotrix 107a

G: Calotrix 7103 CNCM
H: Calotrix 7504 CNCM
|: Fischerella 7521 CNCM
J: Rivularia 307 DBS
K: Phormidium 25

L: Phormidium sp. DBS

=
¥
n
=
=
-

M: pGEM
Mass (ng)
A: pGEM Bylkagy w|C: D: : B FiW G: Hbasi I: JAneimeig | K: |E: - |M: pGEM

1 3000 f— ] T I 902.7 1451 2019 625.9 27.66 f— 7.748 3000
2 1800 7239 2 - 1015 31.47 2753 1768 659.5 548.8 1800
3 1400 338.7 f— 2075 78.8 1636 2594 1279) - — 1400
4 800 5113 — 462.8 382.4 926.2 6§561.7 2306 684.8 800
5 600 751.7 4542 1054 1682 1459 786.5 1357 600
6 500 637.1 414.6 1685 2989 4271 2850 1260 500
7 400 1456 929.1 1408 1322 339.2 2034 400
8 400 840.3 83.37 2682 68.8 1650 427.6 400
9 300 4991 477.5 233.3 323.6 300
10 200 297.5 658.6 200
1 200 553.1 904 200
12 126.8
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Tabela 37. Pokretljivost traka (cm) sojeva azotofiksiraju¢ih cijanobakterija grupe Cylindrospermum, Calotrix, Fischerella, Rivularia,
Phormidium, dobijenih STRR-PCR metodom, analiza programom Kodak Digital Science 1Dtm

Kodak Digital Science 1D™

Name: oliver Fojkar

A: pPGEM

B: Cylindrospermum 105a
C: Cylindrospermum 105b
D: Cylindrospermum 108
E: Cylindrospermum 309

F: Calotrix 107a

G: Calotrix 7103 CNCM
H: Calotrix 7504 CNCM
|: Fischerella 7521 CNCM
J: Rivularia 307 DBS
K: Phormidium 25

L: Phormidium sp. DBS

(NN}

8|

M: pGEM
Mobility (cm)
A: pGEM B | C: DiziiZaniill|E: [ZrE G: Hawiga a1 Jasdiinl K: [ - |M: pGEM

1 0.73 5.07 2.32 297 297 3.34 4.71 5.27 1.85 3.32 5.57 0.55 0.82
2 1.48 591 293 512 4.47 3.94 213 4.23 6.66 0.79 1.60
3 2.06 7.48 3.43 5.89 5.07 4.61 3.52 461 7.1 264 219
4 3.59 7.97 4.17 6.71 6.29 5.48 418 4.99 2.95 3.69
6 4.37 5.10 7.19 6.66 5.94 473 5.38 4.04 4.49
6 471 5.50 7.98 7.22 6.70 5.21 5.74 4.51 4.85
7 5.13 5.95 8.06 7.08 6.10 6.06 5.21 5.26
8 5.50 6.26 8.79 7.94 6.42 6.51 5.57 5.62
9 6.80 6.87 6.59 7.01 6.66 6.94
10 7.36 721 7.25 7.45
1 8.15 7.52 752 8.25
12 8.10
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REZULTATI GENETICKE KARAKTERIZACIJE CIJANOBAKTERIJA

Rezultati dobijeni STRR- PCR karakterizacijom ispitivanih sojeva cijanobakterija su
prikazani dendogramom koji ukazuje na stepen razlicitosti u profilima sojeva (Slika 97.). Na
dendogramu se jasno uocava da se 38 ispitivanih sojeva mogu podeliti u tri grupe, klastera, koji

se medusobno razlikuju 100%.

Prvi klaster je najveéi i obuhvata 24 soja. Ovaj klaster se deli na dva subklastera, od
kojih prvi la obuhvata 12 sojeva, od ¢ega 8 sojeva iz roda Nostoc, 2 soja iz roda Calothrix, i

jedan iz rodova Phormidium i Fisherela.

Drugi subklaster Ib obuhvata takode 12 sojeva od ¢ega 6 sojeva pripada rodu Anabaena
(A.313, A.7120, A.314, A.316, A.azollae, A.cylindrica), 5 sojeva pripadaju rodu Nostoc (N.311,
N.308, N.306, N.64 i N.305) i 1 soj Phormidium sp. Subklaster la i Ib pokazuju razli¢itost od
90%.

U okviru Ia subklastera posebnu granu ¢ine Nostoc 8001 (CCAP) (izolovan iz
G.dentata) i soj N.58 izolovan iz zemljiSta soloncaka, koji su medusobno sli¢ni 40%, a samo
20% sa ostalim sojevima ovog subklastera. | druga dva simbiozna, infektivna, soja Nostoc se
nalaze u ovom subklasteru, ali u posebnoj grani: N.7901 (CCAP) (izlovan iz G.dentata) i
N.9229 (CNCM) (izolovan iz G.monoica). Svaki od njih ima 50% sli¢nosti sa po jednim
diazotrofnim sojem Nostoc-a izolovanim iz zemljista Vojvodine: N.7901 sa diazotrofnim sojem
N.301 koji je izolovan iz zemljista solonjec, a s0j N. 9229 sa sojem N.310 koji potice takode iz
solonjeca. U istoj grani je i grupa sojeva Calothrix 7103 (CNCM) i Calothrix 7504 (CNCM)
koji su ispoljili slicnost od 90%, $to je maksimum u ovim istrazivanjima. Soj Phormidium 25

pokazuje 80% sli¢nosti sa ovim sojevima, dok se Nostoc 312 razlikuje od njih oko 55%.

Diazotrofni sojevi Nostoc koji pripadaju klasteru la imaju izraZen aserijalni stadijum,

koji je tipi¢an za rod Nostoc. Karakteristike ispitivanih sojeva su prikazane u Tabeli 39.
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Tree Diagram for 38 Variables
Complete Linkage
Percent disagreement
N.7901 ' ' : '
N ;
N.9229

A.azollae —
A.cylindrica

/1.108 ! lla

b
b
ia , llla
4
2
1

N.40 ] Ii Ilb
N.22

0 20 40 60 80 100 120
(Dlink/Dmax)*100

Slika 97. Dendogram sli¢nosti ispitivanih sojeva cijanobakterija na osnovu STRR-PCR fingerprinta
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U posebnoj grani subklastera Ia se naSao i soj Fisherela 7521 (CNCM), koji potice iz
vrelih izvora NP Jelouston, SAD. Ovaj soj se razlikuje 75% od 9 sojeva prethodne grane, a od
sojeva N.8001 i N.58 se razlikuje 80%.

Subklaster Ib se deli na dve grane. Manja grana sadrzi simbiozni soj Anabaena azollae,
A.cylindrica i Phormidium sp. Ova grana pokazuje 15% sli¢nosti sa ostalim sojevima u drugoj
grani subklastera Ib. Soj Anabaena azollae i A.cylindrica su pokazale medusobnu sli¢nost od
40%. A.azollae je simbiozni soj izolovan iz vodene paprati Azolla pinata, ima 9 traka u STRR-
PCR profilu. Drugi soj A.cylindrica je diazotrofni, ima 7 traka u profilu. Soj Phormidium sp. je

pokazao razli¢itost od 65% u odnosu na sojeve u podgrupi A.azollae i A.cylindrica.

U okviru druge grane Ib grupe Anabaena: A.313, A.7120 (CNCM), A314 i A.316 Cine
posebnu podgrupu sojeva koji pokazuju medusobnu sli¢nost od 55%. Ovi diazotrofni sojevi,
sem A.7120 (CNCM), su izolovani iz zemljista ¢ernozem, imaju 5 ili 6 traka u STRR-PCR
profilima, a dominantna traka je veli¢ine oko 502 bp. Znacajnu sli¢nost od 85% su pokazli
sojevi A.313 1 A.7120 (CNCM).

Dva soja Nostoc su pokazala slicnost od 40% sa ovom grupom Anabena: N.305 i N.306
(iz ritske crnice) i N.64 (iz solonjeca). Oba soj