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BIODIVERZITET KVASACA U ZEMLJISTU I NJIHOV ZNACAJ U
ODRZIVOJ POLJOPRIVREDI

REZIME

Metode konvencionalne proizvodnje koje se primenjuju u savremenoj poljoprivrednoj
proizvodnji, dovele su do naruSavanja stabilnosti prirodnih i agroekosistema.
Nekontrolisana upotreba pesticida, mineralnih dubriva i drugih sintetickih hemijskih
jedinjenja, predstavljaju opasnost po zdravlje ljudi i okoline. Diverzitet zemlji$nih
mikroorganizama je od kljuénog znacaja za odrzavanje stabilnosti i produktivnosti u
ekosistema zbog njihove uloge u procesima transformacije organske materije,
uklanjanja toksi¢nih jedinjenja, formiranja i odrzavanja strukture zemljista, stimulacije
rasta biljaka, i drugih znacajnih uloga. Ops$tem mikrobnom diverzitetu u zemljistu
doprinose i kvasci, jednocelijski eukariotni mikroorganizmi.

Cilj istrazivanja je bio stvaranje kolekcije kvasaca iz razli€itih zemljiSta 1 ispitivanje
njihove prakti¢ne primene u odrzivoj poljoprivredi. Za ispitivanje mikrobnog diverziteta
zemljiSta koriS¢ene su standardne mikrobioloske i molekularna PCR-DGGE metoda.
Izolacija kvasaca je izvrSena metodom nakupljanja. Dobijeno je jedanaest izolata koji su
okarakterisani i identifikovani na osnovu morfoloskih, odgajivackih, ekoloskih,
biohemijskih i enzimskih karakteristika. Molekularna identifikacija izolata je izvrSena
umnozavanjem i sekvencioniranjem D1/D2 regiona i poredenjem dobijenih sekvenci sa
sekvencama dostupnim u GenBank bazi podataka. Izolati kvasaca su identifikovani do
nivoa vrste i to Cetiri izolata kao Candida tropicalis (2TD2912B, 3TDO0905L,
4TD1101S i Avinl312L), cetiri izolata kao Cyberlindnera saturnus (CK2404l,
1KD1983V, 2KD3007J i Cvin1610M) i preostala tri kao Schwanniomyces occidentalis
(BK0302D) Hanseniaspora uvarum (EK1605T) i Rhodotorula mucilaginosa
(SK0809R). Dodatna karakterizacija kvasaca koji pripadaju razli¢itim rodovima je
odredena pomoc¢u Raman spektroskopije.

U cilju ispitivanja moguénosti primene kvasaca kao stimulatora biljnog rasta (PGP) je
odredena produkcija indol sir¢etne kiseline (IAA), transformacija azotnih jedinjenja i
solubilizacija fosfata. Najveca sposobnost solubilizacije fosfora utvrdena je kod izolata
Schwanniomyces occidentalis (BK0302D), stvaranje nitrata kod Rhodotorula

mucilaginosa (SK0809R), a produkcija indol siréetne kiseline kod izolata Candida



tropicalis (3TD0905L). Antagonizam prema fitopatogenim gljivama Pythium
aphanidermatum 1 Botrytis cinerea je utvrden primenom dvojnih kultura. Visok
procenat antagonizma prema Botrytis cinerea su ispoljila dva izolata Candida tropicalis
(3TD0905L i Avin1312L). Na osnovu rezultata odnosno produkcije IAA, rastvorljivosti
fosfata i transformacije azotnih jedinjenja, izabrana su cetiri izolata za ispitivanje
njihovog uticaja na rast biljaka. Uticaj izabranih izolata na slacicu (Sinapi salba L.),
crvenu detelinu (Trifolium pretense L.), suncokret (Helianthus annuus L.), pSenicu
(Triticum wvulgare L.) i zelenu salatu (Lactuca sativa) pracen je u kontrolisanim
uslovima, a dobijeni rezultati potvrduju napred ispitivana PGP svojstva in vivo.
Sposobnost izolata kvasaca u bioakumilaciji bakra ispitana je metodom opticke
emisione spektrometrije sa indukovanom spregnutom plazmom (ICP-OES). Najveci
procenat bioakumulacije bakra je utvrden kod Candida tropicalis (4TD1101S).
Analizom spektra dobijenog Raman spektroskopijom, uo¢eno je prisustvo CusS i/ili Cu,.
xs (0<x<1) mineralnog kompleksa, kao i indukovana sinteza metalotioneina u vidu Cu-
tioneina uz porast udela cistinskog sadrzaja. Zapazene su i izvesne promene U Raman
pikovima nukleobaza 1 aromati¢nih aminokiselina, §to je odraz specificnog odgovora
date vrste kvasca na stres.

Rezultati disertacije ukazuju na potencijal zemljisnih izolata kvasaca za primenu u
odrzivoj poljoprivredi i bioremedijaciji oSte¢enih ekosistema i na taj nadin kvasci
postaju mocan alat u razli¢itim oblastima biotehnologije. Takode, razjasnjenje pojedinih
mehanizama unutar celija kvasaca ukazuju da ova istrazivanja mogu doprineti

razjasnjenju nekih fundamentalnih procesa u ¢elijama eukariotnih mikroorganizama.

Kljuéne rec¢i: kvasci, biodiverzitet, Raman spektroskopija, stimulacija rasta biljaka,

bioakumulacija Cu, odrziva poljoprivreda.

Naucna oblast: Mikrobiologija

UZa nau¢na oblast: Ekoloska mikrobiologija

UDK: 631.466: 631.95 (043.3)



BIODIVERSITY OF SOIL YEASTS AND THEIR IMPORTANCE IN
SUSTAINABLE AGRICULTURE

ABSTRACT

Conventional agriculture, which has been applied in modern food production has
severely affected ecosystem’s stability. Improper use of pesticides, herbicides, mineral
fertilizers, as well as other synthetic compounds, represents a serious threat for the
human kind and nature. The diversity of soil microorganisms is crucial for maintaining
stability and productivity of the ecosystem. Soil microorganisms play an important role
in the processes of transformation of organic matter, removal of toxic compounds, the
formation and maintenance of soil structure, stimulation of plant growth, etc. Yeasts
belong to unicellular soil microorganisms group that play a significant role in the
ecosystem and contribute to the general biodiversity. The aim of this thesis was to
create the collection of yeast strains that originate from the different soil types and
testing their potential for the application in sustainable agriculture. Standard
microbiological and molecular PCR-DGGE method are used to examine the microbial
diversity of soil.

Yeasts strains have been isolated by the accumulation method. Finally, eleven isolates
were characterized and identified based on morphological, cultivation, ecology,
biochemical, and enzyme characteristics. Molecular identification was based on
multiplication and D1/D2 region sequencing. The obtained sequences have been
compared with those from GenBank basis. Yeasts isolates were identified up to the
species level: four isolates were Candida tropicalis (2TD2912B, 3TD0905L, 4TD1101S
I Avinl312L), four isolates were Cyberlindnera saturnus (CK24041, 1KD1983V,
2KD3007J i Cvinl610M) and the last three were Schwanniomyces occidentalis
(BK0302D), Hanseniaspora uvarum (EK1605T) and Rhodotorula mucilaginosa
(SKO0809R). Additional characterization was performed with the Raman spectroscopy.
Several assays were applied in order to estimate the yeasts potential in plant growth
promoting (PGP): indole acetic acid production (IAA), transformation of nitrogen
compounds and phosphate solubilisation. The most efficient in matter of solubilisation

of phosphate was Schwanniomyces occidentalis (BK0302D), while Rhodotorula



mucilaginosa (SKO0809R) has the highest potential in the nitrate production. The
production of indole acetic acid has been the most pronounced in Candida tropicalis
strain  (3TD0905L). Antagonism against phytopathogenic  fungi, Pythium
aphanidermatum and Botrytis cinerea, was accessed by dual culture method. Two
strains of Candida tropicalis (3TD0905L i Avin1312L) showed high percentage of
antagonism toward Botrytis cinerea.

Based on its ability to produce 1AA, to solubilise phosphate and to transform nitrogen
compounds, four isolates were selected and their ability to affect the plant growth has
been studied. Several plant species were selected: mustard (Sinapis alba L.), red clover
(Trifolium pretense L.), sunflower (Helianthus annuus L.), wheat (Triticum vulgare L.),
and lettuce (Lactuca sativa). This experiment confirmed the PGP ability in vivo.
Inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy (ICP-OES) was applied in
order to examine the ability of the selected yeasts strains to absorb copper. The highest
percentage of copper bioaccumulation exhibited Candida tropicalis (4TD1101S).
Raman spectrum of Cu-treated yeast has shown the creation of CuS or CuyS (0<x<1)
mineral complex, as well as the induced metallothionein synthesis in the form of Cu-
tioneine and the increase of cystine content. On the basis of the Raman spectra, changes
in the peaks of nucleobases and aromatic amino acids have been determined, which
represent a specific response of the yeast species to the stress conditions.

The results of this thesis show that soil yeasts have promising potential in sustainable
agriculture as well as in bioremediation of impaired ecosystems. In this way, yeasts
become a powerful tool in different areas of biotechnology. Also, the understanding of
some mechanisms into the yeast cells, suggest that this research may contribute to the of
some fundamental processes in cells of eukaryotic microorganisms.

Key words: yeasts, biodiversity, Raman spectroscopy, plant growth promoting,

bioaccumulation of Cu, sustainable agriculture

Scientific field: Microbiology
Scientific discipline: Microbial ecology
UDK: 631.466: 631.95 (043.3)
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1. UVOD

Industrijalizacija, konvencionalna poljoprivredna proizvodnja i nekontrolisana
eksploatacija prirodnih resursa dovele su do naruSavanja ravnoteze u zivotnoj sredini.
Od pocetka 60-ih godina XX veka, znacajno se povecala poljoprivredna proizvodnja,
kao 1 potro$nja hrane na svetskom nivou (Hajdukovi¢, 2010). Zbog povecanja potreba
za proizvodnjom hrane, Sire se poljoprivredne povrSine, intezivira proizvodnja i
povecava upotreba sredstava za zastitu, primena agrotehnickih mera i mineralnih
dubriva na bazi azota (N), fosfora (P) 1 kalijuma (K), a sve u cilju vecih prinosa i bolje
otpornosti. Primena ovakvog nacina proizvodnje ima za posledicu degradaciju resursa
(zemljiste, voda i vazduh), koji imaju ograni¢enu sposobnost obnavljanja. Kako bi se
smanjili negativni uticaji na zivotnu sredinu i zdravlje ljudi neophodno je redukovati
upotrebu hemikalija, a favorizovati poljoprivredne tehnike i mere koje optimalno koriste
prirodne resurse.

Za odrzavanje stabilnosti i produktivnosti agro-ekosistema od klju¢nog znacaja su
mikroorganizmi, zbog njihove uloge u procesima razlaganja organske materije, kruzenja
azota, fosfora, ugljenika i sumpora, formiranja strukture zemljista, uklanjanja toksi¢nih
jedinjenja, suzbijanja biljnih bolesti, stimulaciji rasta biljaka i proizvodnji obnovljivih
izvora energije.

U zemljiStu su prisutni 1 kvasci, jednocelijski eukariotni mikroorganizmi, koji se
sistematski svrstavaju u gljive i znacajno doprinose opStem biodiverzitetu. Znacajan
potencijal u odrZivoj poljoprivredi predstavljaju mikroorganizmi stimulatori biljnog
rasta, koji mogu biti veoma vazna komponenta u ostvarivanju povecanja kvaliteta i
kvantiteta prinosa useva. Kvasci stupaju u interakciju sa biljkama u zoni rizosfere i
direktno ili indirektno stimuliSu rast korena, povecavaju¢i dostupnost hranljivih
materija. Takode, imaju sposobnost da sintetiSu indol siréetnu kiselinu, poliamine,
gibereline i antimikrobna jedinjenja.

Medu esencijalnim makronutrijentima neophodnih za bioloski rast 1 razvoj biljaka je i
fosfor. U zemljiStu se kao 1 vecéina esencijalnih hranljivih materija nalazi u
nerastvornom obliku, nedostupan biljkama. Jedan od nacina da se ovaj problem resi je
primena fosfatnih dubriva, koja su dosta skupa i Cesto se neracionalno koriste. Zbog

toga postoji potreba za alternativnim reSenjem, kao Sto su fosfosolubilizirajuéi
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mikroorganizmi, medu kojima su i zemljisSni kvasci, koji imaju vaznu ulogu u
prevodenju nerastvorljivih oblika fosfora u rastvorljiv i na taj nafin omogucavaju
odrzivo koriS¢enje fosfatnih dubriva, ali i oCuvanje zdravlja zemljista.

Tehnologije kojima se sve viSe tezi, kada je u pitanju zastita bilja su primena
agrotehnickih mera, bioloSkih produkata i antagonistickih organizama, uvodenje
kompetitorskih vrsta, superparazita ili predatora. Kada su u pitanju kvasci, njihove
antagonisticke karakteristike mogu se pripisati razli¢itim mehanizmima, kojima se na
efikasan i bezbedan nac¢inkontrolisu biljne bolesti i StetoCine.

Najveci broj istrazivanja o kvascima radena su in vitro u kontrolisanim uslovima i u
odsustvu velikog broja faktora, koji mogu da uti¢u na metabolizam kvasaca, kada se oni
nalaze u njihovom prirodnom staniStu. Zbog toga je neophodno upoznavanje
mehanizama transformacije i produkcije mnogih bioloskih vaznih jedinjenja in situ, kao
1 faktora koji uticu na ove procese, radi boljeg razumevanja uloge kvasaca u agro-

ekosistemima i moguénosti za njihovu uspesnu primenu u odrzivoj poljoprivredi.
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2. PREGLED LITERATURE

Brojna istrazivanja u svetu, u protekle dve decenije, ukazuju da je funkcionisanje
ekosistema direktno zavisno od biodiverziteta, ali su znanja o biodiverzitetu u zemljiStu
jos uvek ograni¢ena (Peter et al., 2011; Delgado-Baquerizo et al., 2016). Mikrobne
zajednice se odlikuju multifunkcionalno$¢u, odnosno obavljaju istovremeno brojne i
kljuéne ekosistemske funkcije i usluge, uklju¢uju¢i kruzenje nutrijenata, primarnu
proizvodnju, razlaganje organske materije i regulaciju klime (Bodelier, 2011; Bardgett
I Van der Putten, 2014; Delgado-Baquerizo et al., 2016). Ocuvanje ekosistemskog
diverziteta na Zemlji, produktivnost biljaka i kruzenje nutrijenata spada u najvaznije
uslove za oCuvanje i upravljanje u prirodnim, ali i agroekosistemima (Wardle et al.,
2004). Stoga ¢e se gubitak mikrobnog biodiverziteta, koji nastaje kao posledica
promena u zivotnoj sredini, kao Sto su koriSéenje zemljista i globalne klimatske
promene, odraziti na kapacitet mikroorganizama u obavljanju osnovnih ekosistemskih
funkcija (Tedersoo et al., 2014).

Znacajna komponenta mikrobnog diverziteta u zemljiStu su gljive, koje kao heterotrofni
organizmi daju podrSku kljuénim procesima u kopnenim ekosistemima. Zbog sinteze
razli¢itih enzimskih sistema, one su ukljuene u mnoga kruzenja nutrijenata, ¢ime se
osiguravaju vazne ekosistemske usluge, kao $to je mobilizacija i promet nutrijenata, ali i
neophodne u zemljiSnim ekosistemima, jer su jedini organizmi sposobni da transformiSu
lignin. Na taj nacin, gljive osiguravaju ishranu velikog broja razliCitih heterotrofnih
organizama. U principu, gljive koje zive u zemljiStu mogu se svrstati u dve
funkcionalne grupe: filamentozne visecelijske gljive i uglavnom, jednocelijske kvasce.
Obe se mogu na¢i u grupama Asco- i Basidiomycota. Kvasci predstavljaju vazne
komponente mnogih ekosistemima 1 znacajno doprinose opStem biodiverzitetu, ali se
pretpostavlja da je opisano samo oko 5 % kvasaca koji postoje u prirodi (Deak, 2009).
U prirodi se nalaze u zemlji$tu i vodenim sredinama, ali 1 asocijaciji sa biljkama ili
insektima, beskicmenjacima i ribama u veoma razli¢itim ekoloSkim niSama.

Kvasci uglavnom imaju ekonomski zna¢aj u mikrobnoj biotehnologiji, poljoprivredi i
medicini. Zbog toga je otkrivanje novih sojeva, ili ¢ak vrsta i njihova identifikacija
veoma znacajna. Posebno treba ista¢i, da je zemljiSte veliki rezervoar brojnih vrsta

kvasaca (Wuczkowski i Prillinger, 2004), koji potencijalno mogu imati ekonomski
3
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znacaj. Ako se prihvati, da je procenat poznatih vrsta kvasaca samo 5 % od ukupnog
broja koji nastanjuju Zemlju, a da je zemljiste veliki rezervoar ovih mikroorganizama,
onda postoji veliki prostor za trazenje novih vrsta, koje se mogu iskoristiti u odrzivoj

poljoprivredi.

2.1. Biodiverzitet kvasaca u zemljistu

ZemljiSte predstavlja slozen i dinamican bioloski sistem u kome brojne mikrobne
populacije doprinose biodiverzitetu. Diverzitet je vazan i neodvojiv deo svakog
ekosistema i ima ulogu u odrZzanju strukture i funkcija ekosistema. Mikroorganizmi su
od kljucnog znacaja za odrzavanje funkcije zemljista u prirodnim i agroekosistemima,
zbog uloge u procesima formiranja strukture zemljiSta, razlaganja organske materije,
uklanjanja toksi¢nih jedinjenja, kruZenja ugljenika, azota, fosfora i sumpora (Van Elsas
et al., 2006).

Vazna komponenta mikrobnog diverziteta u zemljistu su 1 gljive, ukljucujuéi i kvasce.
Tipi¢ni zemlji$ni kvasci pripadaju rodovima: Cryptococcus, Debaryomyces, Lindnera,
Lipomyces, Rhodotorula i Schizoblastosporion (Vaz et al., 2011). Vrste kvasca, koje
pripadaju rodovima Cryptococcus, Debaryomyces, Lipomyces i Schizoblastosporion
1zolovane su iz razliCitih tipova zemljista, Sto ukazuje da je zemljiSte ekoloSka niSa za
ove kvasce (Phaff i Starmer, 1987). Sposobnost autohtonih zemljisnih kvasaca da
opstanu u zemljistu, objaSnjava se brojnim mehanizmima adaptacije. Na primer, vecina
ovih kvasaca poseduje Sirok spektar metabolickih aktivnosti koje im omogucavaju da
asimiliraju hidroliticke proizvode biljnog materijala, koji nastaje nakon aktivnosti plesni
i prokariota. Takode, Lipomyces i Williopsis saturnus stvaraju otporne spore, dok neki
poput Lipomyces, Cryptococcus i Rhodotorula proizvode egzopolimerne kapsule, koje
im omogucavaju bolje prezivljavanje u staniStima, koja su siromasna dostupnim
hranljivim materijama.

Osnovna karakteristika zemljiSta kao staniSta je ogromna prostorna i vremenska
heterogenost u pogledu fizicko-hemijskih karakteristika, uklju¢uju¢i dostupnost
hranljivih materija i vode, veli€ine pora, temperatura itd. To rezultira i heterogenos¢u u
brojnosti mikroorganizama, kao i1 bioloSkim procesima, koji igraju klju¢nu ulogu u

funkcionisanju ekosistema. Istrazivanja su pokazala da postoji neujednacena distribucija
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mikrobne biomase u zemljistu, uklju¢ujuéi i kvasce, $to najverovatnije odrazava
ekolosku heterogenost tipi¢nu za zivi svet u zemljistu (Frey, 2007).

Prisustvo kvasca u zemljistu zavisi od mnogo faktora, npr. tipa zemljista, padavina,
klime, odnosno od brojnih biotickih i abiotickih faktora. Veca raznolikost kvasaca
konstatovana je u vlaznim zemljiStima bogatim nutrijentima u odnosu na sus$na i
siroma$na zemljiSta (Spencer i Spencer, 1997). Utvrdeno je da semi-aridna zemljiSta,
siroma$na sa nutrijentima, uglavnom naseljavaju Cryptococcus 1  srodni
bazidiomicetni kvasci (Spencer i Spencer, 1997). Neki sojevi Cryptococcus u
zemljiStu mogu da stvaraju ekstracelijske polimerne supstance (EPS) i formiraju
biofilmove (Joubert et al., 2003). Formiranje ovakvih biofilmova je poznat
mehanizam za prezivljavanje mikroorganizama u sredinama sa niskim sadrzajem
nutrijenata (Decho, 1990). Kvasci mogu naseljavati razli¢ita zemljista, §to potvrduje i
njihova geografska rasprostranjenost od articke do tropske zone (Lachance i Starmer,
1998). I u artickim zonama kvasci mogu biti dominantna grupa u odnosu na druge
mikroorganizme (Wynn-Williams, 1982). U vedini slucajeva, brojnost kvasaca u
zemljistu je do 10° ¢elija/gramu zemljista (Botha, 2006). Kvasci se uglavnom nalaze u
povrsinskim slojevima zemljista, do 10 cm, kao rezultat njihove sposobnosti da rastu u
aerobnim uslovima 1 koriste razli¢ita jedinjenja ugljenika. Unutar ekosistema, organski
ugljenik deluje kao izvor nutrijenata za zemljiSne mikroorganizme, koji procesima
transformacije stvaraju nutrijente neophodne za rast biljaka (Wardle et al., 2004). Na
ovaj nacin aktivno$¢u razgradivaca indirektno se reguliSe rast biljaka, dok sa druge
strane, biljke osiguravaju organski ugljenik izlu¢ivanjem u rizosferu. Zbog toga, kvasci
se mogu na¢i u zoni rizosfere, kao direktan odgovor na veliku koli¢inu organske
materije, pre svega ugljenih hidrata (Botha, 2006). Treba imati na umu, da bez obzira na
snabdevanje ugljenikom od strane biljaka i deponovane mrtve organske materije u
zemljistu, koli¢ina dostupnih nutrijenata u zemljiStu je ograni¢ena (Williams, 1985). U
vodenom zemljiSnom ekstraktu, moze se na¢i manje od 2 i 5 g/ml aminokiselina i
ugljenih hidrata (Ko i Lockwood, 1976). Stoga je razumljivo §to se zemljiSte obi¢no
posmatra kao oligotrofna sredina (Williams, 1985). Zemljisni kvasci mogu da rastu u
oligotrofnim uslovima (Kimura et al., 1998), ali su takode izolovani iz stanista, koja su
relativno bogata hranljivim materijama, kao $to je rizosfera (Kvasnikov et al., 1975) i

organski otpad i dubriva (Fell i Statzell-Tallman, 1998). Medutim, s obzirom na

5



Danka Radié: Biodiverzitet kvasaca u zemljistu i njihov znacaj u odrzivoj poljoprivredi

PREGLED LITERATURE

prethodno spomenutu heterogenost zemljista kao staniSta, moze se ocekivati da brojnost
1 diverzitet vrsta kvasaca u zemljiStu bude neravnomerno rasporedena i pokaze
vremensku varijaciju u zavisnosti od ekoloskih uslova (Botha, 2011).

Veca brojnost populacije kvasaca obic¢no se nalazi u neposrednoj blizini korena u
odnosu na okolno zemljiste, prvenstveno zbog ugljenika koje biljka izluCuje sa
korenskim eksudatima, koji se lako asimiluju od strane kvasaca (Botha, 2006).
Hemijski sastav korenskih eksudata zavisi od biljne vrste, genotipa i uslova rasta (Fan
et al., 2001) i ove razlike se reflektuju na diverzitet vrsta kvasca u rizosferi. Slika 1

prikazuje relativnu zastupljenost kvasaca u rizosferi i okolnom zemljistu.

J

Slika 1. Distribucija zemljisnih kvasaca (y) u odnosu na koren biljke (r), izuzimajuci
ostatak mikrobnih zajednica u zemljistu. U regionima koji su siromasni nutrijentima, kvasci
formiraju biofilmove (b). Kvasci koji mogu da stvaraju ekstracelijske polimerne supstance
(EPS), imaju znacajnu ulogu u formiranju zemljisnih agregata (g). Izvor: Botha (2006)

Takode, viSe kvasaca se moze nac¢i u zemljiStu ispod biljaka koje sadrze plodove
bogate ugljenim hidratima, jer oni deluju kao inokulum bogat hranljivim materijama
(Phaff et al., 1966).

Istrazivanja su pokazala da neki kvasci, zbog svojih oligotrofnih sposobnosti, ne samo
da mogu naseljavati zemljiste, ve¢ mogu biti prisutni i na stenama (Burford et al.,
2003). Znacajan deo mikrobnih zajednica u Sirokom rasponu stena i minerala kao $to su
granit, gips, mramor, silikati i aluminosilikati, ¢ine epilitne i endolitne gljive. Kvasci i
druge gljive prisutne na ovim stenama mogu, vremenom, doprineti njihovom raspadanju

1 formiranju zemljiSta, kao 1 snabdevanju rastvorljivim nutrijentima zemljiSnih
6
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mikrobnih zajednica (Burford et al., 2003). Raspadanjem stena metabolickom
aktivnosc¢u gljiva, fosfor, sumpor i elementi u tragovima postaju biodostupni. Utvrdeno
je, da je rastvaranje stena zapravo rezultat reakcije finalnih proizvoda metabolizma, kao
$to su H', organske kiseline i siderofore.

Kvasci mogu imati vaznu ulogu u formiranju i odrzavanju strukture zemljiSta i
sedimenta formiranjem zemlji$nih agregata. Tako su istrazivanja Vishniac (1995)
pokazala da kvasci iz rodova Cryptococcus i Lipomyces imaju znacajnu ulogu u
formiranju zemljiSnih agregata upravo zahvaljuju¢i sposobnosti produkcije
ekstracelularnih polisaharidnih jedinjenja (EPS). Ova jedinjenja uti¢u na povecanje
stabilnosti agregata i poboljSanje strukture zemljista, Sto ¢e se odraziti na poboljSanje
plodnosti zemljista (Bronick i Lal, 2004).

Unutar zemljiSta kao ekosistema kontinuirano se odvija proces kruZenja energije i
transformacija materije od primarnih proizvodaca, biljaka, kroz lanac ishrane i Sirok
spektar raznovrsnih heterotrofa, ukljucuju¢i mikroorganizme i makroskopsku faunu
(Coleman i Crossley, 1996). Osnovni razlagaci organske materije su bakterije, gljive i
kvasci kao znacajna grupa gljiva. Vecina kvasaca koji su do sada otkriveni su saprofiti i
imaju znacajnu ulogu u procesima mineralizacije 1 kruZenju organske materije. Za
razliku od tipi€nog fenotipa saharolitickih kvasaca, tipi€ni zemljiSni kvasci mogu da
koriste Sirok spektar izvora ugljenika, ukljuujuéi proizvode od enzimske hidrolize
lignoceluloznog biljnog materijala, kao $§to su jednostavna aromati¢na jedinjenja,
hemiceluloza i organske kiseline (Middelhoven, 2006). Ovi kvasci asimiluju jedinjenja
poput ferulinske kiseline, 4-hidroksibenzoeve kiseline i vanilinske kiseline, nastalih
razgradnjom lignina (Middelhoven, 1993). Neki kvasci mogu da fermentiSu ugljene
hidrate, dok drugi mogu da koriste i nefermentisana organska jedinjenja (Kurtzman i
Fell, 1998). Sve ovo ukazuje da zemlji$ni kvasci mogu igrati klju¢nu ulogu u razlaganju
biljnog materijala 1 kruzenju nutrijenata u zemljiStu. ZemljiSni kvasci imaju ulogu u
ciklusu kruzenja azota, sumpora, solubilizaciji nerastvorljivih fosfata (Botha, 2011) i na
taj na¢in mogu stimulisati rast biljaka.

Da bi se bolje razumeo diverzitet kvasaca u zemljiStu mora se imati u vidu da oni u
zemljiStu koegzistiraju sa drugim organizmima. ZemljiSni kvasci mogu ucestvovati u
razli¢itim mikrobnim interakcijama, kao Sto su amensalizam, mutualizam, sinergizam,

predatorstvo, komensalizam (Lachance i Starmer, 1998). Uzimaju¢i u obzir veliku

7



Danka Radié: Biodiverzitet kvasaca u zemljistu i njihov znacaj u odrzivoj poljoprivredi

PREGLED LITERATURE

raznovrsnost mikroorganizama u zemljistu i da kvasci koegzistiraju u svom prirodnom
staniStu, moguce je da u jednom trenutku ucestvuju u vise od jedne mikrobne
interakcije.

Amensalizam predstavlja odnos gde jedan organizam inhibira rast i aktivnost drugog
produkcijom inhibitornih jedinjenja. Istrazivanja su pokazala da zemljisni kvasac
Cryptococcus laurentii inhibira rast filamentoznih gljiva na vo¢u (Chand-Goyal i
Spotts, 1997). Neki kvasci mogu da produkuju ekstracelularne glikolipide i
glikoproteine, koji imaju fungicidno, ili fungiostaticko dejstvo (Golubev, 2006).

Budu¢i da zemljista predstavljaju uglavnom oligotrofne sredine, to sugerise na aktivnu
kompeticiju za raspolozivim hranljivim materijama, pre svega za izvorima ugljenika i
azota. Poznato je da konkurencija za hranljivim materijama ima uticaj na sastav
mikrobioloSke zajednice. Jedna od Cestih kompeticija u zemljistu je i za gvozde, koje je
uglavnom u feri obliku (Fe*"). Mikroorganizmi u rizosferi sintetidu siderofore ne samo
za svoj rast ve¢ i za biljku domacina (Yasmin et al., 2012). Mikrobne siderofore imaju
visok afinitet vezivanja sa feri jonima i transport do mikrobne c¢elije. Istrazivanja su
pokazala da Rhodotorula glutinis izolovana iz rizosfere proizvodi siderofore i na taj
nacin inhibira rast Penicillium expansum i Botrytis cinerea (Sansone et al., 2005).
Metschnikowia pulcherrima, kvasac izolovan iz rizosfere (Vadkertiova i Slavikova,
2007), inhibira rast velikog broja mikroorganizama produkcijom pulherimina, koji
kompleksira gvozde, ¢ine¢i ga nedostupnim za kompetitore (Sipiczki, 2006).
Predatorski odnosi kod kvasaca su slabo proucavani. Tokom pracenja interakcija
predatorskih kvasaca i1 njihovog plena u Petri kutijama, utvrdeno je da neki sojevi
Saccharomycopsis ispoljavaju predatorsku sposobnost na velikom broju askomicetnih i
bazidiomicetnih kvasaca, tako S$to formiraju infekcione pege, kojima prodiru u
organizam izazivajuc¢i njihovu smrt (Lachance i Pang, 1997; Lachance et al., 2000).
Predatorsko dejstvo kvasaca moze biti postignuto i lu¢enjem litickih enzima (Lachance
et al., 2000). Vrste Saccharomycopsis fermentans i Saccharomycopsis javanensis kod
kojih je utvrdena sposobnost predatorstva izolovane su iz zemljista (Kurtzman i Smith,
1998), ¢ime je potvrdeno da kvasci i u ovakvoj sredini mogu nastupiti kao predatori.
Sinergizam je poseban oblik interakcije u kome intermedijarni produkti metabolizma
jedne populacije predstavljaju neophodan supstrat za druge (Raicevi¢ et al., 2010).

Smith et al. (2004) su utvrdili da proizvodnja etanola od strane Saccharomyces
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cerevisiae poboljsava rast Acinetobacter, bakterije koja se nalazi u istoj ekoloskoj nisi
kao i kvasac.

Vecina studija o interakcijama kvasaca odnose se na interakcije prema drugim biotickim
komponentama u zemljistu, dok su interakcije izmedu vrsta ili sojeva kvasaca slabije

proucavane (Botha, 2006).

2.2. Zemljisni kvasci u odrzivoj poljoprivredi i bioremedijaciji o$tecenih
zemljiSta

Nekontrolisan porast stanovniStva uz povecanu potraznju za hranom, energijom,
vlaknima, kao i sve prisutnija degradacija zemljista, ukazuju da je od klju¢nog znacaja u
bezbednoj proizvodnji hrane upravljanje kvalitetom poljoprivrednih zemljista. Siroka
upotreba agrohemikalija u intezivnoj poljoprivrednoj proizvodnji, sa ciljem povecanja
proizvodnje hrane, pogorsala je situaciju i ugrozila kvalitet Zivotne sredine, ali 1 zdravlje
ljudi i zivotinja. Na taj nacin intenzivna poljoprivredna proizvodnja uzrokovala je
povecanje emisije gasova staklene baste, povecanje temperature na planeti i narusila
stabilnost biosfere (Duarte et al., 2006). Ove posledice, uz brojne faktore stresa,
ukljucujuéi salinitet, susu, deficit nutrijenata, kontaminaciju, eroziju zemljiSta, bolesti,
invaziju S$teto¢ina i korova, uticu na ljudsko zdravlje i dovode do ograniCenja u
funkcionisanju agroekosistema. Sve ovo nalaze potrebu i vaznost odrzive poljoprivrede.
Prema Altieri (2004), "odrzivi razvoj" se posmatra kao rezultat interakcija tri osnovna
faktora: zivotna sredina, druStvo i ekonomija, gde medusobne interakcije izmedu
ekonomije i Zivotne sredine (agro-ekologija), zivotne sredine i drustva (ekoloska svest) i
drustva 1 ekonomije (zivotni standard), konacno definiSu koncept "odrzivog razvoja".
Zbog toga se sve viSe razvijaju strategije bazirane na primeni ekoloski opravdanih
agrotehnickih praksi i efikasnijoj eksploataciji korisnih mikrobioloskih procesa (Barea,
2015) u okviru odrzivog razvoja. Ove low input biotehnologije prepoznaju zemljisne
mikroorganizme kao relevantne komponente odgovorne za odrzivu proizvodnju hrane
uz odrzavanje kvaliteta zivotne sredine (Barea, 2015). Zapravo, zemljisni
mikroorganizmi igraju fundamentalnu ulogu u poljoprivredi, uticu¢i na poboljSanje
ishrane i zdravlja biljaka, kao i kvaliteta zemljista (Lugtenberg, 2015). Mikrobne
populacije postaju instrumenti u fundamentalnim procesima odgovornim za stabilnost i

produktivnost agroekosistema (Singh et al., 2011).
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2.2.1. Kvasci kao potencijal u odrzivoj poljoprivrednoj proizvodnji

Zona rizosfere je mesto ogromnog mikrobnog diverziteta gde se ostvaruju mutualisticki
interakcijski odnosi izmedu mikroorganizama i biljaka. U poslednje vreme eksploatacija
korisnih mikroorganizama u odrzivoj poljoprivredi privlaci sve viSe paznje. U odrzivoj
poljoprivrednoj proizvodnji, mikroorganizmi se prvenstveno koriste u cilju smanjenja
primene mineralnih dubriva, pesticide, ili za povecanje rasta i prinosa useva (Saharan i
Nehra, 2011). U zoni rizosfere mikroorganizmi kolonizuju koren biljaka i proizvodnjom
hormona rasta, azotofiksacijom, solubilizacijom fosfata i drugim mehanizmima, mogu
doprineti poboljsanju snabdevanja biljaka neophodnim nutrijentima i povecati
tolerantnost na stres iz zivotne sredine (teski metali, organski zagadivaci, itd.).
Istrazivanja od kraja 70-ih godina proSlog veka, pokazala su da mikroorganizmi u
rizosferi biljaka mogu stimulisati rast biljaka i oznafeni su kao mikroorganizmi
stimulatori rasta (plant growth promoting microorganisms-PGPM). Pored bakterija,
neke rizosferne gljive (Bent, 2006) i kvasci (El-Tarabily i Sivasithamparam, 2006)
mogu stimulisati rast biljaka.

Mikroorganizmi na rast 1 zdravstveno stanje biljaka, uticu pojedinacnim ili
kombinacijom viSe razli¢itih mehanizama. Direktni mehanizmi obuhvataju procese
kojima se povecava dostupnost hranljivih materija, ili reguliSe hormonski status
(azotofiksacija, produkcija siderofora, auksina, giberelina, citokinina, amonijaka i
regulacija nivoa etilena). Indirektni mehanizmi odnose se na suzbijanje biljnih patogena
i indukovanje sistemske rezistentnosti biljaka (Haas i Defago, 2005).

U zemljistu, gde su prisutni mikroorganizmi i korenov sistem biljaka, odvijaju se brojne
interakcije izmedu mikroorganizama (bakterija, gljiva i kvasaca), mikroorganizama i
biljaka, mikroorganizama i Zivotinja, biljaka i zivotinja, kao 1 izmedu svih Zivih sistema
i spoljasnje sredine (Slika 2). Jedan od kljuc¢nih interakcijskih odnosa u ekosistemu je
interakcija zemljiste-biljka-mikroorganizmi (Singh i Mukerji, 2006).

Sve veci broj studija ukazuje da rizosferni kvasci mogu na veoma razli¢ite nacine i
razli¢itim mehanizmima stimulisati rast biljaka (El-Tarabily i Sivasithamparam, 2006;
Cloete et al., 2009; Amprayn et al., 2012; Nakayan et al., 2013; Fu et al., 2016). Tako se
izolati kvasaca Williopsis californica, W. saturnus, Saccharomyces cerevisiae i Candida
tropicalis mogu svrstati u grupu PGPM (Amprayn et al., 2012), a istrazivanja Fu et al.

(2016) ukazuju na potencijal kvasaca kao biofertilizatora za primenu u kontrolisanim i
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poljskim uslovima. Ovi efekti ostvaruju se kroz procese: produkcije fitohormona
(Nassar et al., 2005); rastvorljivosti fosfata (Sharma et al., 2013); inhibicije patogenih
mikroorganizama (Sansone et al., 2005); produkcije siderofora (Sansone et al., 2005);
oksidacije azota i sumpora (Falih i Wainwright, 1995) i povecanja povrSine korena-
mikoriza (Mirabal Alonso et al., 2008).

Biljka

indukovanasistemicna /
otpornost (ISR)

7 Infekcija

S

PGP

Antibiotici
T~ " mikroorganizmi

Patogeni

Slika 2. Interakcija izmedu PGPM, biljke, patogena i zemljista.
Izvor: Haas, D. i Defago, G. (2005).

Inokulacijom sa Candida tropicalis uocena je stimulacija rasta krompira, soje i pirinca
(Gomaa et al., 2005; Mekki i Ahmed, 2005; Amprayni et al., 2012).

Neki kvasci na povrsini korena ili semena, mogu da sintetiSu i oslobadaju indol-3-
sir¢etnu kiselinu (indole-3-acetic acid; 1AA) i auksin (Fu et al., 2016). IAA uti¢e na
fotosintezu, razvoj korenovog sistema, stimuliSe deobu, klijanje semena, formiranje
pigmenata, biosintezu razli¢itih metabolita 1 povecava otpornost na stres iz spoljasnje
sredine (Zaghian et al., 2012). Takode, ima znacajnu ulogu i kao regulacioni agens za
¢elijsku diferencijaciju mikroorganizama, stimulisSe klijanje spora i elongaciju
micelijuma kod streptomiceta i aktinomiceta (Matsukawa et al., 2007). Mikroorganizmi
koji se odlikuju ve¢om produkcijom IAA postaju “dobri kandidati” za primenu kao

biofertilizatori (Saharan i Nehra, 2011), s obzirom da utiCu na poveéanje duZzine i
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povrsine korena, i na taj nacin omogucéavaju olakSan pristup nutrijenata i ishranu
biljaka.

Do sada su utvrdena dva nacina biosinteze IAA: triptofan-nezavisni i triptofan-zavisni
put (Nutaratat et al., 2015). Na ovaj proces uti¢e veliki broj faktora poput: pH sredine,
osmotskog stresa, sastava korenskih eksudata, a klju¢ni faktor je prisustvo kiseonika
(Malhotra i Srivastava, 2009).

Indol-3-piruvinska kiselina, indol-3-acetamid i indol-3-acetonitril smatraju se glavnim
komponentama triptofan nezavisnog puta za biosintezu IAA (Duca et al., 2014).
Produkcija IAA pracena je kod sledecih vrsta: Pichia spartinae (Nakamura et al., 1991),
Candida valida, Rhodotorula glutinis i Trichosporon asahii (El-Tarabily, 2004),
Cyberlindnera (Williopsis) saturnus (Nassar et al., 2005), Rhodotorula graminis i
Rhodotorula mucilaginosa (Xin et al., 2009), Candida tropicalis (Amprayni et al.,
2012), Candida maltose (Limtong i Koowadjanakul, 2012), Cryptococcus sp. (Deng et
al., 2012) i Rhodosporidium fluviale (Limtong et al., 2014).

PGP Kkarakteristike kvasaca ukazuju na potencijalnu primenu kvasaca u ratarskoj
proizvodnji uz obezbedenje optimalnog prinosa 1 smanjenu upotrebu mineralnih
dubriva. Istrazivanja potvrduju da kvasci mogu biti "isplativi biofertilizatori”
(Lonhienne et al., 2014). Izolat CtHY je zemljisni kvasac, koji je izolovan iz rizosfere
pirin¢a 1 primenjuje se kao komercijalni biofertilizator pod nazivom BioGro (Kecskes et
al., 2008). U ogledima je pokazano da inokulacija pirina sa BioGro poboljSava rast

pirin¢a i snabdevanje azotom (Cong et al., 2011).

2.2.2. Uloga kvasaca u solubilizaciji fosfata u zemljistu
Fosfor je jedan od glavnih makronutrijenata za bioloski rast i razvoj biljaka (Mohamed,
2015). U zemljistu, vecina esencijalnih hranljivih materija ukljucujuci i fosfor se nalazi
u nerastvornom obliku nedostupnom biljkama (Nautiyal, 1999).
Fosforni joni u zemljiStu su uglavnom vrlo nepokretni, jer se snazno adsorbuju na
okside 1 hidrokside gvozda, aluminijuma i mangana, zatim Cestice gline, a sa jonima
kalcijuma daju kalcijum fosfate (Dini¢ et al., 2014). Po pravilu, fosfora uvek ima vise u
povrsinskim slojevima, dok mu se sa dubinom profila koli¢ina smanjuje, §to se moze
tumaciti njegovom bioloskom akumulacijom i uticajem unoSenja dubriva (Manojlovi¢
etal., 2014).
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Pristupacnost fosfora za biljke jednim delom zavisi i od pH vrednosti zemljista. Biljke
ga usvajaju u obliku jona ortofosforne kiseline, dihidrogenfosfata i hidrogenfosfata
(Yasser et al., 2014). Pod uticajem zemlji$nih kiselina, izlu¢evina korenovog sistema,
vode i ugljen-dioksida se vrsi mobilizacija fosforne kiseline. Oslobodeni fosfatni joni
ukoliko se ne usvoje od strane biljaka, manjim delom ostaju u zemljiSnom rastvoru, a
veéim delom grade fosforna jedinjenja razlicite rastvorljivosti (Manojlovi¢ et al., 2014).
Mikroorganizmi imaju vaznu ulogu u kruzenju fosfora u zemljistu, fosfosolubilizirajuci
mikroorganizmi (phosphate solubilising microorganisms, PSMs), tako $to oslobadaju
fosfor iz neorganskih i organskih jedinjenja kroz procese rastvaranja i mineralizacije
(Ejikeme 1 Uzoma, 2013). Ovaj ciklus odvija se kroz ciklicnu oksidaciju i redukciju
fosfornih jedinjenja, gde se vrsi transfer elektrona izmedu razlicitih oksidacionih stanja
fosfora od fosfina do fosfata (Behera et al., 2014). Prvi podaci o fosfosolubiliziraju¢im
mikroorganizmima datiraju od 1903. godine (Khan et al., 2007). Od ukupne mikrobne
populacije u zemljistu, fosfosolubiliziraju¢ih bakterija ima 1-50 %, dok
fosfosolubiliziraju¢ih gljiva samo 0,1-0,5 % (Chen et al., 2006). Takode, bakterije
pokazuju vecu aktivnost u solubilizaciji fosfata u odnosu na gljive (Alam et al., 2002).
Fosfosolubiliziraju¢i mikroorganizmi imaju najvecu aktivnost u zoni rizosfere (Vazquez
et al., 2000), sto je direktan odgovor na veliku koli¢inu organske materije, koja dospeva
u obliku eksudata, sekreta i lizata (Ejikeme i Uzoma, 2013). Geneticki i biohemijski
mehanizmi procesa solubilizacije fosfata jo§ uvek nisu dovoljno razjasnjeni (Behera et
al., 2014).

Kvasci iz filuma Ascomycota i Basidiomycota imaju znacajnu ulogu U procesima
kruZzenja fosfora. Zemljisni kvasci iz rodova Candida, Geotrichum, Rhodotorula i
Williopsis sposobni su da nerastvorljiv oblik fosfata prevode u rastvorljiv oblik u
uslovima in vitro (Al-Falih, 2005). Mehanizmi koji uticu na rast biljaka zavise od vrste
kvasaca. Tako Yarrowia lipolytica poboljsava rast biljaka kroz proces solubilizacije
fosfata (El-Tarabily i Sivasithamparam, 2006). Rhodotorula mucilaginosa,
Cryptococcus laurentii i Saccharomyces kunashirensis proizvode lako rastvorne i
isparljive eksudate, koji pozitivno deluju na Kklijanje spora i rast hifa mikorizne
arbuskularne gljive Glomus mosseae (Sampedro et al., 2004). Takode, ovi kvasci imaju
mogucnost rastvaranja slabo rastvorljivih izvora fosfora (kalcijum i gvozde fosfat) i

akumulacije polifosfata (Mirabal Alonso et al., 2008).
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Falih i Wainwright (1995) su predlozili da se zemlji$ni kvasci koriste u inokulisanom
obliku, kako bi se stimulisali procesi oksidacije sumpora i rastvaranje fosfata. Upotreba
fosfosolubiliziraju¢ih mikroorganizama otvara nove horizonte ne samo u pogledu
produktivnosti useva, ve¢ i u oCuvanju zdravlja zemljiSta. Sa druge strane, odrzivost
PSM tehnologije u velikoj meri zavisi od kvaliteta i distribucije inokulanata koji se

primenjuju u poljoprivrednoj proizvodnji.

2.2.3. Uloga kvasaca u transformaciji azotnih jedinjenja u zemljiStu

Azot (N), jedan od najvaznijih makronutrijenata, deo je svih zivih ¢elija 1 sastavni deo
proteina, nukleotida, nukleinskih kiselina i enzima. Molekularni azot (N,) ¢ini Cetiri
petine atmosfere, ali je on metabolicki nedostupan visim biljkama i Zivotinjama (Htet et
al., 2013). Medutim, dostupan je nekim mikroorganizmima kroz proces bioloske
azotofiksacije, gde se atmosferski azot prevodi u amonijak, pomocu enzima nitrogenaze
(Saikia i Jain, 2007). U zemlji$tu, azot je prisutan u organskom i mineralnom obliku, pri
¢emu je dominantan organski oblik (> 90 %). Konverzija organskog azota u neorganski
oblik vr$i se kroz proces mineralizacije, a prva karika u tom procesu je amonifikacija.
Amonijacni azot podleZe procesu nitrifikacije pri ¢emu nastaju nitriti 1 nitrati. U procesu
denitrifikacije dolazi do bioloSke redukcije nitrata preko nitrita do isparljivih gasova:
N, azot-monoksida i azot (I) oksida. Lohnis (1913) je prvi formulisao koncept azotnog
ciklusa. Unutar azotnog ciklusa odvija se niz biohemijskih, fizicko-hemijskih reakcija i
transformacija u kojima neprekidno dolazi do ponovnog vracanja azota u atmosferu,
litosferu i hidrosferu. Proces kruzenja azota u zemljiStu, zavisi od razli¢itih faktora, koji
ukljucuju sadrzaj organske materije, odnos C/N, pH, mikrobnu populaciju kao 1 sadrzaj
gline (Senwo, 1995).

jedinjenja (Botha, 2011). Kvasci mogu da koriste veliki broj azotnih jedinjenja kao
izvor azota, a njihova sposobnost, odnosno nesposobnost, da koriste jedno ili visSe ovih
jedinjenja, moze se iskoristiti kao kriterijum za klasifikaciju (Messenguy et al., 2006).
Poznato je viSe od pedeset razlicitih izvora azota, koje kvasci mogu da koriste, poput L-
amino kiselina, D-amino kiselina, purina, pirimidina, poliamina, amina, nitrita i nitrata
(Messenguy et al., 2006). Sposobnost koris¢enja azotnih jedinjenja najbolje je proucena

kod S. cerevisiae, dok su ostali kvasci manje istrazivani (Messenguy et al., 2006). Large
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(1986) je utvrdio moguénost koris¢enja organskih azotnih jedinjenja od strane kvasaca
koji pripadaju razli¢ititim rodovima. Ovo istrazivanje imalo je poseban fokus na
hemijske 1 metabolicke aspekte degradacije azotnih jedinjenja.

Falih i Wainwright (1995) su utvrdili da zemljisni kvasac Williopsis californica ima
sposobnost prevodenja amonijuma do nitrata. Candida tropicalis, Geotrichum
capitatum, Geotrichum candidum i Rhodotorula minuta izolovani iz zemljista, imaju
sposobnost in vitro transformacije amonijumovih jedinjenja do nitrita i nitrata (Al-Falih,
2006). Takode je utvrdeno da Hansenula anomala (Navarro et al., 2003), kao i Candida
nitratophila i Candida utilis imaju sposobnost da istovremeno Kkoriste nitrate i
amonijumova jedinjenja (Hipkin, 1989).

In vitro studije ukazuju na sposobnost kvasaca u transformaciji azotnih jedinjenja, sto

moze imati izuzetan znacaj u odrzivoj poljoprivredi.

2.2.4. Antagonizam kvasaca prema fitopatogenim gljivama

Termin bioloska kontrola u Sirem smislu podrazumeva primenu Kkorisnih
mikroorganizama (bakterija, kvasaca i gljiva), ili produkata njihovog metabolizma, kao
i primenu biljnih ekstrakata i etarskih ulja u zastiti biljaka (Droby, 2006). Mogu¢nost
primene mikroorganizama u bioloSkoj kontroli invazivnih organizama, a posebno
fitopatogenih gljiva, dobija sve veci znacaj u biotehnoloSkim istraZivanjima. Utvrdeno
je da u medusobnom kontaktu sa biljnim patogenom, mikroorganizmi mogu ispoljiti
razli¢ite mehanizme delovanja:

1. direktni antagonizam koji podrazumeva hiperparazitizam biljnog patogena;

2. kombinovani antagonizam: manifestuje se sekrecijom antibiotika, litickih
enzima (hitinaze, glukonaze i proteaze), hemijskih produkata razgradnje
(amonijak, ugljendioksid, cijanovodonik) i primenom razli¢itih oblika fizi¢ko-
hemijske interferencije;

3. indirektni antagonizam: podrazumeva kompeticiju za prostor i raspolozive
izvore energije i hrane, produkciju siderofora i indukovanu otpornost biljke
domacina stimulisanu fitohormonima (Pal i Gardener, 2006).

Antagonisticke karakteristike kvasaca mogu se pripisati: kompeticiji za hranljivim
materijama; promeni pH u medijumu koja nastaje kao rezultat jonske razmene, ili

produkcije organskih kiselina; tolerantnosti na visoke koncentracije etanola (Passoth i
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Schnurer, 2003) i produkciji i sekreciji antimikrobnih jedinjenja, kao §to su mikocini
(Golubev, 2006; Schmitt i Breinig, 2006). Utvrdeno je da kvasci koji produkuju
mikocine, imaju vecu antagonisticku aktivnost prema kvascima iz drugih staniSta u
odnosu na vlastito staniSte (Botha, 2006; Golubev, 2006). Istrazivanja vezana za
antagonisticku aktivnost kvasaca doprinela su boljem razumevanju njihove uloge u
ekosistemima (Botha, 2006; Golubev, 2006). Prema Do -Sousa (1969) kompeticija za
hranljivim materijama predstavlja najvazniji faktor u ekologiji kvasaca. Mehanizam
kontrole Botrytis cinerea od strane Sporobolomyces roseus je upravo kompeticija za
Se¢erom (Filonow, 1996). Isti mehanizam utvrden je i u slucaju Pichia guilliermondii
koja je antagonista Ceratocystis paradoxa (Reyes, 2004). Antagonisticka aktivnost
Candida sake (Nunes et al., 2001) i Candida guilliermondii (Scherm et al., 2003) prema
Penicillium expansum postignuta je kompeticijom za azotnim jedinjenjima.
Rhodotorula glutinis (izolat LS-11), Cryptococcus laurentii (izolat LS-28), Candida
famata (izolat 21-D) i Pichia guilliermondii (izolat 29-A) navode se kao vrlo efikasni
antagonisti fitopatogenih gljiva: Aspergillus niger, B. cinerea, Rhizopus stolonifer, P.
expansum, P. italicum i P. digitatum na plodovima jabuka, kruSaka, jagoda, kivija,
grozda, pomorandzi, mandarina i grejpfruta (Lima et al., 1999). Pichia
membranefaciens predstavlja efikasnog antagonistu za Rhizopus stolonifer (Fan i Tian,
2000) na nektarinama, dok Cryptococcus albidus obezbeduje dobru kontrolu kada je u
pitanju Penicillium expansum na plodovima jabuke i kruske (Tian et al., 2002).

MikrobioloSki antagonisti predstavljaju potencijalne agense, koji mogu da obezbede
efikasan i bezbedan nacin za kontrolu biljnih bolesti i Steto¢ina. Zbog sve veéih zahteva,
koji se odnose na ocuvanje Zivotne sredine u savremenoj i konvecionalnoj proizvodnji,
velika paznja se poklanja bioloskoj kontroli i primeni biokontrolnih proizvoda. Potreba
za minimiziranjem gubitaka u proizvodnji povréa, voca i Zitarica, kao i brojni ekoloski
problemi vezani za bezbednost i sigurnost u proizvodnji hrane, ukazuju da je koris¢enje
vrsta 1 sojeva kvasaca priznata 1 obecavajuca alternativa, ali koju treba dalje istrazivati

(Sui et al., 2015).

2.2.5. Bioremedijacioni potencijal kvasaca

Procesi urbanizacije i industrijalizacije doveli su do povecanog zagadenja Zivotne

sredine (zemljiSta, vode 1 vazduha), globalnog zagrevanja i klimatskih promena. Brojna
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ksenobiotska jedinjenja, prisutna u zivotnoj sredini uti¢u na zdravlje ljudi, zZivotinja i
celokupnu zivotnu sredinu. Medu ksenobiotskim jedinjenjima posebno mesto zauzimaju
alkani prisutni u nafti, ugljovodonici i organske materije iz industrijskih otpadnih voda.
Znacajni zagadivaci su i teSki metali, koji zbog postojanosti u Zivotnoj sredini ukoliko
dospeju u lanac ishrane, mogu predstavljati veliki rizik po zdravlje ljudi i Zivotinja.
Upravo zbog osobine da se ne mogu degradirati ili unistiti, njihova koncentracija u
zemljistu kumulativno se povecava. Metali poput kobalta, hroma, bakra, mangana,
molibdena i cinka u niskim koncentracijama predstavljaju esencijalne elemente za Zive
organizme, dok pri vi§im koncentracijama ispoljavaju toksicno dejstvo.

Bakar (Cu) predstavlja vrlo vazan mikronutrijent koji postoji kao kupro (Cu®) i kupri
(Cu®™) jon. Prose¢na koncentracija Cu u litosferi je oko 70 mg/kg, dok je u gornjim
slojevima zemljista izmedu 2 i 100 mg/kg (Baker i Senft, 1995). U aerisanim
zemljistima najéesCe se sreée u obliku Cu®* jona (Kabata-Pendias et al., 2001). U
poljoprivrednim zemljistima dva najcesa izvora Cu su dubriva i fungicidi (Flores-Veles
et al., 1996). Od 1885. godine preparat poznat kao Bordovska ¢orba (Ca(OH),+CuSQy)
koristi se kao fungicid posebno u vinogradima (Risti¢ et al., 2006). Upotreba fungicida
na bazi Cu dovela je do akumulacije ovog metala u mnogim poljoprivrednim
zemljiStima Sirom sveta, pri ¢emu su koncentracije Cu mnogo vece od onih koje su
neophodne za zdrav rast biljaka (Besnard et al., 2001). Brojne studije pokazale su da
dugotrajna primena ovih preparata ima Stetno dejstvo na Zivi svet, a mogu dovesti i do
fitotoksi¢nosti (Donmez i Aksu, 2001). Po¢ev od 2002., u Evropskoj Uniji dozvoljene
kolic¢ine bakarnih fungicida u organskoj proizvodnji su 6 kg/ha (EC direktiva No.
473/2002), §to je ostalo sadrzano 1 u vazecoj direktivi iz 2008. godine (EC direktiva No.
889/2008). U Republici Srbiji prema pravilniku o dozvoljenim koli¢inama opasnih i
Stetnih materija u zemlji$tu i vodi za navodnjavanje 1 metodama za njihovo ispitivanje
(Sluzbeni glasnik Republike Srbije broj 23/1994), maksimalna dozvoljena koncentracija
bakra je 100 mg/kg.

Tradicionalne tehnologije za uklanjanje Cu poput hemijske precipitacije, jonske izmene
ili reverzne osmoze dosta su skupe i mogu imati odredene nedostatke, kao S§to su
stvaranje toksi¢nog mulja ili nepredvidivo uklanjanje metalnih jona (Villegas et al.,
2005). Sa druge strane, mikroorganizmi, zbog metaboliCke raznolikosti 1 raznovrsnosti

sposobni su da obavljaju sanaciju zagadenih ekosistema. Bakterije, gljive i kvasci mogu
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da asimiliraju sloZzene materije kao izvore ugljenika i azota, obavljaju biotransformaciju
slozenih jedinjenja, koja bi se akumulirala u zivotnoj sredini. Zbog toga, medu
inovativnim resSenjima koja se mogu primeniti u tretmanu kontaminiranih voda i
zemljista, istice se primena bioloSkog materijala, kao Sto su zive ili mrtve celije
mikroorganizama. Kvasci zbog svoje sposobnost prilagodavanja ekstremnim uslovima,
kao §to je temperatura, pH 1 prezivljavanje pri razliitim nivoima organskih i
neorganskih zagadenja, postaju potencijalno korisni za saniranje zagadenja u Zivotnoj
sredini (Trama et al., 2014).

Istrazivanja Li et al. (2014) su ukazala da Zygosaccharomyces rouxii i Saccharomyces
cerevisiae tokom rasta mogu akumulirati 94 % kadmijuma (Cd). Takode, identifikovani
su neki sojevi kvasaca, koji su visoko tolerantni na olovo (Pb) i sposobni da
nagomilavaju visoku koncentraciju ovog opasnog teskog metala (Trama et al., 2014). U
mnogim slucajevima, ¢elijski zid je odgovoran za vezivanje teskih metala, ali mikrobni
metabolizam moze uzrokovati i biotransformaciju metala (Ilhan et al., 2004). Proces
biosorpcije zavisi isklju¢ivo od sorpcionih mesta prisutnih na strukturama éelijskog zida
1 u plazmalemi neaktivnih mikroorganizama; kao i metabolizma Zivih ¢elija (Chojnacka,
2010).

Abe et al. (2001) su iz sedimenta izolovali Cryptococcus sp., koji je tolerantan na visoke
koncentracije Cu. Siloniz et al. (2002) su opisali sposobnost kvasca Pichia
guilliermondii izolovanog iz otpadnog mulja, da apsorbuje visoke koncentracije Cu iz
tecnog medijuma. Pored toga, Balsalobre et al. (2003) su utvrdili da tolerancija i
apsorpcija teSkih metala zavisi od vrste kvasca. Razli¢ite vrste kvasaca: Saccharomyces
cerevisiae, Kluyveromyces fragilis, Candida tropicalis, Geotrichum capitatum,
Rhodotorula minuta, Loddermyces elongisporus i Williopsis californica (Udofia et al.,
2009) predstavljaju dobre izvore biomase za biosorpciju teskih metala (Falih, 1998;
Rahatgaonkar i Mahore, 2008; Udofia et al., 2009).

Mnogi mikroorganizmi izolovani iz zagadenih zemljiSta, otpadnih voda, komposta i
ekstremnih sredina imaju potencijal za primenu u bioremedijaciji (Munoz et al., 2012;
Jovici¢-Petrovi¢ et al., 2014). Primenom mikrobnih populacija, ukljucujuci i kvasce,
moze se uspeSno reSiti jedan od vaznijih ekoloSkih problema, nastao zbog visoke
koncentracije teskih metala. Visoka tolerancija kvasaca na prisustvo Cu, ali i drugih

teskih metala, pruza mogucnost prakticne primene u procesu bioremedijacije
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kontaminiranih sredina. Glavna prednost bioremedijacione tehnologije su nizi troskovi
u odnosu na konvencionalne tehnike kao §to su spaljivanje. Osim toga, bioloski tretman
predstavlja trajno reSenje. Bioremedijacija je najefikasniji instrument za upravljanje i

oporavak kontaminiranih sredina (Kulshreshtha et al., 2014).

2.3. Savremene metode karakterizacije kvasaca u zemljiStu

Poznavanje diverziteta kvasaca u zemljistu uglavnom se zasniva na primeni
konvencionalnih mikrobioloskih metoda, koje imaju ozbiljna ogranicenja za otkrivanje
pravog diverziteta u izabranom okruzenju. Razvojem molekularnih tehnika obezbeden
je bolji uvid u specifiéne interakcije i aktivnosti zemljisnih kvasaca. Kombinacijom
lan¢ane reakcije polimeraze-PCR (polymerase chain reaction) koja predstavlja in vitro
umnozavanje (amplifikaciju) odredenth DNK sekvenci pomocu specificnih
oligonukleotidnih sekvenci (prajmera) i termostabilne DNK polimeraze (Bruns et al.,
1991), elektroforeze u gradijentu denaturiraju¢eg agensa-DGGE (Denaturing Gradient
Gel Electrophoresis) i PCR/SSCP-(Single-strand Conformational Polymorphism),
metodi koja se zasniva na poredenju predenog elektroforetskog puta jednolancanih
DNK, mogu se dati precizniji odgovori o raznovrsnosti ekosistema. Prelaz sa fenotipske
na molekularnu identifikaciju, pocela je utvrdivanjem molarnog procenta guanina (G) i
citozina (C) u jedarnoj DNK. Ove analize pokazale su da je sadrzaj G+C kod
askomicetnih kvasaca 28-50 mol %, dok je kod bazidiomicetnih od 50-70 mol %
(Kurtzman i Fell, 1998).

Regioni DNK sa genima za rRNK nazivaju se ribozomalna DNK (rDNK) i
predstavljaju najcesce koriséene regione gena u filogenetskim ispitivanjima. Razlog
primene rDNK je njeno univerzalno postojanje, jednostavna amplifikacija, dostupnost
brojnih prajmera, kao i mogué¢nost filogenetskog poredenja na razli¢itim nivoima. U
okviru ovog regiona se nalaze konzervativni geni koji kodiraju 18S, 5.8S i 28S rRNK
molekule. Izmedu ova tri gena (Slika 3) nalaze se interni transkribovani regioni (ITS1 i

ITS2), dok su dve rDNK jedinice razdvojene intergenskim prostorom (1GS).
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Slika 3. Eukariotska rDNK. Izvor: Petrovi¢ (2012)

Najpouzdaniji nacin identifikacije kvasaca je na osnovu analize sekvence D1/D2
regiona 26S ribozomalne subjedinice i ITS1 i ITS2 regiona (Fell et al., 2000). 18S, 5.8S
i 28S rRNKse koriste za objasnjenje filogenetskih odnosa na nivou klase, reda i familije
(Huhndorf et al., 2004). Sa druge strane, ITS1 i ITS2 regioni su veoma varijabilni i
koriste se za detekciju vrste, ali i nizih taksonomskih jedinica (Jeewon et al., 2003).
Prvih 600-900 baznih parova (bp) od 5 kraja 28S rDNK najéesée je koriséen region
unutar 28S rDNK gena, jer ukljucuje tri razli¢ita domena (D1, D2 i D3), koji
predstavljaju najvarijabilniji deo ovog gena. Ostali delovi ovog gena su konstantni, ¢ak i
za veoma razli€ite taksone. Prvih 600-900 bp 28S rDNK daju znaéajan doprinos u
razjasnjenju filogenetskih odnosa na nivou roda ili familije, a u nekim slu€ajevima i na
nivou vrste (Huhndorf et al., 2004).

ITS-5.8S najcesée je sekvenciran DNK region koji obuhvata prilicno konzervativan
5.8S region duZine oko 150 bp i dva interna transkribovana regiona (ITS1 i ITS2), ¢ije
duzine iznose 180-225 bp (White et al., 1990). Zbog veleg stepena varijabilnosti u
odnosu na 28S rDNK i 18S rDNK, ovaj region pokazao se kao veoma koristan za
utvrdivanje filogenetskih odnosa izmedu veoma srodnih vrsta ili ¢ak unutar vrsta
(Camara et al., 2002).

DGGE predstavlja elektroforetsku metodu kojom je moguce detektovati razlike izmedu
DNK fragmenata iste veli¢ine i razli¢ite nukleotidne sekvence na osnovu razliitih
tacaka topljenja DNK (Muyzer 1 Smalla, 1998). To se postize u poliakrilamidnom gelu,
u prisustvu denaturiSu¢ih agenasa uree 1 formamida. PCR-DGGE omogucava
proucavanje mikrobioloskih zajednica u Zivotnoj sredini bez kultivacije. Zahvaljujuéi
ovoj metodi moZze se utvrditi odgovor mikroorganizama na razli¢ite promene u Zivotnoj
sredini (Sharma et al., 2006). Poseban znacaj ogleda se i u ¢injenici da PCR-DGGE
moze da obezbedi fingerprint zajednice mikroorganizama nakon direktne ekstrakcije
ukupne DNK (Milovanovi¢, 2011).
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Prvi rezultati dobijeni PCR-DGGE metodom odnosili su se na bakterijske biofilmove
(Muyzer et al., 1993). Od tada, ova metoda se koristi za ispitivanje gljivicnih patogena u
korenu biljaka (Kowalchuk et al., 1997), ali i za gljive koje ne mogu da se detektuju
standardnim metodama.

PCR-DGGE baziran na analizi 18S i 26-28S rRNK genskih sekvenci se Koristi za
karakterizaciju sloZenih mikrobnih zajednica, ukljucuju¢i i1 kvasce, u razliCitim
ekosistemima (Muccilli et al., 2011).

Hesham et al. (2006) su primenili PCR-DGGE za identifikaciju kvasaca iz rodova:
Candida, Pichia, Rhodotorula i Sporidiobolus, koji ucestvuju u biodegradaciji
policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika iz sirove nafte. Cocolin et al. (2000) su koristili
ovu metodu kako bi analizirali razli¢ite vrste kvasaca prisutnih u sukcesivnim fazama
fermentacije vina. Prakitchaiwattana et al. (2004) su poredili PCR-DGGE metod sa
tradicionalnim metodama za proucavanje diverziteta kvasaca na grozdu. PCR-DGGE
takode je kori$¢en za detekciju kvasaca u fermentaciji Coffea arabica (Masoud et al.,
2004).

2.3.1. Karakterizacija kvasaca Raman spektroskopijom

Pracenje aktivnosti zemljiSnih mikroorganizama konvencionalnim mikrobioloskim
metodama zahteva znaCajnu potroS$nju materijala i veliki utroSak vremena.
Spektroskopske vibracione tehnike, kao §to je i Raman spektroskopija, imaju savremen
pristup biohemijskoj karakterizaciji i omogucavaju brzu i preciznu klasifikaciju velikog
broja prokariotskih i eukariotskin mikroorganizama (Hamasha, 2011). Raman
spektroskopija se razlikuje od drugih metoda i po niskoj ceni, jednostavnosti upotrebe i
po velikom broju informacija o hemijskom sastavu, strukturi i interakciji biomolekula
unutar mikroorganizama (Stockel et al., 2016).

Ramanski spektri mikroorganizama oslikavaju vibracije biohemijskih komponenata
unutar Celije, konkretno: proteina, DNK, RNK, lipida, ugljenih hidrata, vode kao i
komponenata prisutnin u manjim koncentracijama (Rosch et al., 2011). Razliciti
mikroorganizmi razlikuju se, npr. u proteinskom sastavu ¢elijskog zida, pa samim tim
pokazuju drugacéije Raman spektre (Harz et al., 2009). Ove specificne biohemijske
razlike izmedu uzoraka, omogucavaju karakterizaciju i identifikaciju bakterija, gljiva 1

kvasaca do nivoa vrste, pa ¢ak i do nivoa podvrste (Stockel et al., 2016).
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Razli¢iti pristupi primenjuju se za karakterizaciju eukariotskih mikroorganizama. U
slu¢aju kvasaca i gljiva, preporucuje se posmatranje vise od jednog Raman spektra,
zbog varijacija signala od razliCitth organela. Neophodno je snimiti oko pedeset
spektara da bi se izvrSila statisti¢ka analiza i izveli odgovarajuéi zakljucci.

Kada je u pitanju Celija kvasca, raspodela karakteristicnih Raman traka oslikava razlicite
delove ¢elije (Slika 4). Npr., karakteristi¢ni pik na talasnim brojevima u opsegu 1731-
1765 cm™ poti¢e od C=0 istezuéih vibracija i predstavlja Raman odgovor frakcije
lipida, dok se na talasnim brojevima u oblasti 1624-1687 cm™ javlja Raman odgovor
koji poti¢e od C=C lipidne veze i amida I (Rosch et al., 2005), a Raman pik u oblasti
1580-1600 cm™ potite od vibracija unutar aromati¢nih aminokiselina i nukleotidnih

baza (Rosch et al., 2006).

Rodriguez et al. (2013) su koristili Raman spektroskopiju za identifikaciju
Zygosaccharomyces bailii, Dekkera bruxellensis i Saccharomyces cerevisiae, kvasaca
odgovornih za kvarenje vina. Mogu¢nost identifikacije kvasaca na nivou jedne ¢elije u
svom istrazivanju predstavili su Rosch et al. (2005). Peng et al. (2010) su Kkoristili
Raman spektroskopiju kako bi ispitali akumulaciju etanola u ¢eliji kvasca. Zahvaljujuci
Raman spektroskopiji, Huang et al. (2004) su uspesno pratili deobu ¢elije (mitozu) kod

Schizosaccharomyces pombe.
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Slika 4. a) skica c¢elije kvasca; b) razli¢ite komponente ¢elije kvasca snimljene Raman
spektroskopijom. Autor, Raul D. Rodriguez

Brojne studije vezane za Raman spektroskopiju, ukazuju na moguénosti ove metode u

identifikaciji mikroorganizama u Zivotnoj sredini, prehrambenoj tehnologiji i medicini
(Peng et al. 2010; Rodriguez et al., 2013).
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3. CILJRADA

U uslovima intezivne poljoprivredne proizvodnje znacajno se menjaju floristicki sastav,
kao 1 mnoga svojstva zemljista, Sto radikalno uti¢e na nutritivne cikluse i biodiverzitet u
ekosistemu. Mikroorganizmi imaju kljuénu ulogu u ocuvanju prirodne sredine i
proizvodnji hrane. U poredenju sa drugim mikroorganizmima o diverzitetu kvasaca i
funkcijama koje obavljaju u zemljiStu malo se zna, jer su u vecini studija koriS¢ene
klasi¢éne mikrobioloske metode, koje su imale za cilj utvrdivanje njihovog prisustva u
razli¢itim sredinama. Iako jo$ uvek nisu razjasnjene funkcije kvasaca u zemljistu, zna se
da ucestvuju u procesima razlaganja organske materije, kruzenju ugljenika, azota,
fosfora i sumpora, formiranju strukture zemlji$ta, a imaju i znac¢ajnu ulogu u suzbijanju
biljnih  bolesti i stimulaciji rasta biljaka. Polaze¢i od nedostataka klasi¢nih
mikrobioloSkih metoda, primenjene su i molekularne metode. S obzirom da ove metode
pruzaju ops$ti uvid u genetsku heterogenost mikrobnih zajednica u zemljistu, bice
primenjena PCR-DGGE metoda za utvrdivanje prisustva kvasaca i gljiva u uzorcima
zemljista oglednog $kolskog dobra Radmilovac. Na osnovu dobijenih rezultata izvrsice
se komparacija standardnih i molekularnih metoda za upoznavanje diverziteta kvasaca u
zemljistu.

Ciljevi ove disertacije polaze od hipoteze da velikom mikrobnom diverzitetu u zemljiStu
doprinose i kvasci, koji obavljaju vazne procese i utiu na dobro funkcionisanje
ekosistema, pa tako i na rast biljaka.

Cilj istrazivanja je stvaranje kolekcije kvasaca iz razliCitih uzoraka zemljista. Ova
kolekcija predstavljace osnovu za dalja istrazivanja u okviru disertacije 1 koristi¢e se za
ispitivanje potencijala kvasaca u odrzivoj poljoprivredi i bioremedijaciji oStecenih
zemljisSta.

U cilju primene kolekcionisanih kvasaca izvrsic¢e se identifikacija izolata kvasaca na
osnovu morfoloskih, odgajivackih, ekoloskih, biohemijskih 1 enzimskih karakteristika.
Radi preciznije identifikacije primeni¢e se molekularne metode, a detaljnija
karakterizacija izolata razli¢itih vrsta kvasaca bi¢e dopunjena primenom Raman
spektroskopije.

U cilju moguénosti primene sojeva kvasaca iz razliitih zemlji§ta u odrzivoj

poljoprivredi, utvrdi¢e se i sposobnost izolata kvasaca da ucestvuju u procesu
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solubilizacije fosfata, transformaciji azotnih jedinjenja, produkciji indol sir¢etne kiseline
I ispoljavanju antagonizma prema fitopatogenim gljivama Botrytis cinerea i Pythium
aphanidermatum. Selekcionisani kvasci koristice se i za ispitivanje uticaja na rast
razlic¢itih biljnih vrsta.

U cilju potencijalne primene u bioremedijaciji, ispitace se i sposobnost bioakumulacije
bakra od strane izabranih izolata, a izolat sa najve¢im procentom bioakumulacije bice

dodatno okarakterisan Raman spektroskopijom.
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Najve¢i deo eksperimentalnih istrazivanja je uraden na Katedri za Ekolosku
mikrobiologiju, Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu. Takode, jedan deo istrazivanja je
uraden na Univerzitetu Educons (Sremsaka Kamenica) i Institutu za fizi¢ku hemiju

Friedrich-Schiller Univerziteta (Jena, Nemacka).

4.1. Mikrobioloska karakterizacija zemljiSta
Za izolaciju kvasaca kori$éeni su uzorci zemljista (Tabela 1) uzeti sa dubine 0-30 cm sa
razlicitih lokaliteta u toku avgusta i oktobra, 2013. godine: zemljiSte iz gradske sredine
kontaminirano organskim zagadivacima (deciji park Tivat, Republika Crna Gora, 2T,
3T, 4T, B, C, E); zemljiste iz vinograda (Podrum Radovanovi¢, Krnjevo, Republika
Srbija, 1 i 2) i zemljiste sa oglednog Skolskog dobra Radmilovac (Poljoprivredni
fakultet, Beograd, Republika Srbija, Avin i Cvin). Takode je uzet i uzorak rizosfere
trske iz plitkog jezera (naselje TreSnja, Beograd, Republika Srbija, SK). Uzorci
zemljiSta transportovani su u sterilnim kesama za uzorkovanje u Laboratoriju Katedre
za Ekolosku mikrobiologiju, Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu, gde je izvrSeno

formiranje kompozitnih uzoraka, mikrobioloSka karakterizacija 1 izolacija kvasaca.

Tabela 1.Geografska lokacija uzoraka zemljista

Oznaka uzorka Geografska lokacija

2T 42°26'07"SGS, 18°41'28"IGD
3T 42°26'07"SGS, 18°41'28"1GD
4T 42°26'07"SGS, 18°41'28"1GD

B 42°26'07"SGS, 18°41'28"1GD

C 42°26'07"SGS, 18°41'28"1GD

E 42°26'07"SGS, 18°41'28"1GD
Avin 44°25'51,9"SGS, 21°03'068"IGD
Cvin 44°25'51,9"SGS, 21°03'068"IGD
1 44°45'20"SGS, 20°36'47"IGD

2 44°4520"SGS, 20°36'47"1GD
SK 44°38'11"SGS, 20°31'9"IGD

MikrobioloSka karakterizacija zemljiSta izvrSena je metodama razredenja i
nakupljanja na standardnim mikrobioloskim podlogama. Razredenje uzoraka vrSeno je

u sterilnoj vodovodskoj vodi. Odreden je ukupan broj bakterija, gljiva, aktinomiceta,
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ukupnih i sporogenih amonifikatora i slobodnih azotofiksatora. Ukupan broj bakterija
odreden je na 10 puta razblazenom tripton sojinom agaru (10 % TSA, Torlak, Srbija).
Brojnost gljiva odredena je na hranljivoj podlozi roze bengal streptomicin agar (Pepper
et al., 1995) (Tabela 2). Nakon sterilizacije, ovoj podlozi dodat je streptomicin-sulfat u
koli¢ini od 0,033 mg/1000 ml hranljive podloge.

Brojnost aktinomiceta odredena je na skrobno-amonijacnom agaru (Tabela 3).

Tabela 2. Sastav podloge roze bengal streptomicin agar (RB)

Naziv hemikalije  Koli¢ina (g)
Pepton 50

MgSO,4 x 7 H,0O 0,50
Glukoza 10,0
KoHPO, 1,0

Roze bengal 0,033

Agar 15,0
Destilovanavoda 1000 ml

Tabela 3. Sastav podloge skrobno-amonija¢ni agar

Naziv hemikalije  Koli¢ina (g)
Skrob 10,0
(NH4)2SO,4 1,0

MgSQO, x 7 H,0 1,0

NaCl 1,0

KNO3 1,0

CaCO3 3,0

Agar 20,0
Destilovanavoda 1000 ml

Broj ukupnih amonifikatora odreden je na meso-peptonskom agaru (MPA, Torlak,
Srbija). Broj sporogenih amonifikatora odreden je na MPA, a pre zasejavanja inokulum
odgovarajuceg razredenja zagrevan je na 80°C u trajanju od 10 minuta.

Broj slobodnih azotofiksatora je odreden na Fjodorovom agaru (Tabela 4).

Sve podloge sterilisane su u autoklavu (Sutjeska, Beograd) na temperaturi od 121°C u
trajanju od 20 minuta.

Nakon inkubacije u termostatu (Binder, Nemacka) u trajanju od 5 dana na 30°C odreden
je ukupan broj bakterija, gljiva nakon sedam dana inkubacije na 25°C, aktinomiceta
nakon Cetrnaest dana na 30°C, dok je ukupan broj slobodnih azotofiksatora odreden

posle dva dana na 30°'C. Broj mikroorganizama izraZen je na 1 gram suvog zemljiita, a
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vlaga zemljiSta odredena je susenjem u susnici (Binder, Nemacka) na 105°C u trajanju
od 2 sata. pH vrednost uzoraka odredena je potenciometrijski (Eutech 510, Thermo

Scientific, Kanada).

Tabela 4. Sastav podloge Fjodorov agar

Naziv hemikalije Koli¢ina (g)
K,HPO, 0,3
CaHPO, 0,2
MgSQO, 0,3
NaCl 0,5
FeCls 0,1
CaCO3 2,5
Manit 20,0
Agar 16,0
Mikroelementi 1ml
Destilovana voda 1000 ml
Mikroelementi (na 1000 ml)
HsBO, 5,0
(NH4)2MOO4 5,0
KJ 0,5
NaBr 0,5
ZnSO4 0,2
Aly(SO,)3 0,3

4.1.1. Ispitivanje diverziteta mikroorganizama DGGE metodom
PCR-DGGE metod predstavlja metodu za proucavanje biodiverziteta mikroorganizama
u uzorcima iz zivotne sredine bez prethodne kultivacije. Ova metoda kori$¢ena je za
odredivanje prisustva kvasaca i gljiva u uzorcima zemljista sa oglednog Skolskog dobra

Radmilovac.

Ekstrakcija zemljisSne DNK

Ekstrakcija DNK iz zemlji$ta izvrSena je pomocu kita ZR Soil Microbe DNA MiniPrep
(Zymo Research, USA).
Pre pocetka rada pripremljen je Zymo-SpinTM IV-HRC Spin Filters koji je
centrifugiran 3 min na 8 000 rpm. ZemljiSte mase 0,25 g kvantitativno je preneto u ZR
BashingBeadTM Lysis Tube i dodato je 750 ul Lysis Solution. Tako pripremljene ZR
BashingBead™ Lysis Tube homogenizovane su u disruptoru (Scientific industries-ST-
D258, USA) 5 min. Zatim su ZR BashingBead™ Lysis Tube centrifugirane u trajanju
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od 1 min na 10 000 rpm. Dobijeni supernatant zapremine 400 pl dodat je u Zymo-
Spin™ IV Spin Filter. Zatim je izvr§eno centrifugiranje 1 min na 7 000 rpm. Po
zavrSenom centrifugiranju dodato je 1200 pl Soil DNA Binding Buffer. Zatim je 800 ul
preneto u Zymo-Spin™ II1C kolonu i centrifugirano je 1 min na 10 000 rpm. Dobijeni
supernatant je odbacen, a za sledeci korak kori$¢en je talog koji je preostao na koloni.
Na talog koji je preostao na koloni dodato je 200 ul DNA Pre-Wash Buffer u Zymo-
Spin™ 1IC kolonu smestenu u novu kolekcionu tubu i centrifugirano 1 min na 10 000
rpm. Nakon zavrSenog centrifugiranja 500 pl Soil DNA Wash Buffer dodato je u Zymo-
Spin™ 11C kolonu i centrifugirano je 1 min na 10 000 rpm. Zymo-Spin™ 11C kolona
preneta je u Cistu epruveticu u koju je dodato 50 ul DNA Elution Buffer direktno na
membranu kolone. Nakon 10 min izvrSeno je centrifugiranje u trajanju od 30 s i 10 000
rpm, kako bi se eluirala DNK. Eluirana DNK preneta je u pripremljenu Zymo-Spin™
IV-HRC Spin Filters smeStenu u Cistu tubicu a zatim je izvrSeno centrifugiranje 1 min

na 8 000 rpm. Ekstrahovana DNK ¢uvana je u zamrzivacu na - 20 C.

Lancana reakcija polimeraze (PCR) univerzalnim prajmerima ITS1/ITS4

ITS1/ITS4 su univerzalni par prajmera kojima je omogucéena amplifikacija ITS (Internal
transcribed spacer) regiona jedarne DNK eukariota. PCR amplifikacija obavljena je u
termosajkleru (Kyratec, Australija) pri slede¢im uslovima: inicijalna denaturacija
nukleinskih kiselina u trajanju od 60 s pri 94°C; 35 ciklusa koji su se sastojali od:
denaturacije 35 s pri 94°C, hibridizacije (annealing) 35 s pri 57°C, elongacije prajmera 1
min pri 72°C praceno finalnom elonagacijom od 10 min pri 72°C (Susumu i Yukiko,
2001; Cunnington et al., 2003). Zahvaljuju¢i ovom paru prajmera utvrdeno je prisustvo

gljiva u uzorcima zemljista.

Lancana reakcija polimeraze (PCR) univerzalnim prajmerima NL1 i NL4

NL1 1 NL4 predstavljaju univerzalni par prajmera kojima je omogucena amplifikacija
D1/D2 regiona. PCR reakcije izvedene su u termosajkleru (Kyratec, Australija)pri
slede¢im uslovima: inicijalna denaturacija nukleinskih kiselina u trajanju od 2 min pri
94°C; 30 ciklusa koji su se sastojali od: denaturacije 30 s pri 94°C, hibridizacije

(annealing) 30 s pri 52°C, elongacije prajmera 60 s pri 72°C praceno finalnom
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elongacijom od 7 min pri 72°C (Marshall et al., 2003). Zahvaljuju¢i ovom paru prajmera

utvrdeno je prisustvo kvasaca u uzorcima zemljista.

Vizuelizacija PCR produkata pomo¢u DGGE analize

DGGE analiza dobijenih PCR produkata sa prajmerima ITS1/ITS4 i NL1/NL4 uradena
je na Bio-Rad Dcode System (Bio-Rad, USA). PCR produkti dodati su u
poliakrilamidni gel debljine 0,8 mm (8 % w/v akrilamida : bisakrilamida 37,5 :1)

koriste¢i gradijent denaturacije od 30 % do 50 % uree 1 formamida (100 % odgovara 7
M uree i 40 % w/v foramida). Elektroforeza je izvedena pod konstantnim naponom od
120 V, temperaturi od 60°C i trajanju od 6 h. Nakon toga, gel je obojen sa 1 X tris
acetat- EDTA (TAE) koji sadrzi 0,5 mg/ml etidijum bromida u trajanju od 20 min i

fotografisan sa UV-transiluminatorom.

4.2.  lzolacija kvasaca iz zemljiSta
Izolacija kvasaca izvrSena je metodom nakupljanja na YPD (yeast extract—peptone-
dextrose) podlozi za gajenje kvasaca (sa 1 % kvas¢evog ekstrakta, 2 % peptona i 2 %
dekstroze) uz dodatak 80 pg/ml streptomicina (Slavikova i Vadkertiova, 2003), koji je
dodat nakon sterilizacije na temperaturi od 121°C u trajanju od 20 minuta. U tako
pripremljenu podlogu (90 ml) dodato je 10 g zemljiSta 1 inkubirano je na Sejkeru
(Biosan ES-20, Letonija) na temperaturi od 28°C tokom 48 h i pri 120 rpm. Nakon
inkubacije uzeto je 1 ml suspenzije i preneto na agarizovanu YPD podlogu. Inkubacija
je izvrSena na 28°C u trajanju od 48 h. Za dalja istrazivanja izabrane su morfoloski
razli¢ite kolonije, a viSestrukim presejavanjem dobijene su Ciste kulture kvasaca.
Cistoc¢a kultura proveravana je prilikom svakog presejavanja mikroskopiranjem (Nikon
Eclipse 50i, Japan). Kulture kvasaca cuvane su na kosom sladnom agaru (Torlak,
Srbija) na 4°C 1 odrzavane periodicnim presejavanjem uz istovremenu proveru ¢istoce

kultura.

4.3. ldentifikacija i karakterizacija kvasaca
U okviru identifikacije i karakterizacije kvasaca odredene su morfoloske, odgajivacke,
ekoloske i fizioloske karakteristike. Takode, izvrSena je molekularna identifikacija

dobijenih izolata i njihova karakterizacija pomoc¢u Raman spektroskopije.
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4.3.1. Odredivanje morfoloskih karakteristika

U okviru morfoloskih karakteristika ispitane su makromorfoloske i mikroskopske
karakteristike izolata. Od makromorfoloskih karakteristika odredene su boja, oblik i
tekstura kolonija na YPD i sladnom agaru. Od mikroskopskih karakteristika odredeni su
oblik i veli¢ina ¢elije 1 stvaranje micelije i pseudomicelije. Makromorfoloske
karakteristike odredene su nakon gajenja izolata na sladnom i YPD agaru u trajanju od
72 h i temperaturi od 28°C. Oblik i veli¢ina ¢elija odreden je mikroskopski (Nikon
Eclipse 50i, Japan) pomocu fiksiranog i obojenog preparata. Bojenje je izvrseno
fuksinom u trajanju od 5 minuta.

Za dokazivanje stvaranja micelije i pseudomicelije koriS¢ena je metoda Mihajlovié¢
(1983), koris¢enjem krompirovog agara, pripremljenog po sledecoj recepturi): 100 g
ocis¢enog i dobro izgnjeCenog krompira potopljeno je u 3000 ml vodovodske vode.
Posle 3 h stajanja na hladnom mestu izvrSena je filtracija a zatim 1 zagrevanje u trajanju
od 1 h na 120°C. Za pripremu agara na 230 ml ove tec¢nosti dodato je 770 ml
vodovodske vode, 20 g glukoze i 20 g agara. Gotova podloga sterilisana je 20 min na
121 °C. U Petrijevu kutiju stavljen je stakleni Stapi¢ u obliku slova “U”, preko njega dve
mikroskopske ploc€ice, a zatim je sve sterilisano u suvom sterilizatoru (Instrumentaria,
Zagreb) 2 h na temperaturi od 180-200°C. Krompirov agar izliven je u drugu Petrijevu
kutiju. Sterilnom pincetom izvadena je sterilna mikroskopska plocica, koja je bila
potopljena u rastopljenom agaru, a zatim je ponovo vrac¢ena u prvu Petrijevu kutiju, gde
je stavljena preko savijenog Stapica. Preko mikroskopske plocice zasejani su izolati i
preko toga stavljena je mikroskopska ljuspica. U Petrijeve kutije je sipano malo sterilne
destilovane vode, kako bi se sprecilo isusivanje agara. Inkubacija je trajala 5 dana na

temperaturi od 28°C, a nakon toga je vrseno mikroskopiranje.

4.3.2. Odredivanje odgajivackih karakteristika
Za odredivanje odgajivackih karakteristika pracen je rast na kosom sladnom agaru 1 rast
na sladnom bujonu. Inkubacija je trajala 30 dana u mraku na temperaturi od 20°C,u
termostatu (Binder, Nemacka). Nakon toga, vrsen je opis rasta kolonija (boja i tekstura)

na kosom agaru, a na sladnom bujonu stvaranje taloga, prstena ili navlake.
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4.3.3. Odredivanje ekoloskih karakteristika
Od ekoloskih karakteristika ispitan je rast izolata pri razli¢itim temperaturama, pH

vrednostima hranljive podloge i razli¢itim koncentracijama natrijum-hlorida (NaCl).

Uticaj temperature na rast izolata

U cilju ispitivanja uticaja temperature na rast, Ciste kulture izolata kvasaca zasejane su
na YPD podlogu i inkubirane u termostatima (Binder, Nemacka) u trajanju od 5 dana
pri temperaturama od: 4°C, 10°C, 20°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C i 50°C.

Uticaj pH vrednosti na rast izolata

Za ispitivanje rasta izolata pri razli¢itim pH vrednostima koris¢en je YPD agar, Cija je
pH vrednost podeSena pre autoklaviranja dodavanjem 1 M rastvora HCI, ili 1 M
rastvora NaOH. Ispitan je rast pri slede¢im pH vrednostima: 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; 5;
5,5, 6;6,5;7;7,5; 8; 8,5;9;9,5; 10; 10,5; 11. pH vrednost merena je pomo¢u pH-metra
(Eutech 510, Thermo Scientific, Kanada). Formiranje kolonija na podlogama sa
podesenom pH vrednoS¢u nakon 72 h inkubacije u mraku, pri 28°C u termostatu

(Binder, Nemacka), smatrano je pozitivnim rezultatom.

Uticaj razli¢itih koncentracija natrijum-hlorida (NaCl) na rast izolata kvasaca

Odnos izolata prema razli¢itim koncentracijama soli ispitan je na YPD podlozi sa
agarom, u koju je pre autoklaviranja dodat NaCl u koncentracijama: 3, 5 i 7 %.
Formiranje kolonija na ovim podlogama nakon 72 h inkubacije pri 28°C u mraku u

termostatu (Binder, Nemacka), smatrano je pozitivnim rezultatom.

Interakcija izolata kvasaca i mikroorganizama

Za odredivanje interakcije kvasaca prema Candida albicans i bakterijskim sojevima
koriséen jedifuzioni metod sa bunarc¢i¢ima. Bakterijski sojevi, C. albicans (Tabela 5) i
sojevi kvasaca pripremljeni su od bujona kultura starosti 24 h. Ispitivanje je radeno tako
Sto su Petri Solje sa ¢vrstom podlogom (MPA) prelivane sa odgovaraju¢im soft agarom
(10 ml zelatinoznog bujona i 10 pl bakterijske kulture/C. albicans). U soft agaru
napravljeni su bunarci¢i (@5mm) u koje je dodato 20 pl ispitivane kulture kvasaca.

Inkubacija je obavljena na temperaturi od 31°C + 2°C. Tetraciklin (30 mcg, Bioanalyse),
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nistatin (100 U, Bioanalyse), ampicilin (10 mcg, Bioanalyse) i hloramfenikol (30 mcg,
Bioanalyse) koris¢eni su kao pozitivni referentni standardi za odredivanje osetljivosti
bakterijskih sojeva i C. albicans. Svaka proba ovog eksperimenta ponovljena je tri puta,
a posmatrano je pojavljivanje zone inhibicije rasta (bistre zone) oko uzoraka, kao i

mogucnost rasta kvasaca u prisustvu patogenih bakterijskih sojeva i C. albicans.

Tabela 5. Sojevi koris¢eni u difuzionom testu sa bunar¢i¢ima

Bakterijski soj Antibiotik Izvor ili referenca
Proteus mirabilis Ampicillin10mcg ATCC 12453
Escherichia coli Ampicillin10mcg ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa  Chloramphenicol30 mcg ATCC 27853
Candida albicans Nystatin100 U ATCC 10231
Bacillus subtilis Tetracycline30 mcg ATCC 6623
Bacillus cereus Tetracycline30 mcg ATCC 11778

4.3.4 Biohemijska karakterizacija izolata

Identifikacija izolata na osnovu biohemijskih karakteristika izvrSena je pomocu API
AUX 20C sistema (BioMérieux, Francuska). Ovaj test omogucava odredivanje
asimilacije ugljenih hidrata kroz 19 reakcija u veoma malim zapreminama uzoraka.
Kulture kvasaca stare 24 h dodate su u 0,85 % NaCl (2 ml), a potom je suspenzija
homogenizovana pomocu vorteksa. Inkubacija je trajala 48-72 h na temperaturi od 29°C
+ 2°C. Pozitivnom reakcijom smatra se pojava zamucenja. Dobijeni rezultati analizirani

su uz pomo¢ softvera APIWeb, Version-1.1.0.

4.3.5. Molekularna identifikacija
Molekularna identifikacija izolata podrazumevala je sekvencioniranje produkata
dobijenih nakon amplifikacije univerzalnim prajmerima i poredenje dobijenih sekvenci
sa sekvencama dostupnim u GenBank Bazi podataka (National Centre for

Biotechnology Information, Bethesda, Maryland, USA).

33



Danka Radié: Biodiverzitet kvasaca u zemljistu i njihov znacaj u odrzivoj poljoprivredi

MATERIJAL | METODE

Priprema izolata za molekularnu identifikaciju

DNK je ekstrahovana iz sveze kulture kvasca dobijene gajenjem u YPD tecnoj podlozi
u trajanju od 24 h na 28°C na orbitalnom termostatiraju¢em Sejkeru (Biosan ES-20,
Letonija) pri 150 rpm. Ekstrakcija DNK iz izolata izvrSena je pomocu kita ZR Soil
Microbe DNA MiniPrep (Zymo Research, USA).

Pripremljena kultura zapremine 0,25 ml i 750 pl Lysis Solution dodati su u ZR
BashingBead™ Lysis Tube. Tako pripremljene ZR BashingBead™ Lysis Tube
homogenizovane su u disruptoru (Scientific industries-ST-D258, USA) 5 min. Zatim su
ZR BashingBead™ Lysis Tube centrifugirane u trajanju od 1 min na 10 000 rpm.
Dobijeni supernatant zapremine 400 ul dodat je u Zymo-Spin™ IV Spin Filter. Zatim je
izvrSeno centrifugiranje 1 min na 7 000 rpm. Po zavrS§enom centrifugiranju dodato je
1200 pl Soil DNA Binding Buffer. Zatim je 800 ul preneto u Zymo-Spin™ 11C kolonu i
centrifugirano je 1 min na 10 000 rpm. Dobijeni supernatant je odbacen, a za sledeci
korak koris¢en je talog koji je preostao na koloni. Na talog koji je preostao na koloni
dodato je 200 ul DNA Pre-Wash Buffer u Zymo-Spin™ IIC kolonu smestenu u novu
kolekcionu tubu i centrifugirano 1 min na 10 000 rpm. Nakon zavr$enog centrifugiranja
500 ul Soil DNA Wash Buffer dodato je u Zymo-Spin™ IIC kolonu i centrifugirano je
1 min na 10 000 rpm. Zymo-Spin™ IIC kolona preneta je u istu epruveticu u koju je
dodato 50 pl DNA Elution Buffer direktno na membranu kolone. Nakon 10 min
izvr$eno je centrifugiranje u trajanju od 30 s i 10 000 rpm, kako bi se eluirala DNK.
Eluirana DNK preneta je u pripremljenu Zymo-Spin™ IV-HRC Spin Filters smestenu u
Cistu tubicu a zatim je izvrSeno centrifugiranje 1 min na 8 000 rpm. Ekstrahovana DNK

W - M W 0
¢uvana je u zamrzivacu na - 20 C.

Landana reakcija polimeraze (PCR)

Lancana reakcija polimeraze (PCR) primenjena je u cilju identifikacije ispitivanih
izolata kvasaca. Kod svih izolata izvrSeno je umnozavanje odgovaraju¢eg segmenta
DNK iz DI/D2 regiona pomocu univerzalnih prajmera za taj region NLI1 (5°-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’ i NL4 (5°-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG) (Kurtzman i Robnett, 1997). PCR reakcije obavljene
su u radnoj zapremini od 50 pl koju ¢ine: 0,2 mM dNTP (KapaBiosystems, UK), 1 U
HotStart DNA Polymerase (KapaBiosystems, UK), po 0,5 uM svakog prajmera (100
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pmol/ul, Metabion International, Nemacka), 20 ng DNK i odgovarajuéa koli¢ina Rnase-
free vode (Molecular Biology Grade Water, Eppendorf). U svakoj PCR reakciji kao
negativna kontrola kori$¢ena je smeSa sa svim reagensima potrebnim za umnozavanje
DNK u koju je umesto DNK uzorka dodavana molekularna RNase-free voda. PCR
reakcije izvedene su u termosajkleru (Kyratec, Australia) pri slede¢im uslovima:
inicijalna denaturacija nukleinskih kiselina u trajanju od 2 min pri 94°C; 30 ciklusa koji
su se sastojali od denaturacije 30 s pri 94°C, hibridizacije (annealing) 30 s pri 52°C,
elongacije prajmera 60 s pri 72°C praceno finalnom elongacijom od 7 min pri 72°C
(Marshall et al., 2003).

Vizuelizacija PCR produkata

Vizuelizacija PCR produkata obavljena je razdvajanjem na 1 % agaroznom gelu koji je
pripremljen rastvaranjem agaroze u 1 x tris-borat-EDTA puferu (TBE) (Fermentas,
Litvanija). PCR produkt zapremine 5 pl pomesan je sa 0,5 pl boje Midori Green
(Nippon Genetics Europe GmbH) i dodat u bunari¢e. Oc¢ekivana veli¢ina fragmenata
iznosila je ~ 600 bp. Odredivanje veli¢ine produkta izvrSeno je poredenjem sa ladder-
om (Nippon Genetics Europe GmbH). Elektroforeza je izvedena pri konstantnoj struji
od 100 V u trajanju od 40 min u aparatu za horizontalnu elekroforezu (Advance, Mupid-
One, Japan). Dobijeni fragmenti posmatrani su u komori transiluminatora (Nippon
Genetics Europe GmbH). Prisustvo jednog DNK fragmenata ocekivane duZzine
oznaceno je kao pozitivna reakcija. PCR produkti sekvencionirani su na ABI 3730XL
Sequencer-u (Macrogen, Inc., Seul, Koreja) u oba smera koris§¢enjem istih prajmera kao
pri amplifikaciji.

Poravnavanje sekvenci izvrSeno je uz pomo¢ Clustal W 2.0 algoritma (Larkinet al.,
2007) i MEGAS softvera (Tamura et al., 2011.). Potom su sekvence obradene u
programu FinchTV Version 1.4.0., odredene su im konsenzus nukleotidne sekvence i
deponovane su u GenBank bazu podataka u okviru National Center for Biotechnology

Information (NCBI), gde im je dodeljen pristupni broj (GenBank Accession Number).
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4.3.6. Enzimska karakterizacija izolata
Enzimska karakterizacija izolata izvrSena je APl ZYM testom (bioMérieux, Francuska)
prema uputstvu proizvodaca. API ZYM omogucava semikvantitativno odredivanje
enzimske aktivnosti kroz 19 reakcija u veoma malim zapreminama uzoraka. Za ovaj test
koriS¢ena je te¢na kultura izolata starosti 24 h u YPD medijumu, koja je dodata u tubice.
Nakon inkubacionog perioda (4 sata na 37°C), u svaku reakcionu tubicu dodata je po
jedna kap reagenasa ZYM A i ZYM B (bioMérieux, Francuska), a posle pet minuta

vizuelno je ocenjena promena boje i poredena sa API ZYM Colour Chart-om.

4.3.7. Priprema uzoraka kvasaca za snimanje na Ramanu
Za karakterizaciju kvasaca koji pripadaju razli¢itim rodovima kori§¢en je Raman
mikroskop XploRA (Horiba Jobin Yvon, Japan). Cista kultura ispitivanog soja kvasca
inkubirana je 24 h/28'C na YPD medijumu. U ependorf je dodato 1 ml sterilne
destilovane vode i ¢ista kultura. Sadrzaj u ependorfu je homogenizovan u vorteksu, a
zatim centrifugiran (3000 rpm, 2 min). Nakon centrifugiranja, supernatant je pazljivo
izvucen. Postupak je ponovljen tri puta. Nakon poslednjeg tre¢eg centrifugiranja
odstranjen je supernatant i dodato je 1 ml sterilne destilovane vode uz homogenizovanje
u vorteksu. Nakon toga, 0,1 ml iz jednog ependorfa preneto je u drugi u kome se
nalazilo 0,9 ml sterilne destilovane vode. Pripremljena suspenzija ispitivanog kvasca
naneta je na kvarcnu plo€icu. Snimanje uzoraka vrSeno je Raman mikroskopom na
sobnoj temperaturi, u oblasti talasnih brojeva od 500 do 3200 cm™, primenom lasera
talasne duzine od 532 nm, sa reSetkom od 1200 zareza po 1 mm. Merenje je vrSeno sa
korakom od 3 cm™. Dijametar snopa na uzorku iznosio je ~ 1pm, dok je ukupno vreme

snimanja po ¢eliji bilo 20 s.

4.4. Direkti mehanizmi stimulacije biljnog rasta
U okviru direktnih mehanizama stimulacije biljnog rasta praceni su: produkcija
amonijaka 1 indolsiréetne kiseline, rastvorljivost fosfata i transformacija azotnih

jedinjenja.
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4.4.1. Produkcija indol-siréetne Kiseline (IAA)
Sposobnost produkcije indolsiréetne kiseline (IAA) odredena je kolorimetrijskom
metodom (Xin et al., 2009). Kulture starosti 24 h zasejane su u 5 ml YPD medijuma ¢iji
je sastav: ekstrakt kvasca 10 g/, pepton 2 g/l, I-triptofan 100 pg/ml, destilovana voda 1
l.
Inkubacija je trajala 7 dana pri temperaturi od 28°C i 150 rpm (Biosan ES-20, Letonija).
Nakon inkubacije, 2 ml suspenzije kvasca preneto je u tubice za centrifugiranje na 8000
rpm u trajanju od 5 min (Mini Spin, Eppendorf, Nemacka). Supernatant zapremine 0,5
ml prenet je u staklenu epruvetu i pomesan sa 0,5 ml Salkowski reagensa ¢iji je sadrzaj:
0,5 M kristalnog gvozde (IlI)-hlorida (FeCls x 6H,0) 2 ml i 35 % perhlorna kiselina
(HCIO4) 98 ml (Gordon i Weber, 1951). SmeSa je homogenizovana u vorteksui
inkubirana u mraku, na sobnoj t°C u trajanju od 30 minuta.
Rastvor L-triptofana (Sigma Aldrich, USA), koncentracije 1 mg/ml pripremljen je u
destilovanoj vodi, sterilisan je kroz filter promera 0,2 um (Minisart, Sartorius), a nakon
toga dodat je u podlogu do finalne koncentracije od 100 pg/ml I-triptofana.
Ocitavanje apsorbance izvrseno je na 530 nm (T70 UV/VIS Spectromer, PG
Instruments LTD, Velika Britanija). Dobijene vrednosti uporedene su sa vrednostima
standardne krive IAA, a koli¢ina proizvedene [AA od strane izolata izraZena je u pg/ml.
Standardna kriva IAA konstruisana je rastvaranjem 10 mg sinteticke IAA (Sigma-
Aldrich, USA) u 10 ml acetona. Ovaj rastvor kori$¢en je za pripremu serije rastvora
potrebne za standardnu krivu ¢ije su koncentracije iznosile:1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml,
20pg/ml, 50 pg/ml i 100 pg/ml IAA. Zatim je u 1 ml svakog pojedina¢nog rastvora
dodato 1 ml Salkowski reagensa, inkubirano na sobnoj t°C u trajanju od 30 minuta.
Ocitavanje je vrSeno na 530 nm (T70 UV/VIS Spectromer, PG Instruments LTD,
Velika Britanija), a dobijene vrednosti su prikazane u tabeli 6.

Tabela 6. Standardna kriva u YPD medijumu

Koncentracija 1AA

530 nm

pg/ml

1 0,017
5 0,119
10 0,252
20 0,507
50 1,169
100 1,988

37



Danka Radié: Biodiverzitet kvasaca u zemljistu i njihov znacaj u odrzivoj poljoprivredi

MATERIJAL | METODE

4.4.2. Solubilizacija fosfata
Rastvorljivost fosfata od strane svih izolata odredena je metodom in vitro po Al-Falih-u
(2005). Pracena je dinamika rastvaranja fosfata, produkcija biomase i promena pH u
toku Cetiri nedelje.
Izolati kvasaca gajeni su u Capek-ovom medijumu, Koji je pripremljen prema sledeéoj
recepturi: 30 g saharoze, 2 g NaNOs, 1 g K;HPO,, 0,5 g KCI, 0,5 g MgSO4 x 7H,0,
0,01 g FeSO4 1 1 1 destilovane vode. pH medijuma podeSena je na 6 sa 2N NaOH.
Podloga je zatim sterilisana u autoklavu na 121°C u trajanju od 20 min. Nakon
sterilizacije u 100 ml medijuma dodato je 1 ml suspenzije u kojoj se nalazi 1,4 x 10°
¢elija kvasca i 1 g kalcijum- fosfata (Cas(POs),). Kontrolu predstavlja 100 ml
neinokulisanog medijuma i 1 g Caz(PQ,),. Svaki tretman postavljen je u tri ponavljanja.
Inkubacija je obavljena u Sejkeru (100 rpm) cetiri nedelje na temperaturi od 28°C.
Nakon svake nedelje sadrzaj je filtriran kroz prethodno osusen i izmeren filter papir
(Whatman No.l). Biomasa kvasca odredena je susenjem filter papira u susnici (Binder,
Nemacka) do konstantne mase na 80°C/24 h. pH vrednost filtrata odredena je pomocu
pH-metra (Eutech 510, Thermo Scientific, Kanada).
Sadrzaj rastvornog fosfata odreden je po metodi P-V-16/A (Privredni pregled, 1990). Za
odredivanje rastvornog fosfata potrebno je pripremiti: kombinovani reagens,
indikatorski rastvor fenolftaleina, standardni rastvor fosfata i sumpornu kiselinu.
1. Kombinovani reagens-pripremljen je tako Sto je rastvoreno 0,50 g askorbinske
kiseline u 100 ml meSanog rastvora.
Priprema meSanog rastvora: rastvoreno je 0,13 g kalijum-antimon tartarata
(K(SbO)C4H406 x 3H20) u normalnom sudu od 1 |, a zatim je dodato 5,6 g amonijum-
molibdata ((NH;)sM00O24x4H,0). U tako pripremljen rastvor dodato je 70 ml
koncentrovane sumporne kiseline (p=1,84 g/ml) uz stalno meSanje sadrzaja. Rastvor je
ohladen i razblazen destilovanom vodom do zapremine od 1 I.
2. Indikatorski rastvor fenolftaleina (5 g/l) -rastvoreno je 0,5 g fenolftaleina u 50 ml etil
alkohola i dodato je 50 ml destilovane vode.
3. Standardni rastvor fosfata (1 ml=0,0025 mg P) -pripremljen je osnovni rastvor (1
ml=0,05 mg P) rastvaranjem 0,2197 kalijum-dihidrogen fosfata (KH,PO,) prethodno
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osusenog na 105°C, u vodi i razblazenog do zapremine od 1 I. Standardni rastvor
dobijen je razblazivanjem 50 ml osnovnog rastvora do 1 | vodom.

4. Sumporna kiselina (31:69)-Dodato je 310 ml koncentrovane sumporne kiseline
(p=1,84 g/ml) u 600 ml destilovane vode. Rastvor je ohladen i razblazen destilovanom
vodom do zapremine od 1 I.

Zapremina uzorka od 50 ml za koju se smatra da sadrzi manje od 25 pg rastvornog
fosfora odmerena je u erlenmajer od 150 ml. Dodata je kap fenolftaleina. U zavisnosti
od prisustva/odsustva ljubicaste boje, dodata je sumporna kiselina (31:69) u kapima do
obezbojavanja. Na kraju je u uzorak dodato 10 ml kombinovanog reagensa i nakon 10
min, izmerena je apsorbanca plave boje na 880 nm spektofotometrijski (T70 UV/VIS
Spectromer, PG Instruments LTD, Velika Britanija). Koli¢ina rastvornog fosfora u mg/l
ocitana je iz odnosa apsorbance iz kalibracionog dijagrama.

Konstrukcija kalibracionog dijagrama

U normalni sud od 50 ml odmerena je zapremina radnog standardnog rastvora prema
tabeli 7.

Tabela 7. Priprema standardnog rastvora

Zapremina standardnog Odgovarajuca Odgovarajuca

Red. rastvora u ml koncentracija u koncentracija u

br. 1ml=0,01 mg PO, ili mg PO,*/I mg PO,*-P/I

0,003261mg PO,*-P

1 0 0 0

2 0,2 0,04 0,0130

3 0,5 0,1 0,0326

4 1,0 0,2 0,0652

5 2,0 0,4 0,1304

6 4,0 0,8 0,2608

7 7,0 1,4 0,4564

8 10 2,0 0,6520

rastvor blanka

Razvijanje boje standardnih rastvora za uporedivanje: U odmerni sud od 50 ml u kome
je standardni rastvor dodato je 10 ml kombinovanog reagensa. Posle 10 min odredene
su apsorbance boje za svaki rastvor na 880 nm (T70 UV/VIS Spectromer, PG
Instruments LTD, Velika Britanija).
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4.4.3. Transformacija azotnih jedinjenja
U okviru transformacije azotnih jedinjenja utvrdena je produkcija amonijaka i

transformacija amonijum-sulfata do nitrata.

Produkcija amonijaka

Sposobnost produkcije amonijaka odredena je zasejavanjem kulture starosti 24 h u 5 ml
peptonske vode (Torlak, Srbija) i inkubiranjem na 28°C u trajanju od 5 dana. Nakon
inkubacije, 0,5 ml Nessler reagensa (Alfapanon, Srbija) dodato je u epruvete.
Ocitavanje promene boje izvrSeno je 5 minuta kasnije. Pojava zute do braon boje

oznacava pozitivnu reakciju.

Transformacija amonijum-sulfata

Transformacija amonijum-sulfata kod svih izolata je odredena in vitro metodom po Al-
Falih-u (2006). Pracene su promene pH i biomase kvasaca, kao i koncentracije nitrata
nastale nitrifikacijom amonijum-sulfata ((NH4)2SO.) u toku cetiri nedelje.

Izolati kvasaca gajeni su u Capek-ovom medijumu, Koji je pripremljen na isti na¢in kao
i u poglavlju (4.4.2.). U 100 ml medijuma dodato je 1 ml suspenzije u kojoj se nalazilo
1,4 x 10° ¢elija kvasca. Konatna koncentracija (NH4),SO, iznosila je 100 mg/l.
Kontrolu je predstavljao neinokulisani medijum sa istom koli¢inom (NH4)2SO4,
Inkubacija je obavljena u Sejkeru (100 rpm) Cetiri nedelje na temperaturi od 28°C.

Biomasa i pH vrednost odredeni su na isti na¢in kao i kod ogleda sa fosfatima (4.4.2.).

Odredivanje sadrZaja nitrata
Sadrzaj nitrata odreden je prema metodi 4500-NO3-B (APHA, 1999). Za odredivanje

nitrata potrebno je pripremiti: 1 M HCl iosnovni rastvor nitrata (Merck, Nemacka).

Priprema rastvora: Rastvor 1 M HCI pripremljen je tako $to je odmereno 4,15 ml

koncentrovane HCI (37 %) u normalni sud od 50 ml.

Za kalibracionu krivu pripremljeni su: slepa proba-50 ml destilovane vode i osnovni
rastvor nitrata (od koga su pripremljeni standardni rastvori za kalibracionu krivu)
koncentracije 1000 mg/l (Merck, Nemacka).

Standardni rastvori za kalibracionu krivu pripremljeni su u slede¢im koncentracijama:

10 mg/l, 20 mg/l i 40 mg/l. Na 50 ml standardnog rastvora i uzorka dodato je 1 ml 1M
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HCI. Apsorbanca je ocitana spektrofotometrijski (T70 UV/VIS Spectromer, PG
Instruments LTD, Velika Britanija) na 220 nm i1 275 nm. Sadrzaj nitrata izracunat je po
obrascu (APHA, 1999):

abs (NO3) = absyygpm — 2 x absygg,,

4.5. Antifungalna aktivnost izolata

Za ispitivanje antagonizma kvasaca prema fitopatogenim gljivama koris¢en je test
dvojnih kultura na krompir-dekstroznoj hranljivoj podlozi (PDA; Merck, Nemacka).

U istrazivanju koriS¢ene su fitopatogene vrste Botrytis cinerea 1 Pythium
aphanidermatum (kulture iz kolekcije Instituta za pesticide i zastitu Zivotne sredine,
Beograd, Srbija). Za potrebe ovog ogleda, kulture gljiva osveZzene su na PDA i
inkubirane 7 dana (Botrytis cinerea) odnosno dva dana (Pythium aphanidermatum) na
25°C, dok su kulture kvasaca osvezene na YPD i inkubirane 24 h na 28°C. Disk
pre¢nika 5 mm uzet je sa ivice kolonije fitopatogena i postavljen je u sredinu Petri
kutije, a na udaljenosti od 3 cm zasejan je izolat kvasca u formi linije. Kao kontrola,
disk micelije fitopatogena zasejan je na PDA podlogu na istoj poziciji, ali bez izolata
kvasaca. Tokom sedam dana posmatrana je interakcija kvasaca i Botrytis cinerea na
temperaturi od 25°C, a za interakciju sa Pythium aphanidermatum taj period je trajao
dva dana na istoj temperaturi. Nakon inkubacije zabelezen je rast gljiva u kontroli i na
Petri kutijama u kojima su prisutne obe kulture. Ogled je izveden u tri ponavljanja, a

procenat inhibicije izracunat je prema obrascu (Siripornvisal, 2010):

| %=(re— r)x 100%/ ro,
gde je: | %-procenat inhibicije patogena; ro-poluprec¢nik kolonije patogena na
kontrolnoj Petri kutiji (mm); r-polupre¢nik kolonije patogena u testu dvojnih kultura

(mm).

4.6. Uticaj odabranih izolata na rast biljaka
Na osnovu rezultata dobijenih posle ogleda koji su ukljucivali produkciju IAA,
rastvorljivost fosfata i transformaciju azotnih jedinjenja, izabrana su cCetiri izolata
(BK0302D, CK24041, 2TD2912B i 3TD0905L) i konzorcijum izabranih izolata za
pracenje njihovog uticaja na rast biljaka.
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Kulture kvasaca starosti 24 h presejane su u 10 ml sterilnog YPD medijuma. Nakon
inkubacije od 48 h na temperaturi od 28°C kulturama kvasaca inokulisano je 100 ml
medijuma (YPD) u sterilnim uslovima. Inkubacija je trajala 48 h na temperaturi od
28°C. Nakon inkubacije ¢elije kvasaca oborene su centrifugiranjem u trajanju od 10 min
I 6000 rpm (5804 R, Eppendorf, Nemacka), a zatim isprane 2 x sterilnom destilovanom
vodom. Konafan broj kvasaca za inokulaciju podeSen je pripremom razredenja
sterilnom vodovodskom vodom na 10° CFU ml™ §to odgovara apsorbanci od 0,5 na 780
nm (T70 UV/VIS Spectromer, PG Instruments LTD, Velika Britanija).
Pripremljeni su inokulumi pojedina¢nih kultura kvasaca i njihovog konzorcijumau
odnosu: 1:1:1:1. U ogledu su kori$¢eni sledeci tretmani:

1 BK0302D-seme inokulisano suspenzijom izolata BK0302D;

2 CK24041-seme inokulisano suspenzijom izolata CK2404l;

3 2TD2912B-seme inokulisano suspenzijom izolata 2TD2912B;

4. 3TD0905L-seme inokulisano suspenzijom izolata 3TD0905L;

5 Konzorcijum: Seme inokulisano meSavinom izolata u odnosu 1:1:1:1;

6 KD: negativna kontrola;

7 FS: pozitivna kontrola.
Semena izabranih kultura (sla¢ica-Sinapis alba L., pSenica-Triticum vulgare L., crvena
detelina-Trifolium pretense L., suncokret-Helianthus annuus L. i zelena salata-Lactuca
sativa) sterilisana su potapanjem u 70 % etanol u trajanju od 2 min uz blago mesanje.
Nakon toga semena su preneta u 2 % rastvor natrijum-hipohlorita(NaOCI) u trajanju od
15 minuta. Ispiranje semena izvrSeno je sterilnom destilovanom vodom (5-10x), a posle
toga semena su potopljena u rastvor koji je sadrzao 600 mg/l penicilina i 250 mg/l
streptomicina u trajanju od 30 min. Nakon ovog, semena su osusena u asepti¢nim
uslovima, u laminarnoj komori. Provera sterilnosti izvrSena je postavljanjem suvih
semena na hranljivu podlogu (MPA) i inkubiranjem na 30°C u trajanju od 48 h.
Odsustvo bakterijskog rasta potvrda je sterilnosti semena.
Inokulacija semena biljaka pripremljenim inokulumima obavljena je na temperaturi od
25°C pri 100 rpm (Biosan ES-20, Letonija) u trajanju od 1 h. Semena odabranih kultura
(50 semena po posudi) posejana su u plasti¢ne posude napunjene sa 0,5 kg deposola iz
rudarskog basena RB Kolubara (Srbija). Pozitivnu kontrolu (FS) predstavlja

neinokulisano seme gajeno u komercijalnom supstratu (Floradur®Plant Universal,
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FloraGard, Nemacka), a negativnu neinokulisano seme gajeno u deposolu (KD). Ogled
je trajao 15 dana u laboratorijskim uslovima, pri intenzitetu svetlosti od 14 000 lux-a
(MH Philips 600W), duzini dana od 12 h 1 temperaturi od 24+2°C.

Ogled je postavljen u tri ponavljanja. Na kraju ogleda zabelezeni su podaci o visini
biljke, duzini korena i ukupnoj suvoj biomasi.Suva biomasa odredena je suSenjem U

susnici (Binder, Nemacka) do konstantne mase na 50°C u trajanju od 24 h.

4.7. Kvasci i bioakumulacija bakra
Izabrana su Cetiri izolata (Avinl1312L, BK0302D, 3TD0905L i 4TD1101S), koji su
pokazali najbolji rast pri koncentraciji od 2 mM kristalnog bakar-sulfata (CuSO, X
5H,0).
Svi izolati gajeni su na YPD agaru (100 ml), kojem je nakon sterilizacije (121°C i 20
minuta) dodat CuSO4 x 5H,0 u slede¢im koncentracijama: 0,5 mM, 1 mM, 1,5 mM i 2
mM. Formiranje kolonija na podlogama sa dodatkom CuSO, x 5H,O nakon 72 h
inkubacije pri 28°C u mraku, smatrano je pozitivnim rezultatom.
U 100ml YPD te¢nog medijuma nakon sterilizacije, dodato je 2 mM CuSOy4 x 5H,0 i
inokulisano izabranim izolatima starosti 24 h pri ¢emu je njihova kona¢na koncentracija
u medijumu iznosila 10 CFU ml™. Inkubacija je obavljena u termostatiraju¢em $ejkeru
(Biosan ES-20, Letonija) Cetiri dana na temperaturi od 28°C i 150 rpm. Kontrolu
predstavlja 100 ml neinokulisanog medijuma, kome je dodat CuSO, x 5H,O u
koncentraciji od 2 mM. Ogled je postavljen u tri ponavljanja. Nakon zavr§enog perioda
inkubacije, sadrZaji erlenmajera filtrirani su kroz prethodno osuSen 1 izmeren filter papir
(Whatman No.l). Biomasa izabranih izolata odredena je susenjem do konstantne mase
na 80°C/24 h.

Odredivanje sadrzaja Cu?’'metodom ICP-OES

Ukupan sadrzaj bakra (Cu®") akumuliranog u ¢elijama kvasaca odreden je ICP-OES
metodom (Thermo Scientific iCAP 6500 Duo). Za kiselinsku digestiju koriséen je
zatvoren sistem mikrotalasne peénice ,,Berghof MWS-3+". OsuSeni i usitnjeni uzorci,
mase 0,3 g, digestovani su u teflonskim sudovima uz dodatak 7 ml koncentrovane
HNOj3 (65 %) i 2 ml H,0, (30 %). Digestija u sistemu mikrotalasne pe¢nice podesena je

na sledece uslove: 160°C u trajanju od 5 minuta, 190°C u trajanju od 5 minuta i 210°C u
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trajanju od 10 minuta. Snaga mikrotalasa u svakoj fazi bila je do 80 %. Za pripremu
reagenasa, standarda i uzoraka koriSc¢ena je ultra ¢ista voda provodljivosti 0,55 puS/cm,
tj. otporljivosti 18,2 MQcm na 25°C. Nakon digestije, sadrzaj je prenet u normalni sud
zapremine od 25 ml i dopunjen 0,1 M HNOj3 do zapremine od 25 ml. Blank rastvor
pripremljen je na isti nacin kao i uzorak. Za konstruisanje kalibracione krive koris¢en je
standardni rastvor Cu (J.T.Baker, U.S.A.). Sva merenja radena su u tri ponavljanja, a

dobijeni rezultati (mg/kg), preracunati su u procente u odnosu na kontrolu.

Raman analiza kvasca sa najveé¢im procentom bioakumulacije

Nakon ICP-OES metode izvrSena je i analiza ¢elija kvasca (4TD1101S) u medijumu
bez i sa dodatkom 2 mM Cu® pomoéu Raman spektroskopije. Priprema uzorka

obavljena je na isti nacin, kao $to je opisano u poglavlju (4.7.).

4.8. Statisticka obrada rezultata
Za statisticku obradu podataka dobijenih u ogledu u kome su praéeni transformacija
azotnih jedinjenja i solubilizacija fosfata, koris¢ena je statistica software 8.0
jednofaktorska analiza varijanse, dok je Tukey-ev test koriS¢en kako bi se odredila
statisticki znacajna razlika (0=0.05) izmedu srednjih vrednosti. Za odredivanje
korelacije izmedu promenljivih koris¢en je Pearson Correlation Coefficient Calculator

(www.socscistatistics.com/tests/pearson).

Za statisticku obradu podataka dobijenih u ogledu u kome je pracen uticaj izolata na rast
biljaka, koris¢ena je statistica software 8.0 jednofaktorska analiza varijanse, a

medusobne razlike izmedu pojedina¢nih tretmana testirane su Tukey-im testom.
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5.1. Mikrobioloska karakterizacija zemljista

Klju¢ni ekosistemski procesi u zemljiStu kao Sto je kruzenje nutrijenata, razlaganje
ugljenika 1 transformacija organske materije zavisi od zemljiSnih bakterija i gljiva
(Trivedi et al., 2013). Diverzitet bioloskih zajednica u zemljistu je od klju¢nog znacaja
za odrzavanje zivota na nasoj planeti. lako ¢ine manje od 0,5 % (w/w) od ukupne mase
zemljiSta, raznovrsne mikrobne populacije imaju znacajnu ulogu u bioloskoj kontroli,
procesima transformacije organske materije, nastanka biljnih asimilativa, odrzavanju
strukture zemljista i degradaciji organskih zagadivaca (Amato i Ladd, 1994; Yan et al.,
2015). Za proucavanje mikrobnog diverziteta pored klasi¢nih (direktnih 1 indirektnih)
metoda se koriste i savremene molekularne metode, koje omogucavaju bolje
upoznavanje sa strukturom zemlji$nih bakterijskih zajednica (Chodak et al., 2015).
Zemljiiste je izuzetno heterogena sredina sa ogromnim brojem raznovrsnih populacija
(Daniel, 2005). Uprkos tome §to je sadrzaj izvora hrane i energije u zemljiStu u
poredenju sa optimalnim koncentracijama za rast mikroorganizama u in vitro uslovima
znacajno nizibrojnost bakterijskih populacija se krece od 10% do 10° "vrsta" po gramu
zemljista (Fierer i Jackson, 2006).

Uzorci 2T, 3T, 4T, B, C i E sadrze povecan sadrzaj organskih zagadivaca poput
policikliénih aromati¢nih ugljovodonika (PAH), polihlorovanih bifenila (PCB) i
organokalajnih jedinjenja (Jovici¢ Petrovi¢ et al., 2014) i odlikuju se sa slabo baznom
pH vredno$¢u. Za procenu sastava bakterijskih zajednica u zemljiStu, neophodno je
uzeti u obzir hemijske karakteristike zemljista (Chodak et al., 2015). Mikrobioloska
analiza uzoraka zemljiSta pokazala jevisoku brojnost ukupnih i sporogenih bakterija,
amonifikatora i aktinomiceta. Prisustvo velikog broja pojedinih grupa mikroorganizama
u opsegu 10°-10" CFU/g, ukazuje da se u zemljiitu odvijaju intenzivni mikrobioloski
procesi, kao 1 da je moguce odvijanje mikrobioloSkih transformacija. Jedan od
parametara biogenosti zemljista je i ukupan broj bakterija (Mandic¢ et al., 2005). Razlike
u brojnosti ukupnih bakterija u ispitivanim uzorcima mogu se povezati sa mehanickim
sastavom zemljiSta, kao i sa njegovim fizicko-hemijskim karakteristikama (Ili¢ et al.,

2016).
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Tabela 8. Broj mikroorganizama (CFU/g) i pH u zemljistu

Ukupne Sporogene Ukupni
. P . Gljive  Aktinomicete Amonifikatori porog slobodni
Uzorci bakterije 4 5 6 bakterije . .
7 x 10 x 10 x 10 6 azotofiksatori
x 10 x 10 4
x 10
2T 0,47 2,40 1,61 3,49 0,94 3,31 7,31
3T 2,22 1,30 2,40 9,18 2,11 4,45 7,29
4T 1,42 3,00 2,18 4,68 0,24 1,87 7,87
B 0,46 1,70 0,78 0,65 0,14 0,25 7,50
C 0,53 0,30 1,58 1,09 0,09 0,04 7,35
E 1,14 3,50 2,35 5,46 1,57 4,42 7,11
Avin 6,52 2,20 2,65 1,20 0,68 1,56 7,65
Cvin 5,81 2,36 4,46 1,26 0,44 2,72 7,95
1 0,89 6,80 2,74 0,68 0,44 2,60 7,77
2 0,90 6,60 2,67 0,42 0,15 2,90 8,08
SK 59,80 8,00 2,52 38,60 4,00 5,00 6,95

Brojna istrazivanja ukazuju da su promene u mikrobnim zajednicama u zemljiStu cesto
veoma snazno povezane sa hemijskim karakteristikama zemljista (Lauber et al., 2009;
Jenkins et al., 2009).

Poredenjem dobijenih rezultata mikrobioloskih analiza zemljiSta uzorkovanih iz
gradskog parka (Tivat, Crna Gora) je uocena razlika u brojnosti mikroorganizama
(Tabela 8), koja je posledica heterogenosti zemljista na toj lokaciji. Zemlji$ni
ekosistemi su slozene dinami¢ne sredine u kojima fizicki 1 hemijski faktori variraju u
vremenu, prostoru, a mikrobioloSka aktivnost i diverzitet vrste uglavnom je pod
uticajem fizickih 1 hemijskih karakteristika, klime 1 vegetacije (Sharma i Mishra, 1992).
Ukupan broj bakterija bio je najveéi u uzorku 3T (2,22 x 10" CFU/g), a najmanji u
uzorku B (4,60 x 10° CFU/g); najveéa brojnost gljiva bila je u uzorku E (3,50 x 10*
CFU/g), a najmanja u uzorku C (3,00 x 10° CFU/g); najveca brojnost aktinomicetabila
je u uzorku 3T (2,40 x 10° CFU/g), a najmanja u uzorku B (7,80 x 10* CFU/g); najveca
brojnost amonifikatorabila je u uzorku 3T (9,18 x 10° CFU/g), a najmanja u uzorku B

(6,50x10° CFU/g); najveéa brojnost sporogenih bakterijabila je u uzorku 3T (2,11 x 10°
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CFU/g), a najmanja u uzorku C (9,00 x 10* CFU/g) i najve¢a brojnost slobodnih
azotofiksatora bila je u uzorku 3T (4,45 x 10* CFU/g), a najmanja u uzorku C (4,00 x
10? CFU/g).

Izmedu uzoraka Avin 1 Cvin, uzorkovanih u poljoprivrednom zemljiStu na
poljoprivrednom $kolskom dobru Radmilovac su utvrdene razlike u brojnosti
mikroorganizama. Najveéa brojnost gljiva (2,36 x 10* CFU/g), aktinomiceta (4,46 x 10°
CFU/g), amonifikatora (1,26 x 10° CFU/g) i slobodnih azotofiksatora (2,72 x 10*
CFU/Qg) je odredena u uzorku Cvin, dok je najveca brojnost ukupnih bakterija (6,52 X
10" CFUI/g) i sporogenih bakterija (6,80 x 10°> CFU/g) odredena u uzorku Avin (Tabela
8).

U poljoprivrednim zemljistima na diverzitet mikrobnih populacija uticu primenjene
prakse upravljanja zemljiStem, obrada zemljiSta, navodnjavanje i upotreba dubriva
(Hoffman et al., 2006). Poredenjem dobijenih rezultata mikrobioloskih analiza zemljista
uzorkovanih iz vinograda (Radovanovi¢) je utvrdeno da izmedu uzoraka 1 1 2 nema
znacajnijih razlika u pogledu brojnosti ukupnih bakterija, gljiva, aktinomiceta i ukupnih
slobodnih azotofiksatora (Tabela 8). U uzorku 1 bila je najveca brojnost amonifikatora
(6,80 x 10° CFU/qg) i sporogenih bakterija (4,40 x 10° CFU/g).

U odnosu na druge ispitivane uzorkenajveca brojnost ukupnih bakterija (5,80 x 108
CFU/g), gljiva (8,00 x 10* CFU/g), amonifikatora (3,86 x 10" CFU/g), sporogenih
bakterija (4,00 x 10° CFU/g) i azotofiksatora (5,00 x 10* CFU/g)bila je u rizosferi trske
(SK). Preko korena, biljke izlu¢uju organska jedinjenja (Secere, organske kiseline,
amino kiseline i vitamine) koja uti¢u na aktivnost zemljisnih mikroorganizama (Nasrin i
Rahman, 2007). Takode kvasci svoju biomasu povecavaju konzumiranjem biljnih
eksudata i urizosferi (Yurkov et al., 2008). Oslobodena organska materija iz korena
predstavlja izvor hrane i energije za aktivan razvoj mikrobnih populacija oko korena §to
se odrazava na odvijanje razlicitith mikrobnih procesa, kao i njihovu ukupnu biomasu u
rizosferi. Ova jedinjenja ¢ine oko 5 % biljne mase i imaju znac¢ajan uticaj na kvalitativni
I kvantitativni diverzitet mikroorganizama (Mrkovacki et al., 2012). Istrazivanja vezana
za rizosferu trske ukazuju da semikrobioloska aktivnost, bogatstvo i diverzitet smanjuju
od leta do jeseni, a da genetsko bogatstvo 1 biodiverzitet gljiva zavisi od hidroloskog

rezima (Ma et al., 2014).
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Na aktivnost i zastupljenost pojedinih grupa mikroorganizama u zemljistu utice veliki
broj faktora: tip zemljista, prisustvo teSkih metala, organskih zagadivaca, nacin obrade,
primena organskih i mineralnih dubriva i pesticida (Hoffman et al., 2006). Takode,
dugotrajno izlaganje mikroorganizama razliitim vrstama stresa u zemljiStu utiCe na
njihovu zastupljenost, ali ne i na metabolicku aktivnost (Griffiths et al., 2000).
Amonifikacija predstavlja klju¢an proces u ciklusu azota u zemljistu i U ovom procesu
ucestvuju razlicite mikrobne populacije. U ispitivanim uzorcima, najveca brojnost
amonifikatora(3,86 x10’ CFU/g) bila je u zemljistu SK, a najmanja (4,20 x 10> CFU/qg)
u uzorku 2 (Tabela 8). Tintor et al. (2009) su utvrdili da je brojnost ove grupe
mikroorganizama najmanje osetljiva na promenu kako fizickih, tako i1 hemijskih
parametara u zemljiStu. Prema Alexanderu (1977) njihova zastupljenost zavisi od
koli¢ine i vrste supstrata, ekoloSkih faktora i biljnih vrsta.

Sporogene bakterije su dominantna grupa u zemljiStima sa izraZzenim mobilizacionim
procesima, jer su u stanju da koriste i mineralna jedinjenja azota (Te$i¢ i Todorovié,
1988). Najveca brojnost ove grupe mikroorganizama bila je u uzorku SK (4,00 x 10°
CFU/g), a najmanja u uzorku B (1,40 x 10° CFU/q).

Gljive imaju znacajnu ulogu u transformaciji organskih jedinjenja, a najveca brojnost
ove grupe mikroorganizama (8,00 x 10* CFU/g) bila je u uzorku SK, a najmanja (1,30 x
10* CFU/g) u uzorku C (Tabela 8). Relativno velika brojnost populacija gljiva u
ispitivanim uzorcima ukazuje da gljive imaju Siroku amplitudu optimalne vrednosti pH
(Rousk et al., 2010).

Aktinomicete su po svojoj zastupljenosti u mnogim zemljiStima odmah iza bakterija
(Takisawa et al., 1993), pri ¢emu najveéi broj vrsta pripada rodu Streptomyces
(Goodfellow i Simpson, 1987). Najveca zastupljenost ove grupe mikroorganizama bila
je u uzorku 2 (2,67 x 10°CFU/g,), a najmanja (7,80 x 10* CFU/g) u uzorku B (Tabela 8).
Predstavnik slobodnih azotofiksatora je Azotobacter sp.koji predstavlja vazan pokazatelj
plodnosti zemljiSta. Aerobni slobodni azotofiksatori zastupljeni su u skoro svim
tipovima zemljiSta. Njihova brojnost u ispitivanim uzorcima kretala se od 10%-10*
CFU/g, a najveéa brojnost (5,00 x 10* CFU/g) bila je u uzorku SK (Tabela 8).

Diverzitet 1 brojnost mikroorganizama u ispitivanim uzorcima zemljiSta, ukazuju na

njihov doprinos u stvaranju i odrzavanju stabilnosti ekosistema (Garbeva et al., 2004).
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Ogromnu raznolikost mikrobnih populacija u zemljistu je tesko proucavati i zbog
nedostataka metode agarnih ploca, sastav i slozenost zemljisnih mikrobiota je uglavnom
ostala neistrazena ili potcenjena. Procenjuje se da oko 99-99,9 % bakterijskih populacija
se ne moze, ili se veoma teSko, gaji na hranljivim podlogama (Torsvik i Ovreas, 2002).
Razlozi izostanka rasta na hranljivim medijumima mogu biti razli€iti, kao $to je niska
stopa rasta ili spor rast (Vartoukian et al., 2010). Neke bakterijske populacije mogu
imati stroge i specifi¢ne nutritivne zahteve i zbog toga ne rastu na konvencionalnim
podlogama (Kopke et al., 2005). Dodatno, rast moze biti onemoguéen i sekrecijom
antibakterijskih supstanci u medijumu (Tamaki et al.,2005). Takode, moze se desiti da
bakterije ne mogu da rastu u monokulturi u odsustvu signalnih molekula koje otpustaju
bakterijske populacije prisutne samo u okviru prirodnih stanista (Lewis, 2007). Osim
toga, mikroorganizmi izolovani koriste¢i standardne metode kultivacije, retko su
brojéano dominantniji u prirodnim sredinama, ve¢ se umnozavaju kolonije koje dobro
rastu na nutritivno-bogatim hranljivim podlogama (Hugenholtz, 2002).

U poslednje vreme se koriste molekularne metode kao $to je denaturaciona gel gradijent
elektroforeza (DGGE) kao i metagenomski pristup. Kod ovih metoda DNK se izdvaja
direktno iz uzoraka zemljista i izbegava se korak gajenja u laboratorijskim uslovima.

Ove metode mogu doprineti boljem razumevanju ogromnog biodiverziteta u zemljistu.

5.1.1. Odredivanje biodiverziteta kvasaca i gljiva PCR-DGGE metodom
Vazna komponenta mikrobnog diverziteta u zemljistu su i gljive koje kao glavni
razlagaCi organske materije daju podrSku kljuénim procesima u kopnenim
ekosistemima. Takode, gljive predstavljaju dominantnu komponentu zemlji$ne
mikrobne biomase. Kvasci su znacajni ¢lanovi zemljisnih ekosistema i znacajno
doprinose opStem biodiverzitetu,ali do sada, mali broj vrsta kvasaca je poznat.
Pretpostavlja se da je opisano samo oko 5 % kvasca koji postoje u prirodi (Fell et al.,
2000). Medutim, znanje o raznolikosti i funkcijama zemlji$nih gljiviénih biocenoza i
dalje su ogranic¢ena. Molekularna metoda, koja omogucéava karakterizaciju sloZenih
mikrobnih zajednica, ukljucuju¢i kvasce i gljive u razli¢itim ekosistemima je i PCR-
DGGE metod. Ove tehnike olakSace otkrivanje gljiva, ukljucujuéi i probirljive, odnosno
sojeve koji ne rastu na sintetickim medijumima, razumevanju stukture i dinamike

gljiviénih zajednica u zemljistu (Hoshino i Matsumoto, 2007). Primena molekularnih
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tehnika znacajno je doprinela znanjima u oblasti ekologije gljiva u zemljistu u razlicitim
ekosistemima kao $to su Sume (Perkiomaki et al., 2003), travnjaci (Brodie et al., 2003),
poljoprivredna zemljista (Gomes et al., 2003; Hoshino, 2012). Molekularne metode
bazirane na analizi 18S ribozomalnih DNK (rDNK) fragmenata, koji su umnoZeni iz
rizosfernog zemljista kukuruza, klonirani i sekvencionirani, kori§¢eni su za odredivanje
biodiverziteta (Gomes et al., 2003). Na osnovu dobijenih rezultata je utvrdeno da u
ranim fazama rasta kukuruza dominiraju Ascomycetes iz reda Pleosporales, dok u

kasnijimfazama rasta dominiraju drugi redovi kvasaca Ascomycetes i Basidiomycetes.

Slika 5. Elektroforeza totalne DNK iz zemljista. Kolone: 1-DNK iz zemljista Cvin, 2-DNK iz
zemljista Avin, 3-Ladder(Nippon Genetics Europe GmbH) i 4-negativna kontrola

Radi utvrdivanja diverziteta gljiva i kvasaca u uzorcima zemljiSta Cvin i Avin, sadrZaj
zemljiSta je ispitivan DGGE metodom.

DGGE profil PCR fragmenata dobijenih umnozavanjemgena za 18S rRNK iz ukupne
DNK (Slika 5) izolovane iz zemljista ukazao je na razlike izmedu ispitivanih uzoraka
zemljiSta. U zemljiStu Avin uocene su Cetiri trake sa pojaCanim intezitetom, koje nisu

prisutne u uzorku Cvin, dok se jedna traka pojacanog inteziteta javlja samo u uzorku
Cvin (Slika 6).
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Slika 6. DGGE profili zemljista dobijenih umnozavanjem konzerviranog 18S rDNK regiona
prajmerima NL1 i NL4. Strelice ukazuju natrake koje su najjaceg inteziteta u uzorcima Avin
(1a, 2a, 3ai 4a) i Cvin (1)

Sa druge strane DGGE profil PCR fragmenata dobijenih umnoZavanjem ITS regiona iz
ukupne DNK izolovane iz zemljiSta ukazuje na prisustvo tri trake slabijeg inteziteta u
uzorku Cvin. Ove trake nisu uo¢ene u uzorku Avin. U uzorku Avin uocena je samo

jedna traka jaCeg inteziteta koja nije uo¢ena u uzorku Cvin (Slika 7).

Slika 7. DGGE profili zemljista dobijenih umnozavanjem konzerviranog ITS regiona
prajmerima ITS1 i ITS 4. Strelice ukazuju natrake koje su najjaceg inteziteta u uzorcima Avin
(la)iCvin (1,21 3)

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se pretpostaviti da postoji razlika u diverzitetu
kvasaca i gljiva izmedu ispitivanih uzoraka. Za dalja istrazivanja neophodno je
primeniti dodatne metode, kako bi se doslo do utvrdivanja diverziteta do nivoa roda ili

vrste.

5.2. lIzolacija kvasaca iz zemljiSta
Mikroorganizmi predstavljaju osnovu ekoloske ravnoteze u biosferi, a sastav mikrobnih
zajednica utiCe na procese transformacije biljnih ostataka u zemljiStu 1 dostupnost
biljnih nutrijenata, stabilizaciju zemljisnih agregata, smanjenja erozije i odrzavanje
zemljisnog vodnog kapaciteta (Slavikova i Vadkertiova, 2003). Kvasci, jednocelijski

eukariotni mikroorganizmi, zbog svog Sirokog spektra enzimskih sposobnosti su
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ukljueniu mnoge cikluse i imaju znaajnu ulogu za odrzavanje biodiverziteta i
stabilnosti razlicitih ekosistema. U zemljistu kvasci mogu da koriste razli€ite izvore
ugljenika, ukljucujuéi i proizvode koji su nastali hidrolizom biljnog materijala, poput
hemiceluloze, organskih kiselina i jednostavnih aromati¢nih jedinjenja. Takode, imaju
znacajnu ulogu u ciklusima azota i sumpora, neki imaju sposobnost da nerastvorljiv
oblik fosfata prevedu u rastvorljiv, a mogu pozitivno uticati i na rast biljaka (Botha,
2011). U svetu se izuzetna paznja poklanja bioindustrijskoj proizvodnji, pa su kvasci
mnogo viSe proucavani sa tog aspekta, ali se ne sme zaboraviti da je zemljiSte ogroman
rezervoar razli€itih vrsta kvasaca. Istrazivanja vezana za kvasce u zemljiStu su imala za
cilj utvrdivanje njihove brojnosti i biodiverziteta, bez mnogo osvrta na funkcije u
ekosistemima (Botha, 2011). 1z ovoga sledi i vaznost upoznavanja diverziteta kvasaca u
razli¢itim zemljiSnim ekosistemima.

Primenom metode nakupljanja na YPD podlozi i viSestrukim presejavanjem su dobijene
Ciste kulture kvasaca, ukupno jedanaest izolata, od kojih su Sest iz gradskog parka
(Tivat, Crna Gora), Cetiri iz poljoprivrednog zemljista, odnosno, dva izolata su iz
zemljiSta poljoprivrednog Skolskog dobra Radmilovac (Beograd, Srbija), dva izolata iz
zemljiSta iz vinograda Radovanovi¢ (Krnjevo, Srbija) i jedan iz rizosfere trske (Tresnja,
Srbija). Cistoca kultura je proverena mikroskopski (Nikon Eclipse 50i, Japan).
Formirana je kolekcija od jedanaest Cistih kultura kvasaca koja je koris¢ena za dalja

istrazivanja (Tabela 9 ).

Tabela 9. Oznaka i poreklo izolata kvasaca iz zemljiSta

Oznaka izolata Poreklo izolata
1KD1983V zemljiSte iz vinograda, Radovanovi¢
2KD3007J zemljiSte iz vinograda, Radovanovi¢
zemljiSte poljoprivrednog $kolskog
Avinl1312L dobra Radmilovac
zemljiSte poljoprivrednog Skolskog
Cvinl610M dobra Radmilovac
2TD2912B Gradski park, Tivat
3TD0905L Gradski park, Tivat
4TD1101S Gradski park, Tivat
BK0302D Gradski park, Tivat
EK1605T Gradski park, Tivat
CK?24041 Gradski park, Tivat
SKO0809R rizosfera trske
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5.3. Identifikacija i karakterizacija kvasaca iz zemljiSta
Nakon izolacije i dobijanja cistih kultura izvrSena je identifikacija izolata kvasaca.
IzvrSeno je ispitivanje morfoloskih (makro 1 mikromorfoloskih), odgajivackih i
ekoloskih karakteristika. Pored primene konvencionalnih metoda, primenjene su i brze
metode poput API 20C AUX sistema (BioMerieux, Francuska) za biohemijsku
karakterizaciju i identifikaciju izolata, APl ZYM (BioMerieux, Francuska) za enzimsku

karakterizaciju, molekularne metode PCR i Raman spektroskopija.

5.3.1. Morfoloske, odgajivacke i ekoloske karakteristike izolata kvasaca
Karakterizacija rasta kvasaca na hranljivim podlogama (makromorfoloske
karakteristike- oblik, boja i tekstura kolonija) i mikromorfoloskih karakteristike (oblik,

veli¢ina Celija i stvaranje micelije i pseudomicelije) je prvi korak u identifikaciji.

Slika 8. a) Izgled kolonija izolata 1KD1983V na YPD podlozi; b) Mikroskopski
preparat izolata 1IKD1983V

Izolat 1KD1983V je izolovan iz zemljista vinograda Radovanovi¢ (Krnjevo, Srbija). Na
YPD podlozi kolonije ovog izolata su bele boje, sitne i meke (Slika 8). Mikroskopskim
pregledom preparata izolata 1IKD1983V su uocene ¢elije ovalnog oblika i veli¢ine 3,5x5

pum. Ovaj izolat ne stvara pseudomiceliju.
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Slika 9. a) lzgled kolonija izolata 2KD3007J na YPD podlozi; b) Mikroskopski preparat
izolata 2KD3007J

Izolat 2KD3007J je izolovan iz zemljista vinograda Radovanovi¢ (Krnjevo, Srbija). Na
YPD podlozi kolonije ovog izolata su krem boje, glatke i meke (Slika 9).
Mikroskopskim pregledom preparata izolata 2KD3007J su uoCene celije okruglog

oblika i veli¢ine 4x4 pum. Ovaj izolat ne stvara pseudomiceliju.

Slika 10. a) Izgled kolonija izolata Cvin1610M na YPD podlozi; b) Mikroskopski
preparat izolata Cvin1610M

Izolat Cvin1610M je izolovan sa poljoprivrednog Skolskog dobra Radmilovac (Srbija).
Na YPD podlozi kolonije ovog izolata su bele boje i glatke (Slika 10). Mikroskopskim
pregledom preparata izolata Cvin1610M su uocene ¢elije ovalnog oblika i veli¢ine 4x5

pum. Ovaj izolat ne stvara pseudomiceliju.
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Slika 11. a) Izgled kolonija izolata Avin1312L na YPD podlozi; b) Mikroskopski
preparat izolata Avin1312L

Izolat Avinl1312L je izolovan sa poljoprivrednog Skolskog dobra Radmilovac (Srbija).
Na YPD podlozi kolonije ovog izolata sukrem boje, okrugle i naborane (Slika 11).
Mikroskopskim pregledom preparata izolata Avinl312L su uocene celije sfericnog

oblika i veli¢ine 3,5x4,5 um. Ovaj izolat stvara pseudomiceliju.

Slika 12. a) Izgled kolonija izolata 2TD2912B na YPD podlozi; b) Mikroskopski
preparat izolata 2TD2912B

Izolat 2TD2912B je izolovan iz zemljiSta gradskog parka (Tivat, Crna Gora). Na YPD
podlozi kolonije ovog izolata subeli¢aste boje, okrugle i naborane (Slika 12).
Mikroskopskim pregledom preparata izolata 2TD2912B su uocéene Celije sfericnog

oblika i veli¢ine 3,5x4,5 um. Ovaj izolat stvara pseudomiceliju.
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Slika 13. a) Izgled kolonija izolata 3TD0905L na YPD podlozi; b) Mikroskopski
preparat izolata 3TD0905L

Izolat 3TD0905L je izolovan iz zemljista gradskog parka (Tivat, Crna Gora). Na YPD
podlozi kolonije ovog izolata su krem boje, okrugle iglatke (Slika 13). Mikroskopskim
pregledom preparata izolata 3TD0905L su uocene Celije ovoidnog oblika i veli¢ine

3,0x5 um.Ovaj izolat stvara pseudomiceliju.

Slika 14. a) Izgled kolonija izolata 4TD1101S na YPD podlozi; b) Mikroskopski
preparat izolata 4TD1101S

Izolat 4TD1101S je izolovan iz zemljiSta gradskog parka (Tivat, Crna Gora). Na YPD
podlozi kolonije ovog izolata su bele boje, vlazne i meke (Slika 14). Mikroskopskim
pregledom preparata izolata 4TD1101S su uocene ¢elije ovoidnog oblika iveli¢ine 4x6

pum. Ovaj izolat ne stvara pseudomiceliju.
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Slika 15. a) Izgled kolonija izolata BK0302D na YPD podlozi; b) Mikroskopski
preparat izolata BK0302D

Izolat BK0302D je izolovan iz zemljiSta gradskog parka (Tivat, Crna Gora). Na YPD
podlozi kolonije ovog izolata sukrem boje, polusjajne i meke (Slika 15).
Mikroskopskim pregledom preparata izolata BK0302D su uocene ¢elije loptastog oblika

i veli¢ine 4x4,5 pm. Ovaj izolat ne stvara pseudomiceliju.

Slika 16. a) Izgled kolonija izolata EK1605T na YPD podlozi; b) Mikroskopski preparat
izolata EK1605T

Izolat EK1605T je izolovan iz zemljista gradskog parka (Tivat, Crna Gora). Na YPD
podlozi kolonije ovog izolata sukrem boje, glatke i sjajne i blago podignute u centru
(Slika 16). Mikroskopskim pregledom preparata izolata EK1605T su uocene

¢elijesferoidnog oblika i veli¢ine 2,5x3,5 um. Ovaj izolat ne stvara pseudomiceliju.
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Slika 17. a) Izgled kolonija izolata CK24041 na YPD podlozi; b) Mikroskopski preparat
izolata CK24041

Izolat CK2404I je izolovan iz zemljiSta gradskog parka (Tivat, Crna Gora). Na YPD
podlozi kolonije ovog izolata subele boje, sitne i meke (Slika 17). Mikroskopskim
pregledom preparata izolata CK24041 su uocene c¢elijeokruglog oblika i veli¢ine 5x6

pum. Ovaj izolat ne stvara pseudomiceliju.

Slikal8. a) Izgled kolonija izolata SKO809R na YPD podlozi; b) Mikroskopski preparat
izolata SKO809R

Izolat SKO809R je izolovan iz rizosfere trske (TreSnja, Srbija). Na YPD podlozi
kolonije ovog izolata su roze boje, sjajne i krupne (Slika 18).Mikroskopskim pregledom
preparata izolata SKO809R su uocene Celije sferiénog oblika i veli¢ine 4,5x5 um. Ovaj
izolatne stvara pseudomiceliju.

Ispitane su i odgajivacke Kkarakteristike kolonija izolata na kosom sladnom agaru i
sladnom bujonu. Kod izolata 2TD2912B, Avin1312L, 4TD1101S, 3TDO0905L i
EK1605T je primeceno stvaranje taloga. Stvaranje skrame je primeceno kod izolata
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1KD1983V, 2KD3007J, CK24041 i Cvinl610M. Pojava ruziCastog prstena je
zabelezena kod izolata SKO809R, dok je kod izolata BK0302D doslo do stvaranja tzv.
krpica. Kod rasta na kosom sladnom agaru, makromorfoloski izgled kolonija bio je isti
kao i kod rasta na YPD agaru.

Na osnovu ove faze istrazivanja moze se re¢i da postoje razlike izmedu ispitivanih

izolata kvasaca, kada su u pitanju odgajivacke i morfoloske karakteristike.

5.3.2. Rast izolata pri razli¢itim temperaturama

Pored sadrzaja vlage, temperatura je jedan od najvaznijih Cinilaca, koji uti¢e na rast i
aktivnost zemljisnih mikroorganizma (Paul i Clark, 1996). U zemljistu bakterije i gljive
imaju najvecu aktivnost na temperaturama ispod 30°C, dok se sa poveéanjem
temperature njihova aktivnost smanjuje (Pettersson i Baath, 2003). Kvasci se najcesce
gaje na temperaturama koje su bliske njihovom prirodnom stani$tu (Boundy-Mills,
2006). Najveci broj vrsta kvasaca su izolovani iz sredina sa temperaturama od 20°C do
25°C (Boundy-Mills, 2006). Medutim, postoje i vrste kao Sto su Leucosporidium scottii
i Mrakia frigid koje rastu na temperaturama od -1°C do 4°C (Deak, 2006).

Tabela 10. Rast izolata kvasaca pri razli¢itim temperaturama

Oznaka

izolata  4°C 10°C 20°C 30°C 35°C 40°C 45°C 50°C
Kpiegy -~ bt - - - " mezofilni
okD3007 -~ Y - - - " mezofilni
oTD29128 ~ T F T T ermofilni
sTDOROSL ~ T F T T ermofilni
4TD1101S i * * * * * " termofilni
BK0302D S - " mezofilni
CK24041 oy - " mezofilni
EK1605T * * * +- i ) © mezofilni
SKO8O9R ooyt M ) " mezofilni
Avin1312L i * * * * * ~ termofilni
Cvinl6l10M * * * i i ) © mezofilni

Ispitivani izolati kvasaca su ispoljili razli¢it rast u odnosu na temperaturu kao ekoloski

faktor (Tabela 10). Medu izolatima koji rastu na temperaturama iznad 35°C izdvojila su
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se Cetiri izolata: 2TD2912B, 3TDO0905L i 4TD1101S izolovani iz gradskog parka
(Tivat, Crna Gora) i Avinl312L izolovan iz zemljista $kolskog dobra Radmilovac. Ovi

izolati su rasli i na temperaturi od 45°C, dok nije bilo rasta na visSim temperaturama

1KD1983V, 2KD3007J i Cvin1610M. Svi izolati su rasli na temperaturama od 20°C i
30°C, dok nijedan izolat nije ispoljio rast na 4°C. Na 10°C rast su ispoljili 2KD3007J,
EK1605T i Cvinl610M, a izuzetno slab rast na istoj temperaturi su imali i izolati
1KD1983V i CK2404l.

Sposobnost rasta i1 razmnozavanja na razli¢itim temperaturama se povezuje sa
raznovrsnoscu bioloskih membrana kod ¢elija kvasaca. Istrazivanja ukazuju da kvasci u
odnosu na optimalnu temperaturu rasta mogu biti u rasponu od psihrofilnih do
termofilnih i na osnovu temperature rasta se mogu svrstati u razliite termalne
kategorije. Prema Arthur i Watson (1976) izolati 1KD1983V, 2KD3007J, CK2404l,
EK1605T, SK0809R, BK0302D i Cvin1610M pripadaju mezofilnim, dok su termofilni
izolati 2TD2912B, 3TD0905L, 4TD1101S i Avin1312L (Tabela 10).

Sposobnost kvasaca da rastu na razli¢itim temperaturama, od velikog je znacaja za
njihovu primenu u biotehnologiji i prehrambenoj industriji, ali i za prezivljavanje u

Zivotnoj sredini.

5.3.3. Rast izolata pri razli¢itim pH vrednostima

Na rast i aktivnost mikroorganizama uti¢e 1 pH vrednost sredine. Rast ve¢ine kvasaca
nije inhibiran pri pH 3, iako je optimalna pH vrednost za ve¢inu vrsta izmedu 4,5-6,5
(Phaff et al., 1978). U istrazivanjima kvasaca Cesto se koriste medijumi koji imaju niZu
pH vrednost kako bi se inhibirao rast bakterija (Boundy-Mills, 2006). Istrazivanja
Vreulink et al. (2007) su ukazala na negativhu korelaciju izmedu pH zemljista i
brojnosti kvasaca.

Utvrdeno je da postoje razlike izmedu ispitivanih izolata kvasaca u odnosu na pH
vrednosti (Tabela 11). Najniza pH pri kojoj je ispoljen slab rast je 2 (izolat EK1605T), a
najvisa 10,5. Pri pH 2,5 rast su ispoljila ¢etiri izolata: EK1605T, 2TD2912B, 3TD0905L
I 4TD1101S. Ovi izolati izolovani su iz gradskog parka Tivat. Na pH 3 su svi izolati
ispoljili rast, dok je prva visa pH vrednost na kojoj izolati nisu rasli pH 10. Na pH 10,5
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rast su ispoljili samo izolati 4TD1101S i Avin1610M. Nijedan izolat nije rastao pri pH
11.

Tabela 11. Rast izolata kvasaca pri razli¢itim pH vrednostima

Oznaka pH pH pH pH pH pH pH pH pH pH pH pH pH pH
15 2 25 3 35 4 45 5 6 7 95 10 105 11

izolata
1KD1983V - - -+ o+ o+ + + o+ o+ - - -
2KD3007J - - -+ o+ + o+ o+ o+ o+ o+ 4+ - -
2TD2912B - - +H- o+ + + + + + + o+ 4+ - -
3TDO0905L - - +H- o+ + +  + + 4+ o+ o+ 4+ - -
4TD1101S - -+ +  + + + o+ o+ o+ o+ o+ +H- -
BK0302D - - - - o+ + o+ 4+ o+ 4 - - -
CK?24041 - - -+ +  + o+ o+ o+ o+ o+ - - -
EK1605T - +H- o+ +  + + o+ o+ o+ o+ - - - -
SKO0809R - - - +H- o+ o+ o+ + o+ o+ - - - -
Avinl312L - - -+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ - -
Cvinl610M - - - 4 o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ - - -

Literaturni podaci takode ukazuju na sposobnost kvasaca da rastu u velikom opsegu pH
vrednosti, najées¢e od 3-10 (Deak, 2006). Od izolata kvasaca ispitivanih u ovom radu
najsiru amplitudu pH ima izolat 4TD1101S (Tabela 11). Kvasci koji se mogu prilagoditi
rastu pod razli¢itim ekstremnim uslovima pH, temperature, dostupnosti nutrijenata,
mogu se primeniti u bioremedijacionim tehnologijama upravljanja otpadom (Bahafid et
al., 2013).

Neke vrste kvasaca su izuzetno otporne na vrlo nisku pH vrednost od 1,5. pH
vrednostima velikog uticaja na odvijanje razlicitin procesa, ali i na ispoljavanje
odredenih interakcija izmedu mikroorganizama, kao §to je slucaj sa kvascima i

bakterijama mlecne kiseline (Deak, 2006).

5.3.4. Rast izolata pri razli¢itim koncentracijama natrijum-hlorida
S obzirom na ulogu koju mikroorganizmi imaju u zemlji$tu, veoma je vazno razumeti i
njihov odgovor na abioticki 1 bioticki stres. U poljoprivrednim zemljiStima kao rezultat

primene mineralnih dubriva i navodnjavanja moze doé¢i do pojave visokog saliniteta.
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Istrazivanja koja su sprovedena na zaslanjenim zemljiStima su ukazala na Stetan uticaj
saliniteta na mikroorganizme i njihovu aktivnost (Rietz i Haynes, 2003; Sardinha et al.,
2003). Veliki uticaj na sastav mikrobne zajednice ima salinitet, a utvrdeno je i da su
gljive osetljivije na osmotski stres u odnosu na bakterije (Wichern et al., 2006).
Odgovor kvasaca na razliite vrste stresa je specifi¢an i zavisi od vrste kvasca i staniSta
(Tanghe et al., 2006). Autohtoni zemljisni kvasci mogu prezivetiekstremne uslove
koriste¢i razlicite strategije, kao Sto su egzopolimerne kapsule i formiranje biofilma
(Botha, 2006).

Tabela 12. Uticaj razli¢itih koncentracija natrijum-hlorida na rast izolata

3% 5% 7%
Oznakaizolata NaCl NaCl NaCl

1KD1983V + - -
2KD3007J + - -
2TD2912B + + -
3TD0905L + + -
4TD1101S + + -
BK0302D + +/- -
CK24041 + +/- -
EK1605T + - -
SKO0809R + +/- -
Avinl1312L + +/- -
Cvinl610M + +/- -

Svi izolati su ispoljili rast pri sadrzaju NaCl od 3 % a nijedan izolat nije rastao pri
koncentraciji NaCl od 7 %. (Tabela 12).Sa povecanjem koncentracije NaCl, opada i broj
izolata koji mogu da rastu pri ovim uslovima. Pri koncentraciji NaCl od 5 % izolati
2TD2912B, 3TD0905L i 4TD1101S su ispoljili rast, jedva primetan rast se javio kod
izolata BK0302D, CK2404l, SKO0809R, Avin1312L i Cvinl610M, dok tri izolata
1KD1983V, 2KD3007J i EK1605T nisu rasla pri ovoj koncentraciji NaCl.

Prema podacima Mahajan i Tuteja (2005) ve¢ su tada znacajne povrSine zemljiSta u
svetu bile pogodene povecanim salinitetom i salinizacija je oznacena kao vodeéi faktor
gubitka vise od 50 % obradivih povrsina. Dugotrajnim izlaganjem biljaka visokom
sadrzaju soli dovodi do smanjenja produktivnosti 1 prinosa za vise od 50 % (Acquaah,
2007). Zbog toga od posebnog znacaja je i Sposobnost korisnih mikroorganizama da se
prilagode visokom sadrzaju soli u zemljiStu i da smanje negativan stres po biljke

(Dimkpa et al., 2009). Primeno inokulacije kukuruza sa Rhodotorula glutinis, zna¢ajno
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su ublazeni negativni efekti visokog nivoa saliniteta na parametre rasta kukuruza
(Gomaa i Gaballah, 2004), a utvrdena je i veca akumulacija poliamina. Pozitivan uticaj
na rast kukuruza u uslovima povecanog saliniteta je imala i inokulacija sa
Saccharomyces cerevisiae i Rhodotorula mucilaginosa (El-Dissoky et al., 2013).

Moguénost koriS¢enja mikroorganizama za ublazavanje stresa kod razli¢itih biljnih
vrsta ima izuzetan znaCaj za poljoprivrednu proizvodnju. Pojedini mikroorganizmi
mogu da posluze i kao modeli za bolje razumevanje adaptacije i tolerantnosti na stres,
Sto moZe pozitivno uticati i na koncept primenjene tehnologije (MiloSevi¢ i Marinkovi¢,

2000).

5.3.5. Interakcija izolata kvasaca imikroorganizama

Kvasci u zemljistu, kao prirodnom stanistu, stupaju u razli¢ite interakcijske odnose sa
Sirokim spektrom razliCitih organizama, kao $to su alge, plesni, prokarioti, protisti,
makroskopska i mikroskopska fauna, kao i sa korenom biljaka. Rast i opstanak
odredenih vrsta kvasca u zemljistu predstavlja kumulativni rezultat brojnih interakcija u
zemlji$noj mikrobnoj zajednici.

Interakcija izmedu istih 1 razli¢itth mikrobnih populacija i njihovog okruZenja ima
klju¢nu ulogu u ocuvanju i1 odrzavanju ekosistema. U okviru svojih ekoloskih niSa,
kvasci mogu ucestvovati u razli¢itim mikrobnim interakcijama, kao Sto su amensalizam,
komensalizam, kompeticija, mutualizam, parazitizam, predatorstvo i sinergizam (Botha,
2006). O interakcijama kvasaca u zemljiStu se najviSe zna na osnovu in vitro studija,
koje su radene u odsustvu velikog broja faktora koji mogu da uti¢u na metabolizam
kvasaca, kada se oni nalaze u svom prirodnom stanistu (Botha, 2006). Tako u
ispitivanju kompetitivnih odnosa u zemljiSnom mikrokosmosu izmedu razlicitih
bakterija koje koriste n-alkane i kvasaca, konstatovano je da kvasci prerastu bakterije u
peskovitom zemljistu, Sto se delimicno moze pripisati zakiSeljavanju zemljiSta koje
nastaje kao posledica metabolicke aktivnosti kvasca. Medutim, kada se doda bentonit,
mineral gline sa visokim kapacitetom za jonsku izmenu, brojnost kvasaca i bakterija
roda Pseudomonas je wujednacena. Cryptococcus neoformans BFI Kkoristi 2,5-
dihidroksifenilacetatnu kiselinu proizvedenu od strane Klebsiella aerogenes za sintezu
pigmenta melanina, koji ima znac¢ajnu ulogu u zastiti ovog kvasca od UV zraka i drugih

negativnih uticaja okoline (Frases et al., 2007).
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Radi boljeg razumevanja ekoloskih karakteristika izolata kvasaca koje doprinose
prezivljavanju i opstanku kvasaca u zZivotnoj sredini, razmatrani su interakcijski odnosi
izolata kvasaca sa razli¢itim bakterijskim sojevima iz kolekcije Katedre za tehnolosku
mikrobiologiju, Poljoprivredni fakultet (Zemun, Srbija): Pseudomonas aeuruginosa,
Bacillus cereus, Esherichia coli, Proteus mirabilis i Bacillus subtilis. Takode je ispitana
linterakcija izolata sa izolatom Candida albicans (Tabela 14). Interakcijski odnosi
izmedu kvasaca i drugih mikroorganizama mogu imati primenu u biotehnologiji.

U ovim istrazivanjima najveci broj interakcijskih odnosa je okarakterisan kao ++, Sto
znaci da su izolati kvasaca i bakterijski sojevi zajedno nesmetano rasli (Grafik 1). Ali,
samo je jedan izolat kvasca (3TDQ0905L) ispoljio ovakve interakcijske odnose (++)
prema svim testiranim bakterijskim sojevima. Ostali izolati ispoljili su ovakve odnose
prema Cetiri testirana bakterijska soja (1KD1983V; 2TD2912B; Avinl312L i
Cvin1610M), odnosno tri (4TD1101S; BK0302D; CK24041), a izolat kvasca EK1605T
ovakve interakcijske odnose je ispoljio samo prema jednom bakterijskomsoju (Tabela
13). lzolat kvasca SKO809R nije ispoljio ovakve odnose ni prema jednom testiranom
bakterjskom soju. Dobijeni rezultati ukazuju da ispitivani izolati kvasaca i bakterijskih
sojeva mogu opstati zajedno u laboratorijskim uslovima. Istrazivanja Fleet (1990)
ukazuju da kvasci mogu stimulisati rast bakterija produkcijom vitamina i organskih
kiselina. Sinergijski efekti izmedu kvasaca i bakterija mogu imati i prakti¢énu primenu u
bioremedijacionim tehnologijama. Tako je uo¢eno da je konzorcijum kvasaca i bakterija
znacajan za uklanjanje ukupnih naftnih i policiklickih aromati¢nih ugljovodonika,a
kvasci dodatno igraju vaznu ulogu u uklanjanju policiklickih aromati¢nih ugljovodonika

sa 4-6 prstena (Zhang et al., 2014).

64



Danka Radié: Biodiverzitet kvasaca u zemljistu i njihov znacaj u odrzivoj poljoprivredi

REZULTATI | DISKUSIA

M rast obe kulture
inhibicija bakterijskog rasta
¥ slab rast izolata kvasaca

H inhibicija rasta kvasca

Grafik 1. Interakcija izolata kvasaca i bakterijskih sojeva

Izolati kvasaca Avin1312L i SKO809R su inhibirali rast (+/-) P. mirabilis, odnosno B.
cereus, pri ¢emu je izolat Avinl312L doveo do inhibicije rasta P. mirabilis i pojave

zone preénika 34 mm, §to je jednako zoni koju je uzrokovao ampicilin (Slika 19).

Slika 19. a) Inhibicija rasta Bacillus cereus od strane izolata SKO809R; b) inhibicija rasta
Proteusmirabilis od strane izolata Avin1312L

Interakcijski odnosi koje smo oznacili +-/+, a koji ukazuju na slab rast izolata kvasaca u
prisustvu bakterijskih sojeva su konstatovan i pod uticajem svih testiranih bakterijskih
sojeva. P. mirabilis je uticao na slab rast Cetiri izolata kvasca, dok su neki bakterijski
sojevi u potpunosti inhibirali rast kvasaca. Tako su bakterijski sojevi E. coli i B. subtilis
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inhibirali rast dva izolata kvasca, a P. mirabilis jedan izolat. Bakterijski sojevi P.

cereus, Sto ukazuje na veoma slozene interakcijske odnose, Sto zahteva dodatna
istrazivanja. Prema Botha (2006) opstanak kvasaca u zemlji§tu je rezultat brojnih
interakcija unutar mikrobne zajednice.

Pozitivna interakcija izmedu gljiva i kvasaca se ostvaruje i ekskrecijom hidrolitickih
enzima koji u€estvuju u proizvodnji supstrata za rast kvasaca (Fleet, 1998). Da bi se §to
bolje razumele interakcije izmedu kvasaca i drugih mikroorganizama, neophodno je
ukljuciti veéi broj vrsta, ali i primeniti novije metode, koje ¢e omoguéiti bolje

razumevanje uloge kvasaca u zemljiSnim ekosistemima.

Tabela 13. Interakcija izolata kvasaca i bakterijskih sojeva: Pseudomonas aeuruginosa, Bacillus
cereus, Esherichia coli, Proteus mirabilis i Bacillus subtilis

Bakterijski sojevi

Izolat P. aeuruginosa  B. cereus E. coli Proteus mirabilis B. subtilis
1KD1983V +/+ +/+ +/+ +/+ -[+
2KD3007J +/+ +-/+ -[+ ++ -+
2TD2912B +/+ +/+ +-/+ ++ +/+
3TD0905L +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
4TD1101S +/+ +/+ +/+ +-/+ +-/+

BK0302D +/+ +-/+ +/+ +-/+ +/+
CK?24041 +/+ -[+ +/+ +-/+ +/+
EK1605T +-/+ -[+ -[+ +-/+ +/+
SKO0809R +-/+ +/- +-/+ +-/+ +-/+
Avin1312L +/+ +/+ +/+ +/- +/+
Cvinl610M +/+ +-/+ +/+ +/+ +/+

+/+ rast obe kulture; +/- inhibicija bakterijskog rasta; +-/+slab rast izolata kvasaca i
dobar rast bakterija; -/+ inhibicija rasta kvasca i dobar rast bakterije

Izmedu populacije kvasaca se mogu takode ispoljiti razliiti interakcijski odnosi. Pet
testiranih izolata je rastao zajedno sa C. albicans (Tabela 14). Schmitz et al. (2000) su
pokazali razlic¢ite nivoe kompetitivnosti izmedu sojeva kvasaca koji koriste n-alkan- u
mikrokosmosu tretiranom n-alkanom. Tako su sojevi Arxula adeninivorans, Candida
maltosa i Yarrowia lipolytica prerasli sojeve Candide shehatae, C. tropicalis i Pichia
stipitis, dok su C. maltosa i Y. lipolytica koegzistirali u istom broju unutar ovog

zemljisnog mikrokosmosa (Schmitz et al., 2000).
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Tabela 14. Interakcija izmedu izolata kvasaca i C. albicans

1KD1983V +/+
2KD3007J +/+
2TD2912B ++
3TD0905L +/+
4TD1101S -1+
BK0302D +-/+
CK2404l -1+
EK1605T -1+
SKO0809R -+
Avinl312L ++
Cvinl610M +-/+

+/+ rast obe kulture; +-/+slab rast izolata kvasaca i dobar C. albicans; -/+
inhibicija rasta izolata kvasca i dobar rast C. albicans

Rast izolata 4TD1101S, CK24041, EK1605Ti SK0809R je bioinhibiran pod uticajem C.
albicans, a dva izolata su imala slab rast. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa
istrazivanjima Shimizu (1993), koja ukazuju da seuinterakcijama izmedu kvasaca
najcesce javlja amensalizam, gde se produkcijom "Killer" toksina inhibira, ili potpuno
uni$tava rast drugog izolata kvasca. Nijedan od testiranih izolata nije inhibirao rast C.
albicans.

5.4. Biohemijska karakterizacija i identifikacija izolata kvasaca
Kvasci se mogu identifikovati konvencionalnim metodama kojima se odreduje niz
morfoloskih, biohemijskih i fizioloskih karakteristika. Glavni nedostatak ovih metoda
su dugotrajne pocedure koje zahtevaju najmanje 14 dana, kako bi se doslo do rezultata
(Willemsen et al., 1997). Zbog toga posebnu paznju privlate pojednostavljene,
komercijalne i dostupne metode poput APl 20C AUX sistema (BioMerieux, Francuska).

Zahvaljuju¢i ovoj metodi je izvSena identifikacija izolata na osnovu biohemijskih

karakteristika (Tabela 15).
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Tabela 15. Karakteristike izolata kvasaca (APl 20C AUX-test, BioMerieux, Francuska).

Aktivna
supstanca 1KD1983V | 2KD3007J | 2TD2912B | 3TD0905L | 4TD1101S | BK0302D | CK24041 | EK1605T | SKO0809R | Avin1312L | Cvin1610M
Glukoza + + + + + + + + + + +
Glicerol + + + - + + - - R + +
Kalcijum, 2-
keto-glukonat - - + + + + + + R +
L-arabinoza - - - - - - - R +
D-ksiloza + + + + + + + - + + +
Adonitol - - + + + + - - + +
Ksilitol + - + + - + + - + +
D-galaktoza - - + + + + + - + +
Inozitol
D-sorbitol + + + + + + + - - +
Metil-aD-
glukopiranozid - - + + + + - - - +
N-acetil-
glukozamin - - + + + + + R R +
D-celobioza + + - + + + + + - - +
D-laktoza - - - + + - - - - +
D-maltoza - - + + + + + - + ¥
D-saharoza + + + + + + + - + _ +
D-trehaloza - - + + + + + - + + +
D-melezitoza - - + + + + + - + +
D-rafinoza + + - - - + + + + - +

Izolat 1KD1983V je pokazao najveci stepen slicnosti sa dve vrste roda Candida i to sa
Candida utilis (54,7 %) i Candida spherica (45,3 %). Utvrdeno je da ovaj izolat moze
vrsiti asimilaciju: glukoze, glicerola, D-ksiloze, ksilitola, D-sorbitola, D-celobioze, D-
saharoze i D-rafinoze.

Biohemijski profil izolata 2KD3007J je pokazao najveci stepen sli¢nosti sa Candida
utilis (92,3 %). Ovaj izolat moze vrsiti asimilaciju:glukoze, glicerola, D-ksiloze, D-
sorbitola, D-celobioze, D-saharoze i D-rafinoze.

Izolat 2TD2912B je pokazao najveci stepen slicnosti sa tri vrste roda Candida: Candida
albicans (32,5 %), Candida tropicalis (25 %) i Candida parapsilosis (17 %). Ovaj
izolat vr$i asimilaciju: glukoze, glicerola, kalcijum 2-keto-glukonata, D-ksiloze,
adonitola (ribitola), ksilitola, D-galaktoze, D-sorbitola, metil-a D-glukopiranozida, N-

acetil-glukozamina, D-maltoze, D-saharoze, D-trehaloze i D-melezitoze.
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Biohemijski profil izolata 3TD0905L (Slika 20) je pokazao najveéi stepen sli¢nosti sa
dve razlicite vrste i to sa Candida tropicalis (52,8 %) i Trichosporon unicoides (35,2
%). Utvrdeno je da ovaj izolat vrsi asimilaciju slede¢ih ugljenih hidrata: glukoze,
kalcijum 2-keto-glukonata, D-ksiloze, adonitola (ribitola), ksilitola, D-galaktoze, D-
sorbitola, metil-o. D-glukopiranozida, N-acetil-glukozamina,D-celuloze, D-laktoze, D-
maltoze, D-saharoze, D-trehaloze i D-melezitoze.

Izolat 4TD1101S je pokazao najveci stepen slic¢nosti sa tri vrste roda Candida: Candida
famata (41 %), Candida tropicalis (26,5 %) i Candida lusitaniae (23,2 %). Ovaj izolat
vr$i asimilaciju: glukoze, glicerola, kalcijum 2-keto-glukonata, D-ksiloze, adonitola
(ribitola), D-galaktoze, D-sorbitola, metil-o. D-glukopiranozida, N-acetil-glukozamina,
D-celuloze, D-laktoze, D-maltoze, D-saharoze, D-trehaloze i D-melezitoze.

Izolat SKO809R (Slika 20) je pokazao najvecistepen slicnosti sa Rhodotorula
mucilaginosa (99,9 %).0Ovaj izolat moze vrsiti asimilaciju: glukoze, L-arabinoze, D-
ksiloze, adonitola (ribitola), ksilitola, D-galaktoze, D-maltoze, D-saharoze, D-trehaloze,
D-melezitoze i D-rafinoze.

Izolat EK1605T je pokazao najveéi stepen sli¢nosti sa Kloeckera spp. (99,2 %).
Utvrdeno je da ovaj izolat vrsi asimilaciju slede¢ih ugljenih hidrata: glukoze, kalcijum
2-keto-glutanata, D-celuloze i D-rafinoze (Slika 20).

Izolat BK0302D je pokazao najveci stepen sli¢nosti sa dve vrste roda Candida i to sa
Candida guilliermondii (68,7 %) i Candida famata (31,2 %). Ovaj izolat moze vrsiti
asimilaciju: glukoze, glicerola, kalcijum 2-keto-glutanata, D-ksiloze, adonitola (ribitol),
ksilitola, D-galaktoze, D-sorbitola, metil-o D-glukopiranozida, N-acetil-glukozamina,D-
celuloze, D-maltoze, D-saharoze, D-trehaloze, D-melezitoze i D-rafinoze.

Biohemijski profil izolata CK24041 (Slika 20) je pokazao najvec¢i stepen slicnosti sa
rodom Candida (Candida guilliermondi 77,9 %) i rodom Criptococcus (Criptococcus
laurentii 11,2 %). Utvrdeno je da ovaj izolat vrsi asimilaciju sledec¢ih ugljenih hidrata:
glukoze, kalcijum 2-keto-glutanata, D-ksiloze, ksilitola, D-galaktoze, D-sorbitola, N-
acetil-glukozamina, D-celuloze,D-maltoze, D-saharoze, D-trehaloze, D-melezitoze i D-
rafinoze.

Izolat Avinl312L je pokazao najveéi stepen slicnosti sa Candida famata (98,9 %).
Utvrdeno je da ovaj izolat vrsi asimilaciju slede¢ih ugljenih hidrata: glukoze, glicerola,

kalcijum 2-keto-glutanata, D-ksiloze, adonitola (ribitol), ksilitola, D-galaktoze, D-
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sorbitola, metil- o D-glukopiranozida, N-acetil-glukozamina, D-trehaloze, D-laktoze, D-
maltoze i D-melezitoze.

Biohemijski profil izolata Cvinl610M je pokazao najveéi stepen sli¢nosti sa Candida
utilis (99 %). Ovaj izolat moze vrsiti asimilaciju: glukoze, glicerola, ksilitola, D-

celuloze, D-saharoze, D-trehaloze i D-rafinoze.
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Slika 20. a) APl 20C AUX (BioMerieux, Francuska) za izolat SKO809R; b)API 20C AUX za
izolat 3TD0905L; ¢) API1 20C AUX za izolat EK1605T i d) APl 20C AUX za izolat CK24041

D-ksiloza je jedan od najzastupljenijih pentoznih Secera u prirodi, a kvasci je mogu
koristiti iz veoma razli¢ite lignocelulozne biomase. Na ovaj nacin lignocelulozna
biomasa se moze koristiti za proizvodnju mikrobnog ulja koje moZe biti alternativa
biogorivima i obecavajuéi izvor energije (Pan et al., 2009). Od 11 izolata 10 izolata
kvasaca koristi ksilozu (Tabela 19), §to moze biti potencijal za proizvodnju biogoriva.

Najveca razlika izmedu ispitivanih izolata je utvrdena u asimilaciji L-arabinoze, koja
ulazi u sastav hemiceluloze, glavne komponente celijskog zida biljaka. Sposobnost
koriS¢enja l-arabinoze 1 pretvaranje u etanol bi znacajno doprinela poboljSanju
iskoriS¢avanja biomase u fermentaciji etanola (Knoshaug et al., 2009). Od testiranih
izolata samo izolat SKO809R (Rhodotorula mucilaginosa) moze da koristi ovaj
monosaharid. Istrazivanja su pokazala da R. mucilaginosa (Bura et al., 2012) izolovana
iz stabljike klona topole ima sposobnost biokonverzije arabinoze u arabitol, ali i ksiloze
u ksilitol, Sto moze imati znacaj za prehrambenu 1 farmaceutsku industriju. Sposobnost
asimilacije D-laktoze pokazala su samo tri izolata (3TD0905L, 4TD1101S i

Avinl312L), a nijedan izolat ne moze da asimiluje inozitol (Tabela 19).
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U poredenju sa konvencionalnim metodama, primenom API 20C AUX sistema postize
se tacnost od 93 % do 100 % (Smith et al., 1999). Zahvaljujuéi ovoj metodi na brz i
jednostavan nacin utvrden je biohemijski profil ispitivanih izolata. Za precizniju
identifikaciju, neophodno je uraditi i dodatne testove, poput redukcije nitrata, pracenja

morfologije na kukuruznom agaru i otoprnosti na aktidion (cikloheksimid).

5.4.1. Molekularna identifikacija izolata
Diverzitet kvasaca u zemljiStu je ispitan u razli¢itim delovima sveta, u rasponu od
tropskih do zemljista Antarktika (Babjeva i Chernow 1995; Spencer i Spencer 1997;
Slavikova i Vadkertiova, 2003). U ovom radu je izvrSena identifikacija izolata kvasaca
primenom molekularne metode.
Prednost molekularnih metoda pored jednostavnosti, visoke specifi¢nosti i brzine je i
mogucnost razlikovanja morfoloskih sli¢nih izolata.
Kvasci uglavnom imaju ekonomski (npr. u mikrobnoj biotehnologiji) poljoprivrednii
medicinski znacaj, stoga, otkrivanje novih sojeva ili cak vrsta i njihova tacna
identifikacije je veoma vazna. Sa druge strane, zemljiSte je mesto “skladiStenja®, ali 1
razvoja pojedinih vrsta kvasaca (Wuczkowski i Prillinger, 2004).
Primenjenom metodom ekstrakcije DNK je dobijena odgovaraju¢a koli¢ina ukupne
DNK, koja je bila pogodna za dalja ispitivanja. Nakon ekstrakcije DNK je primenjena
amplifikacija D1/D2 regiona, primenom univerzalnih prajmera NL1 i NL4 (Slika 21).
Molekularna metoda PCR je uspeSno primenjena za umnoZavanje odgovarajucih
fragmenata svih izolata, a zatim je usledilo sekvencioniranje dobijenih produkata i
poredenje obradenih sekvenci sa sekvencama u GenBank bazi podataka. Konsenzus
sekvence su deponovane u bazu podataka i dodeljeni su im pristupni brojevi (Tabela
20).
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~600:bp1]

Slika 21. Elektroforetska analiza PCR proizvoda dobijenih kori$§¢enjem para prajmera
NL1/NLA4. Kolone: 1-izolat 1KD1983V, 2-2KD3007J, 3-izolat 2TD2912B, 4-izolat 3TD0905L,
5-izolat 4TD1101S, 6- DNA Ladder (Nippon Genetics Europe GmbH), 7-izolat BK0302D, 8-
izolat CK24041, 9- izolat EK1605T, 10-izolat Cvin1610M, 11-izolat Avin1312L, 12-izolat
SKO0809R i 13-negativna kontrola (PCR smesa sa RNase-free vodom)

Tabela 20. Pregled sekvenci ispitivanih izolata

Oznaka izolata Vrsta GenBank-pristupni broj
2TD2912B Candida tropicalis KR013283
3TD0905L Candida tropicalis KP990661
4TD1101S Candida tropicalis KR013284

BK0302D Schwanniomyces occidentalis KP990664
CK24041 Cyberlindnera saturnus KP990663
EK1605T Hanseniaspora uvarum KP990659
SKO0809R Rhodotorula mucilaginosa KP990660
1KD1983V Cyberlindnera saturnus KR013287
2KD3007J Cyberlindnera saturnus KP990662
Avinl312L Candida tropicalis KR013285
Cvinl1610M Cyberlindnera saturnus KR013286

BLAST analizom sekvenci amplifikovanih produkata svi izolati su uspeSno
identifikovani do nivoa vrste. Izolati: 2TD2912B, 3TD0905L, 4TD1101S i Avin1312L
kao Candida tropicalis; izolati: CK24041, 1KD1983V, 2KD3007J i Cvin1610M kao
Cyberlindnera saturnus; BK0302D kao Schwanniomyces occidentalis; EK1605T kao

Hanseniaspora uvarum i SKO809R kao Rhodotorula mucilaginosa (Tabela 20).
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Molekularna identifikacija izolata 1KD1983V, 2KD3007J, CK24041 i Cvin1610M
Nakon amplifikacije D1/D2 regionai elektroforetske analize dobijenih produkata
izolata: 1KD1983V, 2KD3007J, CK2404Il i Cvin1610M je utvrdeno da su dobijeni

fragmenti o¢ekivane duzine od oko 600 bp. Reakcije su bile bez nespecifi¢nih bendova.

BLAST analiza sekvence izolata 1KD1983V duzine 528 bp je pokazala da sekvenca
izolata ima najvisi stepen nukleotidne sli¢nosti (99 %-100 %) sa sekvencama 17 izolata
vrste Cyberlindnera saturnus.

Izolat 1KD1983V je izolovan iz zemljiSta iz vinograda (Radovanovié, Srbija), dok su
ostali izolati sa kojima je pokazao najvecéi stepen slicnosti iz razliCitih sredina i iz
razli¢itih delova sveta: morske sredine (EU293426 i EU543664), zemljista u kome je
gajen Zen - Sen (EF068197), ui¢a Patos Lagoon u Brazilu (KP087896), rizosfere
Impatiens glandulifera (FR772345), sumskog zemljista (AJ507804) i korena Secerne
trske (FN428868).

BLAST analiza sekvence izolata 2KD3007J duzine 582 bp je pokazala da sekvenca
izolata ima najvisi stepen nukleotidne identi¢nosti (99 %-100 %) sa 11 izolata vrste
Cyberlindnera saturnus.

Izolat 2KD3007] je izolovan iz zemlji$ta iz vinograda Radovanovi¢. Izolati sa kojima je
pokazao najveci stepen slicnosti su iz razliCitih sredina: zemljiste (KT895984,
EF068197), mora (EU543664 i EF532300) i Sumskog zemljista (AJ507804).

BLAST analiza sekvence izolata CK24041 duzine 595 bp je pokazala da ovaj izolat ima
najvisi stepen nukleotidne identi¢nosti (99 %) sa Sest izolata vrste Cyberlindnera
saturnus.

Izolat CK24041 je izolovan iz zemljista kontaminiranog organskim zagadiva¢ima (PAH,
PCB i organokalajna jedinjenja), a pokazao je najveci stepen sli¢nosti sa izolatima iz
sledecih sredina: zemljista (KT895984), morska obala (EU293426 i EU543664), usée
Patos Lagoon u Brazilu (KP087896) i sumsko zemljiste (AJ507804).

BLAST analiza sekvence izolataCvin1610M duzine 509 bp je pokazala da ovaj izolat
ima najviSi stepen nukleotidne identicnosti (99 %-100 %) sa 16 izolata vrste
Cyberlindnera saturnus.

Izolat Cvin1610M je izolovan iz zemljiSta poljoprivrednog Skolskog dobra Radmilovac.

Najve¢i stepen sliCnosti je pokazao sa izolatima iz slede¢ih sredina: zemljista
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(KT895984, KC006602 i FN868262), morske sredine (EU293426 i EU543664),
rizosfere Impatiens glandulifera (FR772345) i Sumskog zemljista (AJ507804).

Cyberlindnera saturnus je telemorfni askomicetni kvasac, pripada klasi
Saccharomycetes i redu Saccharomycetales i ima pet varijeteta. Moguénost razlikovanja
izmedu varijeteta se zasniva na fermentaciji ili asimilaciji razlicitih izvora ugljenika ili
azota, kao i zahtevima za vitaminima (Kurtzman i Smith, 1998). Prvo istraZivanje o
genima za kodiranje ACC deaminaze (acdS) je radeno na Cyberlindnera saturnus i

Pseudomonas sp. ACP (Homna i Shimomura, 1978).

Molekularna identifikacija izolata EK1605T
Nakon amplifikacije D1/D2 regiona i elektroforetske analize dobijenog produkta izolata

EK1605T je utvrdeno da je dobijeni fragment ocekivane duzine od oko 600 bp.
Reakcija je bila bez nespecificnih bendova.

BLAST analiza sekvence izolata EK1605T duZzine 587 bp je pokazala da izolat ima
najvisi stepen nukleotidne identi¢nosti (99 %-100 %) sa viSe od 80 izolata vrste
Hanseniaspora uvarum. Rezultati identifikacije pomocu API testa se poklapaju sa
rezultatima molekularne identifikacije.

Izolat EK1605T je izolovan iz zemljiSta kontaminiranog organskim zagadivaima
(PAH, PCB 1 organokalajna jedinjenja), a pokazao je najveli stepen slicnosti sa
izolatima iz slede¢ih sredina: vinograda (KT922489 i KT922487), razlicitih faza
fermentacije vina (JN083811), koznih lezija (KX400755) 1 zemljista (KU316740).

Molekularna identifikacija izolata 2TD2912B, 3TD0905L, 4TD1101S i Avin1312L
Nakon amplifikacije D1/D2 regionai elektroforetske analize dobijenih produkata
izolata:2TD2912B, 3TD0905L, 4TD1101S i Avinl312L je utvrdeno da su dobijeni

fragmenti o¢ekivane duzine od oko 600 bp. Reakcije su bile bez nespecifi¢cnih bendova.
BLAST analiza sekvence izolata 2TD2912B duzine 533 bp je pokazala da izolat ima
najvisi stepen nukleotidne identi¢nosti (99 %) sa vise od 80 izolata vrste Candida
tropicalis.

Izolat 2TD2912B je izolovan iz zemljista kontaminiranog organskim zagadivacima
(PAH, PCB i organokalajna jedinjenja). Najveci stepen slicnosti je pokazao sa izolatima

iz razli¢itih delova sveta i sredina: (GU225747) izolovan pri industrijskoj fermentaciji

74



Danka Radié: Biodiverzitet kvasaca u zemljistu i njihov znacaj u odrzivoj poljoprivredi

REZULTATI | DISKUSIJA

zelenih maslina, zemljiSta na kojem je gajen badem (DQ857893), klinickog uzorka
(AY951983, KT718114), smeSe zemljista i melase (KJ577477), ATCC 750
(KU729147), krvi (KJ451716), zemljista (KP064125), soka Secerne trske (KF359928),
povrsine paprika (JX068685), itd.

BLAST analiza sekvence izolata 3TD0905L duzine 581 bp je pokazala da izolat ima
najvisi stepen nukleotidne identi¢nosti (100 %) sa 75 izolata vrste Candida tropicalis.
Izolat 3TDO905L je izolovan iz zemljista kontaminiranog organskim zagadivac¢ima
(PAH, PCB i organokalajna jedinjenja), a najveci stepen sli¢nosti je pokazao sa
izolatima iz slede¢ih sredina: krvi (KJ451716, HQ214057), Juznog kineskog mora
(EU651854), digestivnog trakta ribe (JX532154), sok Secerne trske (KF359928),kakao
zrna u toku spontane fermentacije (FR870028), aktivhog mulja (GU373782), zemljista
sa visokim sadrzajem nafte (GU388393), otpadaka od hrane (GQ272609), iz
tradicionalnog piva od Secerne trske sa Obale Slonovace (FJ665619), itd.

BLAST analiza sekvence izolata 4TD1101S duzine 584 bp je pokazala da izolat ima
najvisi stepen nukleotidne identi¢nosti (99 %) sa vise od 90 izolata vrste Candida
tropicalis.

Izolat 4TD1101S je izolovan iz zemljista kontaminiranog organskim zagadivacima
(PAH, PCB i organokalajna jedinjenja). Izolati sa kojima ima najveéi stepen sli¢nosti
poti¢u iz razli¢itih sredina kao §to su: ATCC 1369 (KX792975), industrijskog mulja
(KT380847), krvi (KJ451716), fecesa bizona (AB741059), rumen (burag) (JQ353488),
kakao zrna u toku spontane fermentacije (FR870028), klini¢ki uzorak (AY951982), itd.
BLAST analiza sekvence izolata Avinl312L duzine 569 bp je pokazala da izolat ima
najvisi stepen nukleotidne identi¢nosti (100 %) sa pet izolata vrste Candida tropicalis.
Izolat Avin1312L je izolovan iz zemljiSta poljoprivrednog Skolskog dobra Radmilovac.
Ovaj izolat ima najveci stepen slicnosti sa izolatima iz sredina kao $to su: digestivni
trakt brojlera (KX268687 i KX268686), morska voda (EU293420), ostaci maslina
(AJ749824) i klinicki uzorak (AY951983).

Candida tropicalis je askomicetni kvasac koji pripada klasi Saccharomycetes i redu

Saccharomycetales i moze se izolovati iz veoma razli¢itih sredina.
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Molekularna identifikacija izolata SKO809R

Nakon amplifikacije D1/D2 regionai elektroforetske analize dobijenog produkta izolata
SKO0809R je utvrdeno da je dobijeni fragment ocekivane duzine od oko 600 bp.
Reakcija je bila bez nespecifi¢nih bendova.

BLAST analiza sekvence izolata SKO809Rduzine 586 bp je pokazala da izolat ima
najvisi stepen nukleotidne identi¢nosti (100 %) sa 22 izolata vrste Rhodotorula
mucilaginosa. Rezultati identifikacije pomocu API testa se poklapaju sa rezultatima
molekularne identifikacije.

Izolat SKO809R je izolovan iz rizosfere trske, a pokazao je najveci stepen sli€nosti sa
izolatima iz sredina kao S§to su: zemljiste (KU316790), us¢e Patos Lagoon u
Brazilu(KP087899), fermentisano mleko (GQ121643) i Mangrove (AB304770 i
AB304768), dok su preostali izolati nepoznatog porekla.

Rhodotorula mucilaginosa je bazidiomicetni kvasac koji pripada klasi Urediniomycetes

I redu Sporidiales.

Molekularna identifikacija izolata BK0302D

Nakon amplifikacije D1/D2 regionai elektroforetske analize dobijenog produkta izolata

BK0302D je utvrdeno da je dobijeni fragment ocekivane duzine od oko 600 bp.
Reakcija je bila bez nespecifi¢nih bendova.

BLAST analiza sekvence izolata BK0302D duzine 585 bp je pokazala da ovaj izolat
ima najvisi stepen nukleotidne identi¢nosti (99 %) sa tri izolata vrste Schwanniomyces
occidentalis.

Izolat BK0302D je izolovan iz zemljista kontaminiranog organskim zagadivaima
(PAH, PCB i organokalajna jedinjenja). Nije poznato poreklo izolata sa kojima izolat
BKO0302D ima najveci stepen slicnosti.

Schwanniomyces occidentalis je askomicetni kvasac koji pripada klasi Saccharomycetes
i redu Saccharomycetales i odlikuje se vrlo niskom divergencijom gena rRNK sekvence
(Martorell et al., 2005). Razvijeno je nekoliko genetskih modela za proizvodnju

heterolognih proteina iz Schwanniomyces occidentalis (Spencer et al., 2002).
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5.4.2. Enzimska karakterizacija izolata kvasaca
Kvasci predstavljaju vazne izvore biomolekula ukljuéujuci i enzime, koji se najéesce
koriste u industrijske svrhe. Enzimi mikrobnog porekla imaju primenu u prehrambenoj,
tekstilnoj, farmaceutskoj industriji, molekularnoj biologiji i proizvodnji biogoriva
(Romo-Sanchez et al., 2010).
Rezultati enzimske karakterizacije ispitivanih izolata dobijeni su primenom APl ZYM
sistema (BioMerieux, Francuska), koji se zasniva na detekciji hidrolitickih enzima kroz
19 enzimskih reakcija (Tabela 21). Ova metoda je jednostavna i prakti¢na, ne zahteva
veliku koli¢inu ispitivanih mikroorganizama, a moze se vrSiti 1 pod aerobnim i
anaerobnim uslovima (Laughon et al., 1982). Rezultati jasno pokazuju razlike u
produkciji ekstarcelularnih enzima razlicitih vrsta izolata (Tabela 21). Osam izolata je
pokazalo visoku produkciju leucin arilamidaze, $to ukazuje na izraZenu proteoliticku
aktivnost (Carvalho et al., 2013). Isti autori su utvrdili produkciju ovog enzima od
strane kvasaca iz roda Candida, Lindera i Torulaspora, izolovanih iz zemljista, $to je u
skladu sa rezultatima dobijenim u ovoj disertaciji.
N-acetil-pB-glukozaminidaza je detektovana kod tri izolata 2TD2912B, 3TD0905L i
Avinl312L, a najjacu enzimsku aktivnost su pokazali izolati Avin1312L i 3TD0905L,
kod kojih je utvrdena i visoka antagonisticka aktivnost prema Botrytis cinerea (Tabela
21). Sva tri izolata su identifikovana kao Candida tropicalis, a dobijeni rezultati su u
skladu sa istrazivanjima Kamel i El-Moniem (2013). Sposobnost produkcije B-
glukozidaze koja ucestvuje u degradaciji Celijskog zida gljiva je utvrdena kod Sest
izolata, a najjatu enzimsku aktivnost je pokazao izolat C. saturnus (1KD1983V). -
glukozidaze povezane sa sloZenim ugljenim hidratima mogu imati potencijalnu primenu
ne samo u bioloskoj kontroli, nego i u prehrambenoj i tekstilnoj industriji i proizvodnji
biogoriva (Lavenson et al., 2012). Produkcija lipaze (C14) i cistin arilamidaze je
utvrdena samo kod izolata Avinl312L 1 Cvinl610M, izolovanih iz zemljiSta
poljoprivrednog Skolskog dobra Radmilovac (Tabela 21). Nijedan izolat nije imao
pozitivnu reakciju na o-himotripsin, o 1 p-galaktozidazu, B-glukuronidazu i a-
manozidazu.
Jedan od nacina oslobadanja neorganskog fosfata iz organofosfatnih kompleksa je
produkcija enzima fosfataza (Behera et al., 2014). Fosfataze u zavisnosti od pH

vrednosti se klasifikuju u dve grupe: kisela fosfataza (pH < 6) i alkalna fosfataza (pH >
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6). Kisela i alkalna fosfataza su detektovane i kod izolata koji su pokazali sposobnost
solubilizacije fosfata S. occidentalis (BK0302D), C. saturnus (CK24041) i C. tropicalis
(2TD2912B), $to ukazuje na potencijal ovih izolata kvasaca u snabdevanju biljaka sa
fosforom (Tabela 21).

AWMTTE T E

Slika 22. APl ZYM test za izolate: a) C. saturnus (CK2404l) b) R. mucilaginosa (SK0809R) c)
C. tropicalis (2TD2912B) i d) C. saturnus (Cvin1610M) i C. tropicalis (Avin1312L)

Treba imati u vidu da su svi ispitivani izolati gajeni u YPD medijumu, pa zbog toga
dobijeni rezultati ukazuju samo na potencijal produkcije enzima u podeSenim uslovima
gajenja, uz dodatak odredenog izvora ugljenika u hranljivu podlogu (Jovici¢-Petrovi¢,
2014).

Izolati 1KD1983V i 2KD3007J (Cyberlindnera saturnus) izolovani iz vinograda
Radovanovi¢ su pokazali identi¢ne rezultate po pitanju produkcije enzima i to estereaze

(C4), estereaze lipaze (C8), leucin arilamidaze, valin arilamidaze, naftol-AS-BI-
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fosfohidrolaze i B-glukozidaze (Tabela 21). Kod izolata SKO809R (Rhodotorula
mucilaginosa) je utvrdena produkcija enzima esterecaze (C4), estereaze lipaze (CS8),

leucin arilamidaze, naftol-AS-BI-fosfohidrolaze i kisele fosfataze (Tabela 21).

Tabela 21. Rezultati ispitivanja enzimske aktivnosti izolata kvasaca pomoc¢u API ZYM-
a (BioMerieux, Francuska)

enzim 1KD1983V | 2KD3007J | SK0809R | 2TD2912B | 3TD0905L | 4TD1101S | BK0302D | CK24041 | EK1605T |Avin1312L|Cvin1610M

Alkalna
fosfataza

- - - +++ +++ +++ +++ + + + -

Esteraza (C4) +++ +++ + + - + + - + + +

Esteraza lipaza
(C8)

+++ +++ +++ + +++ ++ - - - ++ -

Lipaza (C14) - - - - - - - - B e+ +

Leucin
arilamidaza

+++ +++ +++ - +++ +++ - - +++ ++ ++

Valin
arilamidaza

+++ +++ - - - - - - - + ++

Cistin
arilamidaza

Tripsin - - - - S+ + _ _ + - N

a- himotripsin - - - - - - - - - - -

Kisela fosfataza - - + +++ +++ +++ +++ +++ + + ++

Naftol-AS-BI-
fosfohidrolaza

+++ ++ + +++ ++ ++ - - + - ++

a- galaktozidaza - - - - - - - - - - -

B- galaktozidaza - - - - - - - - - - -

'3 —
glukuronidaza

a- glukozidaza - - - +++ +++ +++ - - - +++ -

B- glukozidaza +++ + - - + + - - - + +

N-acetil-B-

L - - - + +++ - - - - +++ -
glukozaminidaza

a- manozidaza - - - - - - - - - - -

a- fukozidaza - - - ++ + - - - - - -

Izolat 2TD2912B (Candida tropicalis) vrsi produkciju alkalne fosfataze, estercaze (C4),
estereaze lipaze (C8), kisele fosfataze, naftol-AS-Bl-fosfohidrolaze, a-glukozidaze i -

fukozidaze (Tabela 21). Kod izolata 3TD0905L (Candida tropicalis) je utvrdena
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produkcija alkalne fosfataze, estereaze lipaze (C8),leucin arilamidaze, tripsina, kisele
fosfataze, naftol-AS-BI-fosfohidrolaze, o i f-glukozidaze, N-acetil-3-glukozaminidaze i
a-fukozidaze (Tabela 21).

Izolat 4TD1101S (Candida tropicalis) vrsi produkciju alkalne fosfataze, estereaze
lipaze (C8), leucin arilamidaze, tripsina, kisele fosfataze, naftol-AS-Bl-fosfohidrolaze i
a 1 B-glukozidaze. Kod izolata BK0302D (Schwanniomyces occidentalis) je utvrdena
produkcija alkalne fosfataze, estereaze lipaze (C8) i kisele fosfataze, dok je kod izolata
CK24041 (Cyberlindnera saturnus) utvrdena samo produkcija kisele i alkalne fosfataze
(Tabela 21).

Izolat EK1605T (Hanseniaspora uvarum) vrsi produkciju: alkalne fosfataze, estereaze
lipaze (C8), leucin arilamidaze, tripsina, kisele fosfataze i naftol-AS-Bl-fosfohidrolaze
(Tabela 21). Izolat Avin1312L (Candida tropicalis) vrsi produkciju alkalne fosfataze,
estereaze (C4), estereaze lipaze (C8), lipaze (C14), leucin arilamidaze, valin
arilamidaze, cistin arilamidaze, kisele fosfataze, a 1 B-glukozidaze i N-acetil-p-
glukozaminidaze (Tabela 21). Kod izolata Cvin1610M (Cyberlindnera saturnus) je
utvrdena produkcija estereaze (C4), lipaze (C14), leucin arilamidaze, valin arilamidaze,
cistin arilamidaze, kisele fosfataze, naftol-AS-BlI-fosfohidrolaze i B-glukozidaza (Slika
22).

5.4.3. Karakterizacija izolata kvasaca Raman spektroskopijom
Spektroskopske vibracione tehnike kao $to je 1 Raman spektroskopija omogucavaju
biohemijsku karakterizaciju i brzu 1 preciznu Kklasifikaciju velikog broja
mikroorganizama (Hamasha, 2011). U poslednjih petnaest godina, Raman
spektroskopija je postala prihva¢ena kao neinvazivna metoda za brzu identifikaciju
mikroorganizama (Stockel et al., 2016). Zahvaljuju¢i ovoj metodi, moguce je utvrditi
razlike izmedu uzoraka i izvrsiti identifikaciju gljiva, bakterija i kvasaca (Stockel et al.,
2016). Kako bi se utvrdile razlike u biohemijskim karakteristikama izmedu izolata

razli¢itih rodova kvasaca, u ovom radu je primenjena Raman spektrosopija.

Poredenje Raman spektara izolata 1IKD1983V.4TD1101S i BK0302D

Na slici 23 je prikazano poredenje traka lipida u Raman spektrima izolata 1KD1983V,
4TDI1101S 1 BKO0302D. Trake su dobijene usrednjavanjem vecéeg broja snimljenih

Raman spektara. Moze se konstatovati da su kod izolata 4KD1101S (Candida
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tropicalis) Raman pikovi koji odgovaraju frakciji lipida izrazeniji nego kod izolata
1KD1983V (Cyberlindnera saturnus), pri ¢emu su ti isti pikovi najizrazeniji kod izolata
BK0302D (Schwanniomyces occidentalis). To se najpre moze zakljuCiti na osnovu
oblasti talasnih brojeva iznad 1700 cm™. Naime, sa slike 23 se moZe videti da se u
spektrima izolata 1KD1983V uopite ne zapaza traka u oblasti oko 1737 - 1740 cm™,
koja je karakteristicna za frakciju lipida, a poti¢e od C=0 ,,stretching* vibracija (Huang
et al., 2005; Rosch et al., 2005; Rosch et al., 2006; Bednarova et al., 2012), dok je ta
traka jedva primetno naznalena u spektrima izolata 4TD1101S (na ~ 1737cm™), a

postaje jasno primetna tek kod izolata BK0302D (na ~ 1740 cm™).
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Slika 23. Raman spektri izolata kvasaca Schwanniomyces occidentalis (BK0302D), Candida
tropicalis (4TD1101S) i Cyberlindnera saturnus (1KD1983V) na kojima dominiraju pikovi
lipida
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Bitne promene se zapaZaju i u oblasti od 2800 do 3100 cm™, gde postoji sloZeni pik koji
kod izolata BK0302D pokazuje oblik karakteristican za Ramanov odziv frakcije lipida
(Bednarova et al., 2012; Serrano et al., 2015), dok je to slabije izrazeno kod izolata
4TD1101S, a najslabije - u spektrima izolata 1KD1983V.
Pored toga, promene u intenzitetu pika na ~ 1072-1078 cm™, koji se takode primarno
moze pripisati frakciji lipida (C-C istezu¢im tj. ,,stretching vibracijama) (Bednarova et
al., 2012.; Samek et al., 2014), uz manji doprinos C-N istezucih vibracija proteina
(Bhowmick et al., 2008), su analogne promenama navedenim kod pika na 1737-1740
cm™. Ipak, moZe se smatrati da je u spektrima sva tri izolata obuhvaéen odgovor
frakcije lipida, jer je kod svih uzoraka prisutna traka na ~ 2720 cm™ za koju je
objavljeno da takode karakteriSe lipide (Bednarova et al., 2012).
Od ostalih pikova koji su uobicajeno prisutni u spektru lipida, ali nisu specificni samo
za njih, mogu se pomenuti pikovi na:
a) ~ 1255-1257 cm™ (lipidi i amidi 111) (Bhowmick et al., 2008; Bednarova et al.,
2012; Serrano et al., 2015),
b) ~ 1295-1309 cm™ (dominantno ,,CH.twisting* vibraciona moda lipida i delom
,,C-H deformation® moda proteina u oblasti 1295-1301 cm? | uz liniju amida 111
na ~1308-1309 cm™) (Xie i Lia, 2003; Huang et al., 2004; Singh et al., 2006;
Bhowmick et al., 2008; Bednarova et al., 2012), kao i pikovi na
c) 1433-1441 cm™ i ~ 1649-1652 cm™ koji poticu od lipida i proteina, odnosno od
lipida i amida I, respektivno (Huang et al., 2005; Rosch et al., 2006; Onogi et al.,
2010; Bednarova et al., 2010).
Ta poslednja Cetiri navedena pika su najizrazenija kod izolata BK0302D, a najmanje
izrazena kod izolata 1KD1983V.
Na osnovu svega navedenog, moze se zakljuciti da je sadrzaj lipida najveci u izolatu
BKO0302D, a najmanji kod izolata 1IKD1983V. Na povecani sadrZaj lipida u odnosu na
frakciju proteina kod izolata BKO0302D, u poredenju sa izolatima 1KDI1983V i
4TD1101S, ukazuje i oblik pika na ~ 1649-1652 cm™. Ovaj pik je u opstem slucaju
asimetri¢an, jer njemu, pored linije lipida ¢iji se maksimum javlja na pomenutim
vrednostima talasnog broja (Huang et al., 2005; Hamaguchi, 2009; Onogi et al., 2010;
Bednarova et al., 2012), daje doprinos i linija amida | na oko 1660-1670 cm™, u vidu

pregiba tj. ,,shoulder< efekta (Xie i Lia, 2003; Singh et al., 2006; Bednarova et al.,
82



Danka Radié: Biodiverzitet kvasaca u zemljistu i njihov znacaj u odrzivoj poljoprivredi

REZULTATI | DISKUSIJA

2012; Samek et al., 2014; Serrano et al., 2015). Asimetri¢nost tog pika u spektrima
nasih uzoraka dolazi do izrazaja kod izolata IKD1983V i delimi¢no u spektrima izolata
4TDI1101S, dok je kod BK0302D ovaj pik uzi i dobija skoro simetri¢nu formu (pregib
na desnoj strani pika se gubi), zbog pojacanog udela frakcije lipida u odnosu na frakciju
proteina.

Dodatno, u prilog promene sadrzaja frakcije lipida u odnosu na sadrzaj proteina i
ugljenih hidrata, govori i promena relativnog intenziteta pika na ~ 1295-1309 cm™ u
odnosu na pik na ~ 1328-1331 cm™ (Huang et al., 2005; Rosch et al., 2006; Bhowmick
et al., 2008; Bednarova et al., 2012; Serrano et al., 2015). Kod izolata BK0302D je prvi
pik (dominantno lipidi) znatno ve¢i od drugog, dok se taj odnos smanjuje kod izolata
4TD11018S, da bi kod izolata IKD1983V pri nekim snimcima drugi pik imao ¢ak 1 veci
intenzitet od prvog. Pri poredenju spektara izolata BK0302D, 4TD1101S i 1IKD1983V,
primecuje se i to da talasni broj, kao i frekvencija slozenog pika na ~ 1295-1309 cm™
opadaju, §to je u skladu sa zaklju¢kom o sve vecem udelu linije lipida (linija na oko
1295-1301 cm™), u okviru tog pika.

Promene u izgledu spektra u oblasti od 1550-1670 cm™ se odnose ne samo na promene
sadrzaja lipida, ve¢ 1 na promene u Raman odgovoru aromaticnih aminokiselina 1
nukleotidnih baza, a ovo poslednje je detaljnije razmatrano u spektrima prikazanim na
slici 24. Spektri na slici 24 i slici 25 odgovaraju onim regionima u celiji kvasca u
kojima lipidi nisu dominantna frakcija, tako da u tim spektrima nema pika na 1737-
1740 cm™, a nema ni karakteristi¢ne diferencijacije slozenog pika u oblasti od 2800 do
3100 cm™. Tada pik na ~ 1649-1654 cm™ ostaje Sirok i asimetri¢an kod sva tri izolata

kvasca.

Spektar aromati¢nih amino-Kiselina i nukleotidnih (azotnih) baza

Pik koji se u snimljenim spektrima zapaza u oblasti oko 1576-1581 cm™se u literaturi
pripisuje vibracijama unutar aromati¢nih aminokiselina 1 nukleotidnih baza
(prvenstveno adenina i guanina) (Rosch et al., 2006; Serrano et al., 2015). Pored toga,
pikovi na ~ 738-747 cm™ i 993-1002 cm™ se pripisuju prvenstveno aromati¢nim
aminokiselinama triptofanu i fenilalaninu (,,ring breathing vibrations*) respektivno, kao
1 vibracijama pojedinih veza koje u proteinima grade neke komponente sa bocnim
ostacima ovih aminokiselina (Huang et al., 2005; Rosch et al., 2006; Samek et al.,
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2014). Na slici 24 su prikazani spektri na kojima su ovi pikovi intenzivniji nego §to su
oni to bili u spektru na slici 23, gde su dominirale trake lipida, $to je posledica druge

izabrane oblasti u okviru ¢elije kvasca, tokom snimanja spektara.

1120 - proteini,

glikozidna veza o .
1301 - lipidi, amid Ill traka

1328- proteini, ugljeni hidrati
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Slika 24.Raman spektri izolata kvasaca Schwanniomyces occidentalis
(BK0302D), Candida tropicalis (4TD1101S) i Cyberlindnera saturnus (1KD1983V) na
kojima dominiraju pikovi aromati¢nih amino-kiselina i nukleotidnih baza, proteina i
ugljenih hidrata.

Vidi se da su u spektrima na slici 24 takode dosta izrazeni i pikovi koji poti¢u od
proteina i ugljenih hidrata, kao i od C-O-C glikozidne veze. Tako je npr. pik na ~1120-
1125 cm™ (C-N ,stretching mode proteina i glikozidna veza (Rosch et al., 2006;
Bhowmick et al., 2008; Samek et al., 2014) narocito izrazen u poredenju sa lipidnim
pikom na ~ 1072-1078 cm™ kojise na slici 24 fakticki i ne zapaza, a i pik na ~ 1328-
1336 cm™ (C-H deformacione mode u proteinima i ugljeni hidrati kao $to je glikogen)
je kod izolata BK0302D 1 4TD1101S bitno izrazZeniji nego $to je bio u spektru lipida.
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Spektar koji odgovara oblasti vakuole

Slika 25 prikazuje spektar koji najverovatnije potice iz oblasti vakuole, §to se moze
zakljuciti na osnovu spektara datih u literaturnim podacima. Na to prvenstveno ukazuje
pik na 1147-1153 cm™, za koji je objavljeno da potide prvenstveno od polifosfata i da
moze da sluzi kao marker za vakuolu (Bednarova et al., 2012). Sa druge strane, ovaj pik
neki autori pripisuju i C-C i C-N istezu¢im vibracijama proteina (Huang et al., 2005;
Singh et al., 2006). Cini se da je ovaj pik najizraZeniji kod izolata BK0302D, mada je
izrazen 1 kod nekih snimaka izolata 1IKD1983V.
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Slika 25. Raman spektri izolata kvasaca Schwanniomyces occidentalis (BK0302D),
Candida tropicalis (4TD1101S) i Cyberlindnera saturnus (1KD1983V) na kojima se registruje
Raman odgovor vakuole
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Na slici 25 se takode moze zapaziti da su pikovi smesteni na~ 1120-1125 cm™ (proteini
i glikozidna veza C-O-C) i na ~ 1328-1333 cm™ (proteini i ugljeni hidrati) najizraZeniji
u spektru vakuole izolata BK0302D. Linija na ~ 1295-1301 cm™ (lipidi) je takode
najizrazenija kod izolata BK0302D, sto je u skladu i sa ranije konstatovanim najve¢im

sadrzajem lipida u tom uzorku.

Poredenje Raman spektra izolata SKO0809R (Rhodotorula mucilaginosa) sa
spektrima izolata 1KD1983V, 4TD1101S i BK0302D

Lo
1:_LZO - proteini, % lipidi
glikozidna veza s
= <&
= D o
s 2 8 7
x .« B
8w £ E < l
Eg e 3 S
=49 o 5 X
k=] E
£ S X ‘
£5| 8| £ 28 E
82| B L = 3
s .| =2 S w2
=« = = e ._
S| TR s B
— O ~ =
] ") Qo5 =
o™ N = 0 o
25| @ / - 30 S
N N
L
[ee) (=]
8 = / —— BKO0O302D

—4TD1101S

1KD1983V

1578 - aromaticne aminokiseline)
i nukleotidne baze (G, A), hemoproteini

Intenzitet (relativne jedinice)

—— 1147 - karotenoidi

1306 amid Ill traka, lipidi
1503 - karotenoidi

pregib - 1670 - amid | traka

SKO809R

_— 1122 - proteini, glikozidna veza

996 - karotenoidi, fenialanin

1444, 1457
1654 - lipidi
2145

744 - triptofan, hemoproteini

A ] A ] A
500 1000 1500 2000 2500 3000

Ramanov pomeraj [cm™]

Slika 26. Poredenje Raman spektra izolata Rhodotorula mucilaginosa (SK0809R) sa
Raman spektrima izolata kvasaca Schwanniomyces occidentalis (BK0302D), Candida tropicalis
(4TD1101S) i Cyberlindnera saturnus (1KD1983V)

86



Danka Radié: Biodiverzitet kvasaca u zemljistu i njihov znacaj u odrzivoj poljoprivredi

REZULTATI | DISKUSIJA

Pri poredenju Raman spektra izolata SKOS809R sa spektrima izolata 1KDI1983V,
4TD1101S i BK0302D (Slika 26), moze se reci da se najupecatljivija promena odnosi
na pojavu Raman pikova karotenoida u spektru SKO809R.
Poznato je da su za karotenoide generalno karakteristicna sledeca tri Raman pika (De
Oliveira, 2009; Jehlicka, 2014;Thomas i McGoverin, 2016):
1) pik u oblasti talasnih brojeva od 1500 do 1535 cm™, koji se pripisuje isteZuéim
vibracijama C=C veza u glavhom polienskom lancu,
2) pik u oblasti 1145 - 1165 cm™, koji se pripisuje prvenstveno C-C istezuéim
vibracijama u glavnom polienskom lancu i
3) pik u oblasti 1000 - 1010 cm™, koji se najdeSée pripisuje C-CHs
deformacionimmodama.
U ranijim istraZivanjima je uoCeno da strukturne razlike izmedu karotenoida, npr. u
krajnjim prstenovima i polienskim bo¢nim lancima, kao i razlike u broju konjugovanih
dvostrukih veza u glavhom polienskom lancu, uticu na Raman pomeraj ova tri
dominantna pika u Raman spektrima i dovode do pojave nekih manjih pikova koji su
specifiéni za konkretne vrste katotenoida (Withnal et al., 2003; Maia et al., 2015;
Thomas i McGoverin, 2016).
Spektar karotenoida koji je zapazen kod izolata SKO809R (Slika 26) je po obliku veoma
slican spektru B-karotena (Collins et al., 2011; Pacia et al., 2015). To se moze zakljuditi
ne samo na osnovu tri dominantna Raman pika karotenoida, ve¢ i na osnovu sporednih
(manjih) pikova u oblasti od 2000 do 2700 cm™ (Collins et al., 2011). Inage, p-karoten
spada u jedan od 3-4 karakteristicna pigmenta za kvasac Rhodotorula mucilaginosa
(SK0809R). Po nekim autorima on predstavlja ¢ak i dominantni karotenoid za ovu vrstu
kvasca (Aksu i Eren, 2005), dok drugi autori navode da se zavisno od uslova rasta
kvasca i torulen i torularhodin mogu pojaviti kao dominantno prisutni karotenoidi, pri
&emu je u optimalnim uslovima za rast (pH 5 i 25°C) dominantan torulen, dok je npr. pri
temperaturama iznad 31°C dominantan torularhodin, a pri pH <5 - preovladuje P-
karoten (Cheng i Yang, 2016). Ipak, pri poredenju spektra izolata SKO809R sa spektrom
koji je za vrstu Rhodotorula mucilaginosa gajenu pod aerobnim uslovima prikazan u
radu koji su objavili Pacia et al. (2015, fig. 2 F), moze se konstatovati da su polozaji sva
tri glavna pika karotenoida u istrazivanjima pomereni ka nizim vrednostima talasnih

brojeva. Naime, u spektrima posmatranog izolata SKO809R se pomenuti pikovi nalaze
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na polozajima:~ 996 cm™, ~ 1147 cm™ i ~ 1503 cm™, dok su u radu objavljenom od
strane Pacia et al. (2015) ti pikovi kod vrste Rhodotorula mucilaginosa uoceni na
polozajima: 1002cm™, 1154 cm™ i 1511 cm™. Cak i pod pretpostavkom da je re¢ o
razli¢itom udelu Ccetiri glavnakarotenoida za vrstu Rhodotorula mucilaginosau u
posmatranim uzorcima i uzorcima u poslednjem pomenutom radu (razliCiti relativni
udeo torularhodina, torulena, 3-karotena i y-karotena (Aksu i Eren, 2005; Moline et al.,
2010), pomeranje pikova u ovim istrazivanjima je vece od o¢ekivanog. U svetlu gore
navedene mogucénosti uticaja strukture kvasca na polozaj tri karakteristi¢na
karotenoidna pika, moglo bi se pretpostaviti, da u glavnim lancima karotenoida kod
SKO809R postoje izvesne strukturne promene, ali se postavlja pitanje o kakvim
strukturnim promenama je rec i §ta je moglo izazvati takve promene. Inace, piku na ~
996 cm™ moze dati doprinos i linija fenialanina (,,ring breathing vibrations), dok piku
na ~ 1147 cm™ delom mogu doprineti i vibracije koje odgovaraju proteinskim
komponentama (C-C i C-N istezuce vibracije proteina), a mozda i linija polifosfata.

Pored pikova karotenoida, u Raman spektru izolata SKO809R prisutni su i pikovi
hemoproteina, tj. proteina koji sadrze hem kao funkcionalnu grupu bitnu za transport
kiseonika i za bioloske oksidacije. Poredenjem sa spektrom koji je u radu Pacia et al.
(2015) prikazan kao objedinjen Raman odgovor karotenoida i hemoproteina uz
prisustvo 1 linija lipida (Fig.1 F), moZe se konstatovati da su karakteristicna tri pika
hemoproteina u spektrima pomerena, kao i glavni pikovi karotenoida ka nizim
vrednostima talasnih brojeva. Re€ je o pikovima koji su u pomenutom radu registrovani
na:~ 750cm™, ~ 1131cm™ i ~ 1586cm™, a pri merenjima na ~ 741 cm™, ~ 1122 cm™i ~
1578 cm™. Ipak treba imati u vidu da, prema literaturnim podacima, pikovima na ovim
polozajima ne daju doprinos isklju¢ivo linije hemoproteina, ve¢ i druge linije, koje
mogu izazvati uoceno pomeranje u vrednosti talasnih brojeva pikova. Naime, piku na ~
744 cm™ doprinos verovatno daje i linija triptofana, dok pik na ~ 1122 cm™ prvenstveno
potice od glikozidne veze i generalno od C-N ,,stretching” moda proteina, a pik na ~
1578 cm™ se moZe pripisati i vibracijama unutar aromatiénih aminokiselina i
nukleotidnih baza (prvenstveno adenina i guanina). Pikovi hemoproteina u spektru
SKO0809R na slici 23 su bitno slabije izrazeni nego pikovi karotenoida, $to je uobicajeno

kada su kvasci gajeni pod aerobnim uslovima, jer su tada karotenoidi dominantna
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jedinjenja koja preuzimaju ulogu detoksifikatora i tada je Ccelijska koncentracija
hemoproteina prilicno niska (Pacia et al., 2015).

Sto se ti¢e pojave lipidnih traka u spektru izolata SKO809R, te trake su prisutne, ali su
manje izrazene nego kod izolata BK0302D, pa ¢ak i manje izraZzene nego kod izolata
4TD1101S, jer nema diferencijacije linija u okviru slozenog lipidnog pika, koji se javlja
oblasti od 2800 do 3100 cm™, a nema ni pika na ~ 1072-1078 cm™ (primarno lipidi), ni
pika na ~ 1255-1257 cm™ (lipidi i amidi 111), kao ni lipidnog pika na ~ 1737-1740 cm™.
Pri tome su pik na ~ 1649-1654 cm™ (lipidi i amidi 1) i pik na ~ 1440-1450 cm™ (lipidi i
proteini) slabije izraZzeni nego kod izolata BK0302D.

Poredenje Raman spektra izolata EK1605T (Hanseniaspora uvarum) i spektra
izolata Cvin1610M (Cyberlindnera saturnus) sa spektrima izolata 1KD1983V,
4TD1101S i BK0302D

Iako je izolat EK1605T izolovan iz zemljiSta sa visokim sadrzajem polihlorovanih
bifenola (PCB) i policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika (PAH), kao Sto je bio slucaj 1
sa izolatima 4TD1101S i BK0302D, ipak se ne moze govoriti 0 jasnom povecanju
sadrZaja lipida u izolatu EK1605T, bar ne u onoj meri u kojoj je to uoceno kod izolata
BKO0302D i 4TD1101S (Slika 27). U stvari, spektar izolata EK1605T ukazuje na to da
je sadrzaj lipida u ovom uzorku sli¢an sadrZaju lipida u izolatu 1KD1983V, pri ¢emu su
trake lipida malo izraZenije, ali ipak slabije izraZene nego kod izolata 4TD1101S, a
samim tim i slabije izrazene nego kod izolata BK0302D. Osnovna razlika koja se
primecuje u spektru izolata EK1605T, u odnosu na spektre izolata 1KD1983V,
4TDI1101S 1 BK0302D, odnosi se najpre na znatan porast intenziteta pikova na slede¢im
polozajima: ~ 738cm(triptofan i hemoproteini), ~ 1120cm™ (proteini i glikozidna veza)
i ~ 1576 cm™ (aromati¢ne aminokiseline i nukleotidne baze, kao i hemoproteini). S
obzirom na to da su lipidne trake slabije izraZene kod izolata EK1605T nego kod izolata
4TD1101S i BK0302D, porast pika na ~ 1298cm™ kod izolata EK1605T najpre se moze
pripisati porastu koncentracije linije proteina u okviru tog pika, a ne porastu
koncentracije lipidne linije u toj oblasti talasnih brojeva. Takode, primecuje se da je
Raman linija na ~ 1328 cm™ jade izraZena kod izolata EK1605T nego kod izolata
1KD1983V, 4TD1101S, BK0302D i Cvinl610M, sto dodatno ukazuje na veéi sadrzaj

proteina i ugljenih hidrata.
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Slika 27. Poredenje Raman spektara izolata kvasaca Hanseniaspora uvarum (EK1605T) i
Cyberlindnera saturnus (Cvin1610M) sa Raman spektrima izolata Schwanniomyces
occidentalis (BK0302D), Candida tropicalis (4TD1101S) i Cyberlindnera saturnus

(1KD1983V)

Nisu uocene jasne razlike izmedu oblika spektra izolata Cvinl610M 1 spektra izolata
1KD1983V (Slika 27). Jedva primetno je izrazenija traka u oblasti ~ 1117-1125 cm™,

Sto moZze biti uzrokovano blagim povecanjem doprinosa vibracija proteina i glikozidne
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veze. Razmatranjem polozaja pojedinih pikova, uocava se da kod izolata Cvin1610M
postoji pomeranje pikova ka viS§im vrednostima talasnih brojeva. Precizni poloZzaji
pikova u oblasti ~ 1295-1309 cm™ i u oblasti ~ 1649-1654 cm™ potencijalno ukazuju na
nesto veéi doprinos moda amida III i amida I, respektivno, u odnosu na doprinos moda

lipida.

5.5. Direktni mehanizmi stimulacije biljnog rasta
Mikroorganizmi koji se nalaze u rizosferi biljaka mogu razli¢itim direktnim i
indirektnim mehanizmima (plant growth promoting, PGP) stimulisati biljni rast. Ovi
PGP mehanizmi ukljucuju azotofiksaciju, solubilizaciju fosfata, sintezu fitohormona,
regulaciju produkcije etilenai tako direktno i indirektno podrzavaju rast biljaka i
povecavaju dostupnost nutrijenata (Saharan i Nehra, 2011). Mehanizmima direktne
stimulacije se omogucava i1 olakSava snabdevanje biljaka neophodnim hranljivim
materijama (rastvorljivost fosfata i transformacija azotnih jedinjenja), ili sinteza
jedinjenja koja direktno stimuliSu rast biljaka, kao $to su indol-3-siréetna kiselina
(Nassar et al., 2005), amonijak, giberelini, produkcija siderofora (Sharma et al., 2013) i
1-aminociklopropan-1-karboksilat deaminaze (Cloete et al., 2009). Ovi mikroorganizmi
se uspesno primenjuju u poljoprivrednoj praksi kao biofertilizatori (Gupta et al., 2015),
biopesticidi (Sharma et al., 2013) i kao bioremedijacioni agensi (Hansda et al., 2014).
Eksploatacija kvasaca u poljoprivredi je privukla paZnju zbog znacajne bioloske
aktivnosti, ali i povecanja sigurnosti proizvodnje hrane (Agamy et al., 2013).
Produkcija auksina, koji se u prirodi javlja u nekoliko oblika, predstavlja jedan od
najzastupljenijih PGP mehanizama, a najvise izu¢avani oblik auksina je indol-3-siréetna
kiselina (Glick, 2012).
Od svih ispitanih izolata kvasaca (11 izolata), kod Sest je utvrdena sposobnost
produkcije 1AA (pg/ml) u prisustvu 100 pg/ml I-triptofana. Najveca vrednost IAA je
zabeleZena kod C. tropicalis (3TD0905L, 6,00 pug/ml), a zatim i kod preostala tri izolata
ove vrste kvasca i to: 2TD2912B (3,70 pg/ml), 4TD1101S (3,02 pg/ml) i Avinl312L
(2,80 pg/ml). Sposobnost produkcije IAA (Tabela 22) je utvrdena i kod S. occidentalis
(BK0302D, 1,09 pg/ml) i C. saturnus (Cvin1610M, 1,08 pg/ml).
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Tabela 22. Produkcija indol-3-siréetne kiseline (IAA)od strane testiranih izolata kvasaca

Izolat kvasca Produkcija IAA (pg/ml)
Cyberlindnera saturnus 1KD1983V /
Cyberlindnera saturnus 2KD3007J /
Candida tropicalis 2TD2912B 3,70
Candida tropicalis 3TD0905L 6,00
Candida tropicalis 4TD1101S 3,02
Schwanniomyces occidentalis BK0302D 1,09
Cyberlindnera saturnus CK24041 /
Hanseniaspora uvarum EK1605T /
Candida tropicalis Avin1312L 2,80
Cyberlindnera saturnus Cvinl610M 1,08
Rhodotorula mucilaginosa SK0809R /

Razliciti su podaci o optimalnoj koncentarciji IAA koja moze imati pozitivan efekat, a
prema istrazivanju Teixeiria et al. (2007) ona mora iznositi najmanje 0,7 pg/ml.
Candida tropicalis HY izolovan iz zemljista (Amprayn et al., 2012) je imao manju
produkciju 1AA (2,6 pg/ml) u odnosu na iste ispitivane vrste u ovoj disertaciji
(2TD2912B, 3TDO0905L, 4TD1101S i Avinl312L). U poredenju sa istraZivanjima
Chamnanpa et al. (2013), od pet izolata Candida tropicalis izolovanih iz rizosfere trave
vetivere, samo jedan izolat je imao vecu produkciju TAA (29,9 mg/l) u odnosu na
izolate iste vrste, koji su ispitani u ovoj disertaciji.

U istrazivanju Sun et al. (2014), kvasci izolovani iz lis¢a Drosera indica L.
(Cryptococcus flavus, Pseudozyma aphidis, Aureobasidium pullulans, Candida sp.,
Hannaella coprosmaensis, Sporisorium reilianum i Ustilago esculenta) su imali vecu
produkciju 1AA (32,6-147,4 pg/ml) u odnosu na izolate koji su ispitani u ovoj
disertaciji. Vec¢u produkciju TAA (8,63- 610,63 pg/ml) su imali i kvasci izolovani iz
lis¢a Drosera spatulata Lab: Aureobasidium pullulans, Dothideomycetes sp.,
Pseudozyma aphidis, Candida akabanensis, Ustilago esculenta, itd. (Fu et al., 2016).
Produkcijom IAA, mikroorganizmi pozitivno uti€u na rast i duZinu korena, $to dovodi
do povecanja njegove povrsine, a samim tim 1 do veéeg pristupa hranljivim materijama
iz zemljiSta (Fu et al., 2016). Jedan od nalina biosinteze IAA je preko triprofan-

zavisnog puta, §to je bio i slucaj u istrazivanjima radenim u ovoj disertaciji. Triptofan
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kao glavni prekursor u sintezi auksina u zemlji$tu je najrasprostranjeniji u oblasti od 12-
16 cm od vrha korena (Jaeger et al., 1999). Samo mali broj studija je potvrdio bisintezu
IAA preko triptofan-nezavisnog puta, jer jo§ uvek nisu utvrdena intermedijarna
jedinjenja, srednja faza, kao i geni uklju¢eni u ovakav nacin biosinteze IAA (Sun et al.,
2014). Na biosintezu IAA moze uticati veliki broj faktora medu kojima su i pH i
temperatura (Spaepen et al., 2007). Kod mikoriznih gljiva biosinteza IAA se najbolje
odvija pri pH 6,0-9,0 (Strzelczyk et al., 1992). Za veéinu izolata kvasaca optimalna
temperatura za biosintezu IAA u in vitro uslovima je 28°C, dok je pri temperaturama od
37°C i 16°C ovaj proces manje intezivan (Sun et al., 2014). Istrazivanja vezana za
produkciju IAA u ovoj disertaciji su izvrSena u prisustvu 100 pg/ml I-triptofana i
temperaturi od 28°C, §to ne znaci da bi ovi izolati kvasaca pri nekim drugim uslovima
ispoljili drugaciju produkciju IAA. Stoga je u buduim istrazivanjima potrebno
optimizirati uslove biosinteze IAA u in vitro uslovima i utvrditi uticaj razli¢itih

koncentarcija I-triptofana, ugljenika i azota (Sun et al., 2014).

5.5.1. Uticaj izolata kvasaca na solubilizaciju fosfata

S obzirom na razli¢itu rastvorljivost fosfora u zemljistu, od izuzetnog je znacaja
koeficijent njegove pristupacnosti za biljke. ZemljiSni mikroorganizmi su efikasni u
oslobadanju fosfora iz neorganskih 1 organskih jedinjenja kroz procese rastvaranja i
mineralizacije (Hilda i Fraga, 1999), ¢ime doprinose pristupa¢nosti fosfora za biljke.
Zbog toga, fosfosolubiliziraju¢i mikroorganizmi se mogu primeniti u obliku inokuluma
u cilju poboljsanja rasta biljaka i veéeg prinosa (Fasim et al., 2002).

Znacajnu ulogu u solubilizaciji fosfata imaju 1 zemljis$ni kvasci, koji nerastvorni oblik
fosfata prevode u rastvorljiv i na taj nacin omogucavaju snabdevanje biljaka fosforom.
Jedan od ciljeva rada bio je i da se ispita sposobnost izolovanih kvasaca u procesu

solubilizacije fosfata in vitro.
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Tabela 23. Solubilizacija fosfata kod izolata kvasaca (mg P/I) tokom ¢&etiri nedelje inkubacije

mg P/I
Uzorak Pocetno I nedelja Il nedelja 111 nedelja IV nedelja
stanje

kontrola 151,0#1,1%" 157,5+1,9*PcdetB 142 241 13C  151,0+41,7**  156,7+1,4%F
SKO809R  151,0+1,1** 159,7+1,5%%B 145242 1*A 1251+1,3"C  131,241,5"°C
BK0302D  151,0+1,1** 178,9+1,2%° 196,3+1,8"¢ 195,8+1,3%C  220,4+1,4%P
Cvinl610M 151,0+1,1** 142,8+1,9"8 81,7+1,4°C  103,0+2,0°  125,8+1,4"°F
3TD0905L  151,0+1,1%" 149,0+1,6°"* 144,3+15** 150,1+1,9**®  156,3+1,2*B
2KD3007J  151,0+1,1** 141,9+15"® 74,4+1,5%C 99 3+1 8P 115,8+1,7°F
CK24041 151,0+1,1*"  148,0+1,1°"* 69,4+1,7%®  183,9+1,9°¢  202,7+1,5"°
4TD1101S  151,0#1,1*" 149,6+1,2*" 146,5+1,4** 150,1+1,4**  170,5+1,4%°
1KD1983V 151,0+1,1** 168,3+1,5%¢B 75,841,9°¢  118,5+1,9°°  135,6+1,2°F
Avin1312L 151,0+1,1*" 163,1+1,20¢B 154,1+2,0"* 151,7+¢1,1*  70,1+1,1"
2TD2912B  151,0+1,1** 156,8+1,8*°%A  167,4+1,5%% 173,7¢1,3"®  205,0+1,1"°
EK1605T  151,0+1,1** / / / /

Najve¢éa koli¢ina fosfora nakon cetiri nedelje inkubacije je wutvrdena kod

Schwanniomyces occidentalis (BK0302D, 220,4 mg P/I), zatim kod Candida tropicalis
(2TD2912B, 205,0 mg P/l) i Cyberlindnera saturnus (CK24041, 202,7 mg P/l), a
najmanja kod C. tropicalis (Avin1312L, 70,1 mg P/I). U toku prve nedelje, najvecu
efikasnost u procesu solubilizacije fosfata je zabelezio izolat S. occidentalis (BK0302D,
178,9 mg P/I) u odnosu na kontrolu i druge izolate. Najizrazenije promene u koli¢ini
fosfora su utvrdene u toku druge nedelje kod cetiri izolata Cyberlindnera saturnus:
CK24041 (69,4 mg P/l) 2KD3007J (74,4 mg P/l), 1KD1983V (75,8 mg P/l) i
Cvinl610M (81,7 mg P/l). Tokom druge i treCe nedelje nije bilo statisticki znacajne
razlike u koli¢ini fosfora kod izolata S. occidentalis (BK0302D) i C. tropicalis
(2TD2912B). Nakon zavrsenog perioda inkubacije do promene u koli¢ini fosfora doslo
je kod izolata Candida tropicalis (4TD1101S, 170,5 mg P/l). Dobijeni rezultati ukazuju
da svi izolati nemaju sposobnost solubilizacije fosfata (Tabela 23).

Mali broj istrazivanja je imao za cilj prou¢avanje moguénosti kvasaca u solubilizaciji
fosfata. lzolati S. occidentalis (BK0302D), C. tropicalis (2TD2912B) i C. saturnus
(CK24041) su imali vecu produkciju fosfora u odnosu na zemljisne kvasce (Candida
tropicalis, Geotrichum capitates, Geotrichum candidum, Rhodotorula minuta i
Rhodotorula rubra), koji su proucavani od strane Al-Falih (2005), gde se koli¢ina
fosfata nakon zavrSenog perioda inkubacije kretala od 4-45 pg/ml. Kvasac iz roda

Saccharomyces izolovan iz uzoraka gline, imao je manju produkciju fosfora (2,56 pg
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P/ml) u odnosu na ispitivane izolate (Hesham i Hashem, 2011). lzolati koji su
proucavani u ovoj disertaciji su bili manje efikasni u solubilizaciji fosfata u odnosu na

filamentozne gljive Aspergillus i Penicillium (Sane i Mehta, 2015).
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Grafik 2. Prose¢ne vrednosti solubilizovanog fosfata (mg P/1)

Najvecu efikasnost u procesu solubilizacije fosfata ispoljila su tri izolata BK0302D,
CK?24041i 2TD2912B (Grafik 2). Izolati 3TD0905L i 4TD1101S su imali iste vrednosti
fosfora kao i kontrola, dok su izolati SKO809R, Cvin1610M, 2KD3007J, 1KD1983V i
Avin1312L imali manje koli¢ine fosfora u odnosu na kontrolu (Grafik 2).

Biomasa ispitivanih izolata u toku procesa solubilizacije je iznosila izmedu 0,0005 g do
0,1094 g (Grafik 3).
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Grafik 3. Biomase izolata kvasaca (g) u procesu solubilizacije fosfata

Nakon cetiri nedelje inkubacije, najveca biomasa je izmerena kod S. occidentalis
(BK0302D, 0,1094 g), zatim kod C. tropicalis (3TD0905L, 0,1080 g), C. saturnus
(CK24041, 0,0901 g) i C. tropicalis (2TD2912B, 0,0671 g). Kod izolata C. tropicalis
(4TD1101S), takode je doslo do povecanja biomase (Grafik 3). Kod izolata koji nisu
imali sposobnost solubilizacije fosfata zabeleZene su znatno manje biomase (Grafik 3).
Najmanja biomasa je zabelezena kod izolata C. saturnus (2KD3007J, 0,0005 Q).
Povecanje koli¢ine fosfora je praceno 1 povecanjem biomase i obrnuto, $to potvrduje 1
koeficijent korelacije (0,5899). U poredenju sa drugim autorima (Al-Falih2005; Sane i
Mehta, 2015) ispitivani izolati su imali manju produkciju biomase.

Proces solubilizacije fosfata je pracen i smanjenjem pH vrednosti (Tabela 24).
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Tabela 24. Promena pH vrednosti u toku procesa solubilizacije fosfata tokom inkubacije

pH
Uzorak Pocetno I nedelja Il nedelja 111 nedelja IV nedelja
stanje

kontrola 6,0£0,00*”  6,12+0,09*B°P 6,14+0,3%¢ 6,15+0,01%¢ 6,09+0,10*P
SKO0809R 6,0£0,00**  6,13+0,20*® 6,11+0,13*8 7,29+0,07>C 7,16+0,07°P
BK0302D  6,0+0,00** 5,67+0,11°%®  5,44+0,10"C 5,63+0,10%BP 5,38+0,09%F
Cvinl610M 6,0+0,00**  5,44+0,05°® 7,94+0,06%¢ 8,23+0,06%P 8,75+0,02%F
3TD0905L  6,0+0,00*4  6,03+0,12*%*  6,05+0,05*%4 6,17+0,03*8 5,79+0,07%¢
2KD3007J  6,0+0,00* 5,38+ 0,06°®  7,94+0,08%C 8,20+0,01%P 8,38+0,11"F
CK24041 6,0+0,00** 5,75+0,08%® 7,43+0,13%C 5,50+0,03%° 5,58+0,04°P
4TD1101S  6,0+0,00** 5,91+0,03"*®  597+0,10**8 5,90+0,13" 5,94+0,05"AB
1KD1983V  6,0+0,00**  5,25+0,20%8 7,54+0,07"C 7,29+0,08"P 7,1610,035E
Avin1312L  6,0+0,00** 585+0,10°"  570+0,04%¢ 5,98+0,04" 7,75+0,05"°
2TD2912B  6,0+0,00*A  5,94+0,12%" 5 69+0,05%E 5,70+0,03%B 5,50+0,12'¢
EK1605T  6,0+0,00** / / / /

Najniza pH (5,38) je izmerena kod S. occidentalis (BK0302D) na kraju ¢etvrte nedelje
(Tabela 24). Takode, kod ovog izolata je izmerena najveca biomasa (0,1094) i koli¢ina
P (220,4 mg P/l). Na kraju inkubacionog perioda pH vrednost kod C. tropicalis
(2TD2912B) je iznosila 5,50, a kod C. saturnus (CK2404l) 5,58. Ova tri izolata su
pokazala inicijalni pad pH u medijumu, koji odgovara povecanju koli¢ine fosfora, §to je
i potvrdeno znaajnim negativnim koeficijentom korelacije (-0,9589). Posle druge
nedelje, najvisu vrednost pH i1 najmanju koli¢inu fosfora su imala Cetiri izolata C.
saturnus (1KD1983V, 2KD3007J, CK2404l i Cvin1610M). Na kraju inkubacionog
perioda inkubacije nizu pH od kontrole su imala jo§ dva izolata C. tropicalis
(4TD1101S i 3TD0905L).

Inverznu vezu izmedu solubilizacije fosfata i pH vrednosti su potvrdili i drugi autori
(Al-Falih, 2005; Zaidi et al., 2009). Do snizavanja pH dolazi usled produkcije organskih
kiselina, koje mogu delovati na proces solubilizacije fosfata, direktnim rastvaranjem
neorganskog fosfata, ili izmenom anjona fosfata anjonima kiseline (Sharma et al.,
2013). Takode, organske kiseline mogu povecati dostupnost P spreCavanjem njegove
apsorpcije za zemljiSne Cestice, ili formiranjem kompleksa sa katjonima na povrSini
Defez, 2010).
mikroorganizama, kao i od kvalitativnog i kvantitativnog sadrzaja kiselina u medijumu
(Mittal et al., 2008).

zemljiSta (Bianco i Solubilizacija fosfata zavisi od vrste
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Vassileva et al. (2000) su ukazali na znacaj zemlji$nih kvasaca u transformaciji slabo
rastvornih neorganskih fosfata i karbonata, ¢ime se povecava dostupnost fosfora,
gvozda i drugih mikronutrijenata. Utvrdeno je da Yarrowia lipolytica u inkapsulisanom
obliku ima sposobnost solubilizacije neorganskih fosfata i1 kalcijum karbonata, pri ¢emu
dolazi do stvaranja limunske kiseline (Vassileva et al., 2000). Istrazivanja Nakayan et
al. (2013) su ukazala da zbog biohemijskih karakteristika i PGP osobina upotreba
kvasaca u poljoprivredi moze doprineti smanjenju upotrebe mineralnih dubriva uz
optimalnu produkciju kukuruza, ali su kvasci jo§ uvek nedovoljno iskoris§¢eni u odrzivoj

poljoprivredi proizvodnje kukuruza.

5.5.2. Uloga izolata kvasaca u transformacija azotnih jedinjenja

Intenzivna poljoprivredna proizvodnja je doprinela povecanju prinosa useva ali je
dovela 1 do ozbiljnih ekoloskih problema, prvenstveno zbog povecane upotrebe
mineralnih azotnih dubriva i znacajnih gubitaka azota iz poljoprivrednog zemljista (De
Vries, 2009). Gubici azota mogu izazvati eutrofikaciju u vodenim ekosistemima $to je
iniciralo i donoSenje propisa, kao $to je EU Nitratna Direktiva. Pored toga ciklus
kruZenja azota je vaZzan proces i sa aspekta klimatskih promena i nastali azot (I) oksid
(N20) kao gas sa efektom staklene baste visedoprinosi zagrevanju atmosfere od CO,
(Huhe et al., 2016). Paralelno, a kao posledica donosenja razlicitih propisa, poslednjih
nekoliko decenija, doSlo je do povecanja potraznje za odrzivom poljoprivrednom
proizvodnjom.

Boljem upravljanjui povecanju produktivnosti u agroekosistemima znacajno moZze
doprineti bolje razumevanje 1 iskoriS¢avanje uloge zemljiSnih mikroorganizama u
procesima transformacije azotnih jedinjenja (Robertson i Groffman, 2015). U ovim
oksido-redukcionim procesima u zemljiStu znacajnu ulogu imaju gljive, bakterije i
kvasci (Alharbi, 2009). Gljive i1 bakterije u zemljiStu imaju vaznu ulogu u razli¢itim
ciklusima kruZenja azota, pre svega u procesu transformacije azotne organske materije
tokom koje se oslobada amonijak koji se mozZe iskoristiti ili imobilisati, zavisno od
uslova sredine (Bloem et al., 1997). Zbog koncaste i razgranate stukture hifa, gljive
mogu ucestvovati u procesima transformacije i prostorno udaljene azotne organske

materije (Myrold i Posavatz, 2007). Rezende et al. (2004) su ukazali na potencijal
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kvasaca u zemljistu i ulogu u snabdevanju biljaka azotom. U okviru ovih istrazivanja
Ispitana je sposobnost produkcije amonijaka i nitrata.

Sposobnost izolata kvasaca u produkciji amonijaka (NHs3) predstavlja opstu
karakteristiku PGP mikroorganizma (Tabela 25). U ovom istrazivanju je odredena
sposobnost produkcije, ali ne i kvantitativno odredivanje NHs. IstraZivanja Dutta et
al.(2015) su pokazala da najveci broj mikroorganizama produkuje NH3 u koli¢inama od
4,0-4,5 mmol/ml.

Tabela 25. Produkcija amonijaka (NHs) od strane testiranih izolata kvasaca

Izolat kvasca Produkcija amonijaka
Cyberlindnera saturnus 1KD1983V +
Cyberlindnera saturnus 2KD3007J +
Candida tropicalis 2TD2912B +
Candida tropicalis 3TD0905L +
Candida tropicalis 4TD1101S +
Schwanniomyces occidentalis BK0302D +
Cyberlindnera saturnus CK24041 +
Hanseniaspora uvarum EK1605T +
Candida tropicalis Avin1312L +
Cyberlindnera saturnus Cvin1610M +

Rhodotorula mucilaginosa SK0809R -

Prisustvo (+); (-) odsustvo

Slika 28. Produkcija amonijaka od strane izolata kvasaca
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Svi ispitivani izolati, osim R. mucilaginosa(SK0809R) su imali sposobnost produkcije
NHj; (Slika 28).

Palkova et al. (1997) su utvrdili ,,quorum sensing” mehanizam izmedu kolonija kvasaca
koje produkuju NH3 u rizosferi mahunarki.

U istom istrazivanju je ustanovljeno, da kolonija kvasca koja prva produkuje vece
koli¢ine NHj izaziva njegovu proizvodnju i u okolnim kolonijama, bez obzira na starost
kolonija. Osim toga sinhronizacija razvoja kolonija kroz produkciju NH3 uobicajena je
pojava kod nekih vrsta kvasaca, ali se moZze javiti 1 izmedu kolonija razli¢itih rodova
(Palkova i Forstova, 2000). Produkcija NH3; i njegova uloga kao komunikacionog
posrednika je utvrdena i kod Debaryomyces hansenii (Gori et al., 2007). Ova pojava
mogla bi da bude korisna u uspostavljanju optimalne distribucije kvasaca u prirodnim
stanistima (Fu et al., 2016).

Sposobnost zemljisnih kvasaca u transformaciji azotnih jedinjenja ispitana je po Al-
Falih (2006) in vitro. U toku ovog procesa je pracena promena koli¢ine nitrata (mg/1
NO3), biomasa izolata (g) i pH vrednost medijuma.

Tabela 26. Promena sadrzaja nitrata (mg/l) kod izolata kvasaca tokom ¢etiri nedelje inkubacije

NOs; (mg/l)

Uzorak | nedelja Il nedelja 111 nedelja IV nedelja
kontrola 16,6 +2,4°*4 16,8 +0,6*" 16,8+1,5** 16,7 +1,1%4
SKO0809R 25,2 +1,6°# 29,3 +1,4°8 22,3+1,8°C 27,6 +1,7°°B
BK0302D 16,5 +2,0** 16,5 +2,8*4 17,141,974 17,3 +£2,5%4
Cvin1610M 16,6+1,6*" 11,8 +1,9°8 16,5+1,5** 16,9 +1,3*4
3TD0905L 29,2 +1,6°* 27,5 +1,9° 19,8+1,9"¢¢B 27,5 +2,0°A
2KD3007J  16,6+0,8*" 16,9 +0,6*" 18,2+0,6*¢* 17,6 +0,6*"
CK24041 29,0 +1,3%A 22,4 +0,9%8 26,6+1,0°4 27,1 +1,3%A
4TD1101S 16,6 +1,6*4BC 15,9 1,28 18,1+1,1%%P 17,6 +1,5%¢P
1KD1983V 16,4 +1,9** 16,7 +2,0%4B 16,6+1,9** 17,442 38
Avinl1312L 26,7 +0,9%* 23,5 +1,2%8 26,7+1,0°4 26,3+0,9°*
2TD2912B 27,8 +1,6°* 27,9 £1,9°A 27,8+1,7°4 26,7+1,9°*
EK1605T 28,8 +1,8°* 27,4 +2,0° 27,4+1,9°* 26,0+2,1%B

"Na pocetku ogleda u kontroli i u medijumu svih ispitivanih izolata sadrzaj NOs je iznosio 16,6
mg/l

Prema istrazivanjima Al-Falih (2006) i Alharbi (2009), transformacija amonijum-sulfata
je pracena u toku cCetiri nedelje. Nakon zavrSenog inkubacionog perioda najveca
koli¢ina NOs™ je zabelezena kod slede¢ih izolata: R. mucilaginosa (SKO0809R, 27,6

mg/l), tri izolata C. tropicalis (3TD0905L 27,5 mg/l; Avin1312L 26,3 mg/l i 2TD2912B
100



Danka Radié: Biodiverzitet kvasaca u zemljistu i njihov znacaj u odrzivoj poljoprivredi

REZULTATI | DISKUSIJA

26,7 mg/l), C. saturnus (CK24041 27,1 mg/l) i H. uvarum (EK1605T 26,0 mg/l).
Preostalih pet izolata nije imalo sposobnost transformacije amonijum-sulfata (Tabela
26). U toku prve nedelje, kod izolata H. uvarum (EK1605T) koli¢ina nitrata je iznosila
28,8 mg/l, a na kraju inkubacionog perioda 26,0 mg/l. Do trece nedelje koli¢ina nitrata
kod ovog izolata, nije se statisticki znac¢ajno menjala, a do promene je doslo izmedu
trece i Cetvrte nedelje (Tabela 26). Najvecu efikasnost u transformaciji amonijum-
sulfata u prvoj nedelji je zabelezio izolat C. saturnus (CK2404l1, 29,0 mg/l NO3’). Kod
istog izolata u toku druge nedelje je doSlo do statisticki znacajnog smanjenja sadrzaja
nitrata (22,4 mg/l). U toku cetiri nedelje inkubacionog periodastatisti¢ki znacajne
promene u sadrzaju nitrata nisu zabelezene kod izolata C. tropicalis (2TD2912B). U
prvoj nedelji koli¢ina nitrata kod ovog izolata je iznosila 27,8 mg/l, a na kraju Cetvrte
nedelje 26,7 mg/l. U slucaju R. mucilaginosa (SK0809R), najveca koli¢ina nitrata je
zabelezena u toku druge nedelje (29,3 mg/l), da bi na kraju inkubacionog perioda ona
iznosila 27,6 mg/l.

Sposobnost transformacije amonijum-sulfata u in vitro uslovima u trajanju od Cetiri
nedelje je ispitana i kod kvasaca izolovanih iz peska: Candida tropicalis, Geotrichum
candidum, Geotrichum capitatum i Rhodotorula minuta (Al-Falih, 2006). Svi izolati
osim C. tropicalis su imali sposobnost transformacije amonijum-sulfata do nitrata, dok
su nitriti zabelezeni samo u tragovima i to na kraju inkubacionog perioda (Al-Falih,
2006). Prema istom istrazivanju najveci sadrzaj nitrata je zabelezen kod R. minuta (94
pg/ml), zatim kod G. capitatum (70 pg/ml), a najmanji kod G. candidum (55 pg/ml).
Ovi izolati su ispoljili vecu efikasnost u transformaciji amonijum-sulfata u odnosu na
izolate koji su proucavani u ovoj disertaciji. Za razliku od ovih istrazivanja, U 0VOj
disertaciji od cetiri izolata C. tropicalis, samo jedan (4TD1101S) nije imao sposobnost
transformacije amonijum-sulfata. Alharbi (2009) je ispitivao sposobnost transformacije
amonijum-sulfata od strane patogenih izolata Staphylococcus aureus i Candida albicans
u uslovima in vitro. Nakon cetiri nedelje inkubacionog perioda, sadrzaj nitrata kod
Candida albicans je iznosio 57,0 pug/ml, a kod Staphylococcus aureus samo 1 pg/mi.
Kod izolata Williopsis californica i Saccharomyces cerevisiae, koli¢ina nitrata nastala u
toku transformacije amonijum-sulfta je iznosila 69 pg/ml, odnosno 58 pg/ml za S.

cerevisiae (Falih i Wainwright, 1995).
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Grafik 4. Prose¢ne vrednosti nitrata (mg/l NOj3") u toku inkubacije

U toku procesa transformacije azotnih jedinjenja najveca prose¢na vrednost nitrata je
zabelezena kod izolata 2TD2912B i EK1605T. Vece koli¢ine nitrata u odnosu na
kontrolu su zabelezene i kod izolata SKO809R, 3TD0905L i CK24041 (Grafik 4). Izolati
BK0302D, 2KD3007J, 4TD1101S i 1KD1983V su imali isti sadrzaj nitrata kao i

kontrola, dok je kod izolata Cvinl610M zabelezen manji sadrzaj nitrata u odnosu na

kontrolu (Grafik 4).

Pored promene u sadrZaju nitrata, praena je i promena biomase (g). Biomasa

ispitivanih izolata u procesu transformacije amonijum-sulfata je iznosila od 0,0148 g do

0,4314 g.
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Grafik 5. Biomase izolata kvasaca (g) u procesu transformacije amonijum-sulfata

Nakon cetiri nedelje, najveca biomasa je zabeleZzena kod tri izolata C. tropicalis
(Avinl1312L, 0,4314 g; 3TDO0905L, 0,3906 g i 2TD2912B, 0,3473g), zatim kod H.
uvarum (EK1605T, 0,3175 g) i C. saturnus (CK24041, 0,2209 g). Nesto manja biomasa
je izmerena kod izolata R. mucilaginosa (SK0809R, 0,1922 g). Kod izolata BK0302D,
Cvinl610M, 2KD3007J, 4TD1101S i 1KD1983V koji nemaju sposobnost
transformacije amonijum-sulfata zabelezene su izuzetno male biomase (Grafik 5).
Povecanje koli¢ine nitrata je praceno povecanjem biomase. U poredenju sa
istrazivanjima Al-Falih (2006) ispitivani izolati su imali ve¢u produkciju biomase, ali u
odnosu na istrazivanja Falith i Wainwright (1995) biomasa ispitivanih izolata je bila
manja.

U toku procesa transformacije amonijum-sulfata je pracena i promena pH vrednosti. Do
izrazenog pada pH vrednosti u toku procesa transformacije amonijum-sulfata dolazi
usled produkcije organskih kiselina (Wainwright i Grayston, 1987; Falih i Wainwright,
1995; Al-Falih, 2006). Na kraju cetvrte nedelje inkubacionog perioda najniza pH je
zabeleZena kod dva izolata C. tropicalis (Avinl312L, 2,91 i 2TD2912B, 2,96), a zatim
kod C. saturnus (CK24041, 2,97).

103



Danka Radié: Biodiverzitet kvasaca u zemljistu i njihov znacaj u odrzivoj poljoprivredi

REZULTATI | DISKUSIJA

Tabela 27. Promena pH vrednosti medijuma u procesu transformacije amonijum-sulfata tokom

inkubacije
pH
Uzorak Pocetno I nedelja Il nedelja I11 nedelja IV nedelja
stanje

kontrola 6,0+0,0*”  6,00£0,0**  6,04+0,3*F 6,02+0,0*4B 6,03+0,2*/F
SKO809R  6,0+0,0°" 3,85+0,2°®  3,32+0,1°¢ 3,18+0,4"° 3,42+0,1°¢
BK0302D  6,0+0,0* 3,03+0,1°®  3,08+0,1°®¢  6,04+0,1** 6,01+0,2*4
Cvinl610M 6,0+0,0** 583+0,1*®  6,91+0,5%C 7,32+0,1°° 6,88+0,3°¢
3TD0905L  6,0+0,0*" 3,84 +0,0"®  3,07+0,1°C 2,95+0,1%P 2,95+0,1%¢P
2KD3007J  6,0+0,0*4 6,32+ 0,1%®  5.94+0,0°" 6,07+0,1**8 6,04+0,1**
CK24041 6,0£0,0*  3,07+0,5°B° 2,93+0,2"¢ 3,10+0,074P 2,97+0,194B¢
4TD1101S  6,0+0,0** 5,80+0,1*®  590+0,1°* 5,99+0,1*A8 6,06+0,2*"
1KD1983V 6,0+0,0* 5,76+0,2*®  6,48+0,3%¢ 6,81+0,3°P 6,82+0,3°°
Avinl312L 6,0+0,0** 3,89+0,1"®  3,03+0,1°"¢  2,88+0,1%° 2,91+0,1P
2TD2912B  6,0+0,0** 3,81+0,0"®  3,04+0,0°"¢  296+0,1%¢ 2,96+0,24¢C
EK1605T  6,0+0,0* 5,03+0,1%®  3,54+0,1"C 3,52+0,2"¢ 3,54+0,2°¢

Statisticki znacajne promene kod svih ispitivanih izolata su zabelezene u toku prve
nedelje, dok izmedu tre¢e i Cetvrte nedelje nije doslo do znacajnijih promena u pH
vrednosti. Kod svih izolata koji su imali sposobnost transformacije amonijum-sulfata je
zabelezeno smanjenje pH vrednosti na kraju inkubacionog perioda (Tabela 27).
Inicijalni pad pH vrednosti u medijumu odgovara povecanju koli¢ine nitrata, S$to je 1
potvrdeno znacajnim negativnim koeficijentom korelacije (-0,9858).

U procesu oksidacije amonijum jona (NH4") ucestvuje i veliki broj heterotrofnih
bakterija i gljiva. Prva gljiva izolovana kao nitrifikator bila je Aspergillus flavus (1954.
godine) 1 od tada je najviSe proucavana u procesu heterotrofne nitrifikacije (Robertson 1
Groffman, 2015), gde znacajno mesto zauzimaju i kvasci.

Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji ukazuju na potencijal zemljisnih kvasaca u
transformaciji azotnih jedinjenja in vitro i moguénosti njihove primene u odrzavanju

stabilnosti i produktivnosti agro-ekosistema.

5.6. Antagonizam kvasaca prema fitopatogenim gljivama
U zastiti biljaka od fitopatogenih mikroorganizama preovladuje upotreba hemijskih
sredstava ili pesticida. Ova sredstva mogu biti razliCitog hemijskog sastava,
perzistentnosti i toksikoloskih osobina i kao takva mogu predstavljati opasnost po
2009). Bioloska kontrola bazirana na

zivotnu sredinu  (Grahovac et al.,,
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mikroorganizmima koji produkuju antibiotike ili imaju antifungalni uticaj u borbi sa
bolestima biljaka predstavljaju moénu alternativu u odnosu na sinteticke hemikalije koje
su opasne za ljude (De Vrieze, 2015). Zbog toga istrazivanja koja imaju za cilj primenu
alternativnih metoda u suzbijanju biljnih patogena su sve intezivnija. Najvecu paznju
privlace bakterije, aktinomicete, filamentozne gljive i zemljisni kvasci koji postaju sve
interesantniji biokontrolni agensi (Suprapta, 2012; Fu et al., 2016). Mehanizmi koji
imaju znacajnu ulogu u bioloskoj kontroli kvasaca prema fitopatogenim gljivama su:
kompeticija za hranljivim materijama i prostorom, produkcija antifugalnih isparljivih
metabolita (Nutaratat et al., 2014) i mikoparazitizam (ElI Ghaouth et al., 1998). Poznato
je da je ¢elijski zid gljiva veoma kompleksan i da sadrzi jedinjenja kao $to su hitin, -
1,3-glukan i manoproteini, a neke vrste sadrze i celulozu. Sposobnost kvasca da
proizvede neke hidroliticke enzime, kao §to su glukanaze, hitinazne, proteaze i celulaze,
pomazu u promovisanju antagonisticke aktivnosti prema fitopatogenim gljivama.
Indirektna posledica ovih aktivnosti je promovisanje rasta biljaka. Pokazalo se da neki
sojevi kvasaca Pseudozyma rugulosa i P. antarctica imaju antifungalnu aktivnost
zahvaljujuéi produkciji proteaze (Nutaratat et al., 2014). Jedan od mehanizama bioloske
kontrole je i produkcija enzima (hitinaze i f-1,3-glukanaze) koji uéestvuju u degradaciji
¢elijskog zida (Urquhart i Punja, 2002). Kompleks endohitinaza, egzohitinaza i N-
acetilglukozaminidaza zapravo ¢ine hitinoliticke enzime, a produkt njihove aktivnosti je
N-acetilglukozamin (Sharma, 2012). Neki sojevi Hanseniaspora uvarum imaju
sposobnost da proizvode enzim B-glukozidazu bez represije glukoze i znacajnog
smanjenja aktivnosti pri promenama pH vrednosti (Lopez et al., 2015).

U cilju ispitivanja antifugalne sposobnosti izolata kvasaca na Pythium aphanidermatum
I Botrytis cinerea je uraden test dvojnih kultura. Antagonisticka aktivnost ispitivanih
izolata je odredena na osnovu inhibicije rasta micelije fitopatogenih gljiva (I %). Prema
Sookchaoy et al. (2009), izolati koji pokazuju antagonisticku aktivnost su klasifikovani
u Cetiri grupe: izolati sa veoma visokom (> 75 %), visokom (61-75 %), umerenom (51-
60 %) i niskom (< 51 %) antagonistickom aktivnoscu.

Jedan od najpoznatijih predstavnika roda Pythium je Pythium aphanidermatum. Vrste
ovog roda parazitiraju na velikom broju biljaka i izazivajuznacajne Stete poljoprivredi
Sirom sveta. Posebno su osetljive povrtarske biljke paradajz, paprika,krastavac, kupus,

salata, tikve, Sargarepa, grasak, itd. (Ivanovi¢, 2004). Takode, ova fitopatogena gljiva
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moze se javiti i na ratarskim kulturama, cvecu, travama, ali i na nekim vrstama vocki. O
ekonomskom znacaju Botrytis cinerea prouzrokovacu sive trulezi, najbolje govori
podatak, da se na fungicide za njegovo suzbijanje godiSnje trosi 15-25 miliona dolara
(Tanovi¢ et al., 2011). Patogen je za 235 vrsta biljaka, ugrozava proizvodnju povréa,
voca, grozda, 1 ukrasnog bilja, a moze da parazitira na skoro svim delovima biljke u
svim fazama razvoja (Tanovi¢ et al., 2011). Zbog svoje velike genetske varijabilnosti,
kratkog zivotnog ciklusa i velike otpornosti prema fungicidima, B. cinerea se smatra
patogenom visokog rizika i njegovo suzbijanje je dosta zahtevno (Haidar et al., 2016).
Mere koje se koriste u borbi protiv B. cinerea se mogu podeliti u Cetiri grupe: hemijske,
agrotehnicke i bioloske mere kao i stvaranje otpornih sorti (Tanovi¢ et al., 2011).

Razli¢ite vrste mikroorganizama su ispoljile potencijal u bioloskoj kontroli P.
aphanidermatum. Medu njima znaéajno mesto zauzimaju bakterije iz rodova: Bacillus,
Agrobacterium i Pseudomonas (Pseudomonas fluorescens); gljive koje pripadaju rodu

Trichoderma (Trichoderma harzianum) i aktinomicete (Lu et al., 2008).

Tabela 28. Procenat inhibicije (I %) rasta Pythium aphanidermatum u prisustvu izolata kvasaca
Pythium aphanidermatum

Izolat kvasca 1 %
Cyberlindnera saturnus 1KD1983V /
Cyberlindnera saturnus 2KD3007J /
Candida tropicalis 2TD2912B /
Candida tropicalis 3TD0905L /
Candida tropicalis 4TD1101S /
Schwanniomyces occidentalis BK0302D /
Cyberlindnera saturnus CK24041 31,81+1,29
Hanseniaspora uvarum EK1605T 46,06+0,97
Candida tropicalis Avin1312L /
Cyberlindnera saturnus Cvin1610M 35,31+0,64
Rhodotorula mucilaginosa SKO809R /

Procenat inhibicije H. uvarum (EK1605T) prema P. aphanidemratum je iznosio 46,06
%, a kod dva izolata C. saturnus (CK24041 i Cvin1l610M) 31,81 %, odnosno 35,31 %.
Ova tri izolata su dovela do pojave zone inhibicije rasta P. aphanidermatum, kod
izolataCK24041 od 0,5 mm, a kod izolata Cvin1610M i EK1605T od 2 mm (Slika 29).
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Ostali izolati nisu ispoljili efekat na suzbijanje rasta ovog fitopatogena (Tabela 28) i u
ovim slu¢ajevima kolonije P. aphanidermatum su u potpunosti prerasle kolonije izolata
kvasaca. Prema Sookchaoy et al. (2009) H. uvarum (EK1605T) i dva izolata C.
saturnus (CK24041 i Cvin 1610M) se svrstavaju u grupu sa niskom antagonistickom

aktivniScu.

Slika 29. a) Uticaj izolata Cyberlindnera saturnus (Cvin1610M) na Pythium aphanidermatum u
odnosu na kontrolu (d); b) Uticaj izolata Cyberlindnera saturnus (CK24041) na Pythium
aphanidermatum u odnosu na kontrolu; c) Uticaj izolata Hanseniaspora uvarum (EK1605T) na
Pythium aphanidermatum u odnosu na kontrolu; d) Kontrola Pythium aphanidermatum; e)
Uticaj izolata Schwanniomyces occidentalis (BK0302D) na Pythium aphanidermatum u odnosu
na kontrolu

U istraZivanju Kamel i El-Moniem (2013) Geotrichum candidum je inhibirao rast P.
aphanidermatum za 74,4 %. H. uvarum (EK1605T) i dva izolata C. saturnus
(Cvinl610M i CK2404I) su pokazali ve¢i procenat inhibicije prema Pythium
aphanidermatum u odnosu na kvasce izolovane iz rizosfere, suvog voca, Sumskog
zemljiSta 1 zemljiSta komercijalne plantaze (Mestre et al., 2016). Prema istrazivanjima
Mestre et al. (2016) ovi kvasci su imali razli¢it procenat inhibicije rasta na P.
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aphanidermatum i to: Aureobasidium pullulans YF 8.3 (21 %), Candida carolinensis
CRUB1774 (22 %), Candida maritima CRUB 1775 (18 %), Candida saitoana
CRUB1770 (25 %) i Candida sp. T18.4b (3 %).

Pedesetih godina XX veka za zaStitu salate od B. cinerea, poCinju da se primenjuju
antagonisticki sojevi Fusarium spp. i Penicillium claviforme (Wood, 1951). Medu
mikrobnim antagonistima B. cinerea do sada su opisani mnogi mikroorganizmi
(bakterije, filamentozne gljive i kvasci). Najbolji rezultati u cilju suzbijanja ovog
biljnog patogena postignuti su upotrebom Trichoderma sp. (Gupta et al., 1999; OKigbo i
Ikediugwu, 2000; Vos et al., 2015).

Tabela 29. Procenat inhibicije rasta (I %) Botrytis cinerea u prisustvu izolata kvasaca

Botrytis cinerea

Izolat kvasca 1 %
Cyberlindnera saturnus 1KD1983V 44,12 + 2,94
Cyberlindnera saturnus 2KD3007J 55,55 + 3,00
Candida tropicalis 2TD2912B 38,41+ 2,93
Candida tropicalis 3TD0905L 66,47 + 1,76
Candida tropicalis 4TD1101S 56,27 + 2,38
Schwanniomyces occidentalis BK0302D 55,68 + 2,96
Cyberlindnera saturnus CK24041I 45,61+ 2,41
Hanseniaspora uvarum EK1605T 18,04 +1,80
Candida tropicalis Avin1312L 61,96 + 2,45
Cyberlindnera saturnus Cvin1610M 52,94 £ 2,35
Rhodotorula mucilaginosa SK0809R 27,77 £ 3,18

Procenat inhibicije rasta B. cinerea u odnosu na kontrolu se kretao od 18,04 % do 66,47
% (Tabela 29), a najvisi je bio pri rastu fitopatogenasa izolatima C. tropicalis
(3TD0905L, 66,47 % 1 Avinl312L, 61,96 %). Kod ova dva izolata je utvrdena i
produkcija enzima N-aceil-B-glukozaminidaze (Tabela 29). Prema Sookchaoy et al.
(2009) C. tropicalis (3TD0O905L i Avinl312L) se svrstavaju u grupu sa visokom
antagonistickom aktivno$¢u, dok se dva izolata C. saturnus (2KD3007J, 55.55 % i
Cvinl610M, 52,94 %), C. tropicalis (4TD1101S, 56,27 %) i S. occidentalis (BK0302D)
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svrstavaju u grupu saumerenom antagonistickom aktivnoscu. Ni u jednom ispitanom

slu¢aju kolonije B. cinerea nisu prerasle kolonije ispitivanih izolata kvasaca (Slika 30).

Slika 30. a) KontrolaBotrytis cinerea b) Uticaj izolata Hanseniaspora uvarum
(EK1605T) na Botrytis cinereau odnosu na kontrolu c) Uticaj izolata Candida tropicalis
(3TD0905L) na Botrytis cinerea u odnosu na kontrolu

Kvasci izolovani iz Sire Aureobasidium pullulans, Metschnikowia pulcherrima i Pichia
guilliermondii su pokazali veci stepen inhibicije B. cinerea u odnosu na komercijalni soj
Candida oleophila (Raspor et al., 2010). Potencijal za biolo§ku kontrolu je utvrden i
kod H. uvarum uz dodatak 2 mM salicilne kiseline i 2 mM natrijum-bikarbonata, $to je
rezultiralo izuzetnim smanjenjem infekcije grozda (95 %) izazvane B. cinerea (Qin et
al., 2013). Kako bi se izbegla primena fungicida za suzbijanje B. cinerea moze se koristi
i Pichia membranifaciens (Santos et al., 2004).

Jedna od prednosti primene mikrobioloskih biopesticida u odnosu na druga sredstva je
raznovrsnost njihovog nacina delovanja, mogucnost uspostavljanja rasta u fitosferi i

kontinuirana produkcija bioaktivnih jedinjenja in situ (Cawoy et al., 2011).

5.7. Efekti inokulacije semena biljaka izolatima kvasaca
Poljoprivreda je jedna od ljudskih aktivnosti koja znacajno doprinosi povecanju koli¢ine
hemijskih zagadivaca preko preterane upotrebe mineralnih dubriva i pesticida, koji
imaju potencijalne posledice po okolinu i nose rizik za ljudsko zdravlje (Vejan et al.,
2016). Zbog toga iskoriS¢avanje PGP mikroorganizama u smislu biofertilizatora,
biokontrolnih organizama i bioremedijacionih agenasa, predstavlja alternative koje

osiguravaju stabilnost i produktivnost u agroekosistemu uz unapredenje bezbednosti
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proizvodnje hrane i kvaliteta zivotne sredine. Zbog proizvodnje razli¢itih bioloski
aktivnih jedinjenja (fitohormoni, vitamini, aminokiseline, enzimi, itd.), koji
stimulativno uti¢u na rast, razvoj i produktivnost biljaka i proizvodnje antimikrobnih
supstanci koje pomazu u smanjenju fitopatogenih infekcija (Botha, 2011), kvasci
postaju sve interesantniji agensi za primenu u odrzivoj poljoprivrednoj proizvodnji.

U cilju ispitivanja moguénosti primene izolovanih i identifikovanih zemljisnih kvasaca
u odrzivoj poljoprivrednoj proizvodnji izvrSena je inokulacija semena razlicitih biljaka.
Selekcija izolata sa kojima je izvrSena inokulacija je izvrSena na osnovu razli¢itih PGP

mehanizama (Tabela 30) koji su ranije ispitani.

Tabela 30. PGP karakteristike odabranih izolata kvasaca

Produkcija

Solubilizacija Produkcija nitrata Produkcija
Izolat fosfata (mg P/)  1AA (pg/ml)  (mg/l NO3) NH;
Candida tropicalis
2TD2912B 205,0 3,70 26,7 +
Candida tropicalis
3TD0905L 156,3 6,00 27,5 +
Schwanniomyces
occidentalis BK0302D 220,4 1,09 17,3 +
Cyberlindnera saturnus
CK24041 202,7 / 27,1 +

Zemljisni kvasci imaju znacajnu ulogu u procesu solubilizacije fosfata, tako S§to
oslobadaju fosfor iz neorganskih i organskih jedinjenja kroz procese rastvaranja i
mineralizacije. Najveca koli¢ina fosfora je utvrdena kod Schwanniomyces occidentalis
(BK0302D) koji je zbog toga izabran za inokulaciju razli¢itih biljaka (Tabela 30). Jedan
od najraSirenijih i najaktivnijih fitohormona auksinske grupe je indol-3-siréetna kiselina
(IAA), pa je zbog toga izabran izolat Candida tropicalis (3TD0905L). Mora se imati u
vidu da sintezu auksina u zemljiStu i rizosferi mikroorganizama odreduje sastav
korenskih eksudata koji sadrze metaboliticke prekusore I-triptofana (Bharucha et al.,
2013). Sposobnost kvasaca u transformaciji azotnih jedinjenja moze imati izuzetan
znacaj u odrzivoj poljoprivredi. Najvece koli€ine nitrata su odredene kod izolata C.
tropicalis (3TD0905L) i C. saturnus (CK2404I). Kod izolata C. tropicalis (2TD2912B)

je utvrdena sposobnost solubilizacije fosfata, produkcija IAA i visoka produkcija nitrata
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(Tabela 30). Takode, kod svih izabranih izolata je utvrdena produkcija amonijaka
(Tabela 30), koja predstavlja opstu karakteristiku PGP mikroorganizama.

Prema Egamberdiyeva (2007) za ispoljavanje maksimalnog PGP potencijala se koriste
siromasni supstrati, pa je zbog toga u ovim ogledima koris¢en deposol iz RB Kolubara.
Ovaj supstrat se odlikuje niskim sadrzajem hranljivih materija, slabom dostupnos¢u sa
azotom, fosforom i kalijumom, $to ukazuje na nepovoljnu sredinu za rast biljaka (Anti¢
et al., 1992). S obzirom da je nastanak deposola rezultat povrsinske eksploatacije uglja i
da je njegov fizicko-hemijski sastav dosta nepovoljan, postoji potreba za rekultivacijom
ovakvog podrucja. Zbog toga, pored mogucnosti koriSéenja izolata kvasaca u odrzivoj
poljoprivredi, cilj je bio i utvrdivanje njihovog potencijala u ekoremedijaciji oStec¢enih
ekosistema.

Uticaj izolata koji su ispoljili PGP karakteristike: C. tropicalis (2TD2912B i
3TD0905L), S. occidentalis (BK0302D), C. saturnus (CK24041) i konzorcijuma ovih
izolata (2TD2912B:3TD0905L:CK24041:BK0302D=1:1:1:1) na rani rast sladice
(Sinapis alba L.), crvene deteline (Trifolium pretense L.), suncokreta (Helianthus
annuus L.), pSenice (Triticum vulgare L.) i zelene salate (Lactuca sativa) je prac¢en u
kontrolisanim uslovima, u odnosu na neinokulisanu kontrolu u deposolu (KD) i
pozitivnu kontrolu u komercijalnom supstratu (FS). Efekti izolata kvasaca su odredeni
kroz parametre rasta biljaka: visine, duZine korena i suve biomase. Brojne studije
ukazuju da inokulacija semena biljaka sa razli¢itim sojevima kvasaca stimulativno utice
na rast biljaka povecavajuci fotosintetsku produkciju (Amprayn et al., 2012; Agamy et
al., 2013). Pozitivan efekat bioloski aktivnih jedinjenja koje produkuju mikroorganizmi
na poljoprivredne kulture pocinje u najranijim fazama rasta i dalje se ispoljava kroz

suzbijanje fitopatogena i povecanje produktivnosti (Ignatova et al., 2015).

5.7.1. Inokulacija crvene deteline (Trifolium pratense L.) sa izolatima kvasaca
Stimulativne efekte inokulacije sa PGP mikroorganizmima na rast crvene deteline
proucavali su brojni istraziva¢i. Morales et al. (2007) su ukazali da je inokulacija sa
Penicillium albidum doprinela rastu i boljoj ishrani crvene deteline, indukujuci razvoj
korena 1 povecanje mobilizacije fosfata iz zemljiSta, a sinergizam izmedu nekoliko
fosfosolubiziraju¢ih gljiva i arbuskularne mikorize,takode je stimulisao rast ove biljke

(Souchie et al., 2010).
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Najveci uticaj inokulacije na suvu biomasu crvene deteline (Slika 31) u odnosu na
kontrolu u deposolu (KD) je postignut inokulacijom sa C. saturnus (CK24041, 0,31 g) i
konzorcijumom kvasaca (0,29 g), izmedu kojih nema statisticki znacajnih razlika
(Tabela 31).

Tabela 31. Uticaj izolata i konzorcijumakvasaca na rast crvene deteline (Trifolium pretenseL.)

Tretman Suva biomasa  DuZina korena Visina (cm)
(9) (cm)

Candida tropicalis, 2TD2912B 0,25+0,03*¢¢ 3,10+0,27° 6,03+0,21°
Candida tropicalis, 3TD0905L 0,25+0,03° 3,11+0,28° 6,17+0,33%
Schwanniomyces occidentalis, BK0302D 0,27+0,0229¢ 3,67+0,50° 7,00+0,55°
Cyberlindnera saturnus, CK 24041 0,31+0,04¢ 4,45+0,81" 7,87+0,79°
Konzorcijum 0,29+0,04°%¢ 3,03+0,23° 6,10+0,28*
KD 0,26+0,02*¢ 2,66+0,53 6,09+0,54°
FS 0,17+0,03" 4,70+0,84" 8,31+0,86"

kontrola u deposolu (KD); pozitivna kontrola u komercijalnom supstratu (FS)

Inokulacija sa S. occidentalis (BK0302D) i C. tropicalis (2TD2912B i 3TD0905L) nije
uticala na biomasu crvene deteline. Dobijeni rezultati ukazuju da su suve biomase
crvene deteline inokulisane sa C. tropicalis (2TD2912B, 0,25 g; 3TD0905L, 0,25 g), C.
saturnus (CK24041, 0,31 g), S. occidentalis (BK0302D, 0,27 g) i konzorcijumom (0,29

g) statisti¢ki znacajno vec¢e u odnosu na pozitivnu kontrolu (FS, 0,17 g).

Slika 31. a) In vivo uticaj izolata Cyberlindnera saturnus (CK24041) na rast crvene deteline
(Trifolium pretense L.) u odnosu na neinokulisanu kontrolu u deposolu (b)

Najveéi uticaj inokulacije na duzinu korena crvene deteline u odnosu na kontrolu u
deposolu (KD) je postignut primenom inokuluma C. saturnus (CK2404l, 4,45 cm), S.
occidentalis (BK0302D), C. tropicalis (2TD2912B, 3TD0905L) i konzorcijumom
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(Tabela 31). Duzina korena crvene deteline inokulisane C. tropicalis (2TD2912B i
3TD0905L), S. occidentalis (BK0302D) i konzorcijumom, statisti¢ki je znacajno manja
od pozitivne kontrole (FS, 4,70 cm).

Najveci uticaj inokulacije na visinu crvene deteline u odnosu na kontrolu u deposolu
(KD) je postignut inokulacijom sa C. saturnus (CK24041, 7,87 cm). Znacajan uticaj na
visinu crvene deteline u odnosu na kontrolu u deposolu (KD) je imala i inokulacija sa S.
occidentalis (BK0302D, 7,00 cm). Na visinu crvene deteline nije imala uticaj
inokulacija sa C. tropicalis (2TD2912B i 3TD0905L) i konzorcijumom (Tabela 31).
Visina crvene deteline u pozitivnoj kontroli (FS) je statisticki znac¢ajno ve¢a u odnosu
na visine svih ostalih testiranih inokuluma (Tabela 31). Endofitni kvasac Cyberlindnera
saturnus je zahvaljujuci produkciji IAA, uticao na poveéanje suve biomase i duzine
korena kukuruza (Nassar et al., 2005). Kvasci koji imaju sposobnost produkcije I1AA

mogu ispoljavati pozitivan uticaj na biljne izdanke i koren (Fu et al., 2016).

5.7.2. Inokulacija pSenice (Triticum vulgare L.) sa izolatima kvasaca
Inokulacija pSenice PGP mikroorganizmima i arbuskularnim mikoriznim gljivama je
uticala na povecenje biomase (Saia et al., 2015). Singh i Reddy (2011) su ukazali da je
inokulacija sa fosfosolubilizirajuéom gljivom Penicillium oxalicum imala pozitivan
efekat na rast 1 prinos pSenice.

Najveci uticaj na suvu biomasu pSenice u odnosu na kontrolu u deposolu (KD) je
postignut inokulacijom sa C. tropicalis (3TD0905L, 3,74 ). Takode, statisticki
znaCajan uticaj na suvu biomasu pSenice je postignut i inokulacijom sa S. occidentalis
(BK0302D, 3,05 g). Inokulacija pSenice sa C. tropicalis (2TD2912B, 2,31 g), C.
saturnus (CK24041, 2,69 g) i konzorcijumom (2,28 g) nije imala uticaj na suvu biomasu
pSenice (Tabela 32). Rezultati ukazuju i da su suve biomase pSenice dobijene
inokulacijom sa C. saturnus (CK24041), C. tropicalis (3TD0905L) i S. occidentalis
(BK0302D) statisticki znacajno vece od suve biomase u pozitivnoj kontroli (FS, 2,28 g).
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Tabela 32. Uticaj izolata i konzorcijuma kvasaca na rast psenice (Triticum vulgare L.)

Tretman Suva biomasa (g) DuZina korena Visina (cm)
(cm)

Candida tropicalis, 2TD2912B 2,31+0,20° 11,21+2,54° 17,97+2,94°
Candida tropicalis, 3TD0905L 3,74+0,25° 13,33+1,66°  22,42+2,56°
Schwanniomyces occidentalis, BK0302D 3,05+0,13¢ 10,15+3,70*°  16,13+3,92°
Cyberlindnera saturnus, CK24041 2,69+0,19° 9,28+2,71° 13,75+3,70°
Konzorcijum 2,28+0,12° 9,28+3,58° 13,37+4,24%
KD 2,53+0,17° 9,52+3,24° 14,05+3,68°
FS 2,28+0,14° 16,11+2,57°  28,85+4,14°

kontrola u deposolu (KD); pozitivna kontrola u komercijalnom supstratu (FS)

Najveci uticaj inokulacije na duzinu korena pSenice u odnosu na kontrolu u deposolu
(KD) je postignut primenom inokuluma sa C. tropicalis (3TD0905L, 13,33 cm).
Statisti¢kiznacajan uticaj na duzinu korena pSenice u odnosu na kontrolu u deposolu
(KD) je imala i inokulacija sa drugim izolatom C. tropicalis (2TD2912B, 11,21 cm). Na
duzinu korena pSenice nije imala uticaj inokulacija sa C. saturnus (CK2404l), S.
occidentalis (BK0302D) i konzorcijumom (Tabela 32). DuzZina korena pSenice u
pozitivnoj kontroli (FS) je statisti¢ki znacajno veca u odnosu na duzine korena svih

ostalih testiranih inokuluma.

2V LA B R BIAD

Slika 32. a) In vivo uticaj izolata Candida tropicalis (3TD0905L) na rast pSenice (Triticum
vulgare L.) u odnosu na neinokulisanu kontrolu u deposolu (b)

Najvecéi uticaj inokulacije na visinu pSenice (Slika 32) u odnosu na kontrolu u deposolu
(KD) je postignut primenom inokuluma sa C. tropicalis (3TD0905L, 22,42 cm).
Statisticki znacajan uticaj na visinu pSenice u odnosu na kontrolu u deposolu (KD),
imala je i inokulacija sa C. tropicalis (2TD2912B) i S. occidentalis (BK0302D). Na
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visinu psenice nije imala uticaj inokulacija sa konzorcijumom i C. saturnus (CK2404I).
Visina psenice u pozitivnoj kontroli (FS) je statisticki znac¢ajno veca u odnosu na visine
svih ostalih testiranih inokuluma (Tabela 32). Inokulacija sa C. tropicalis (3TD0905L)
je imala najve¢i uticaj na duzinu korena 1 visinu pSenice, Sto se moze povezati i sa
visokom produkcijom IAA kiseline od strane ovog izolata.

Utvrdeno je da je inokulacija pSenice izolatima kvasaca imala pozitivan efekat na
parametre rasta (Wali Asal, 2010). Candida tropicalis primenjena folijarno promovise
rast krompira i soje (Gomaa et al., 2005; Mekki i Ahmed, 2005). U oba istrazivanja je
zabeleZzeno povecanje suve biomase 1 prinosa, ali i smanjenje ucestalosti infekcije na
krompiru izazavane pepelnicama (Thysanoptera). Inokulacija sa Candida tropicalis
HY, pozitivno je uticala na visinu i duzinu korena pirina (Amprayn et al., 2012).
Takode je utvrdeno da se veca uspeSnost postize u slucaju inokulacije samo sa ovim

sojem u odnosu na mesani inokulum.

5.7.3. Inokulacija suncokreta (Helianthus annuus L.) sa izolatima kvasaca
Suncokret (Helianthus annuus L.) ima veliki kapacitet za uklanjanje teskih metala
(Ullah et al., 2011), otporan je na suSu i vrlo je kompetitivan u odnosu na korove
(Gawronski 1 Gawronska, 2007), a posebno je pogodan za fitoremedijaciju zagadenja
koja poticu iz industrije (Nesi¢, 2011).

Inokulacija suncokreta sa izolatima kvasaca nije imala znacajnog uticaja na suvu
biomasu u odnosu na kontrolu u deposolu (Tabela 33). Takode, suva biomasa
suncokreta u pozitivnoj kontroli (FS) je statisticki znacajno veca u odnosu na suve

biomase svih ostalih testiranih inokuluma (Tabela 33).

Tabela 33. Uticaj izolata ikonzorcijuma kvasaca na rast suncokreta (Helianthus annuus L.)

Tretman Suva biomasa DuzZina korena  Visina (cm)
(9) (cm)

Candida tropicalis, 2TD2912B 3,07+0,22° 7,563+2,61%° 18,25+3,23%
Candida tropicalis, 3TD0905L 2,22+0,08° 8,72+3,32" 19,5242 47°
Schwanniomyces occidentalis, BK0302D 3,21+0,20° 7,43+2,26*° 19,08+2,06°
Cyberlindnera saturnus, CK2404I 2,96+0,27%¢ 5,40+1,09° 16,08+3,16°
Konzorcijum 2,760,13° 10,28+2,65"  21,98+2,21°
KD 3,03+0,06° 7,15+1,61° 18,45+1,44°
FS 3,61+0,07" 8,00£2,69*"  24,67+3,19"

kontrola u deposolu (KD); pozitivna kontrola u komercijalnom supstratu (FS)
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Najveci uticaj inokulacije na duzinu korena suncokreta (Slika 33) u odnosu na kontrolu
u deposolu (KD) je postignut primenom konzorcijuma (10,28 cm). Statisticki znacajan
uticaj na duzinu korena suncokreta je zabeleZen i kod izolata C. tropicalis (3TD0905L,
8,72 cm). Inokulacija sa C. saturnus (CK24041), C. tropicalis (2TD2912B) i S.
occidentalis (BK0302D) nije imala uticaj na duzinu korena suncokreta (Tabela 33).
Uticaj inokulacije konzorcijumom na duzinu korena suncokreta je bio veéi u odnosu na
pozitivnu kontrolu (FS). Ostali primenjeni inokulumi nisu imali uticaj na duzinu korena

suncokreta u odnosu na pozitivnu kontrolu (FS).

Slika 33. a) In vivo uticaj konzorcijuma na rast suncokreta (Helianthusannuus L) u odnosu na
neinokulisanu kontrolu u deposolu (b)

Najveci uticaj inokulacije na visinu suncokreta u odnosu na kontrolu u deposolu (KD) je
postignut primenom konzorcijuma (Tabela 33). Ostali primenjeni inokulumi nisu imali
uticaja na visinu suncokreta u odnosu na kontrolu u deposolu. Takode, visina
suncokreta u pozitivnoj kontroli (FS) je statisticki znac¢ajno ve¢a u odnosu na visine svih
ostalih testiranih inokuluma (Tabela 33). Primena konzorcijuma imala je najbolji efekat
na duzinu korena i visinu suncokreta. UspeSnost inokulacije razli€itih biljnih vrsta
primenom konzorcijuma, utvrdili su i drugi istrazivac¢i (Raval 1 Desai, 2012; Mohamed 1
Metwally, 2014). Inokulacija pasulja sa Rhizobium leguminosarum i Saccharomyces
cerevisiae, izolovanog iz zemljiSta,imala je pozitivan efekat na povecanje nodulacije
korena pasulja, suve biomase i snabdevanje azotom (Mohamed i Metwally, 2014). PGP
bakterije (Pseudomonas sp, Bacillus sp. i Azotobacter sp.) su imale pozitivan uticaj na

rast suncokreta (Raval i Desai, 2012).
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5.7.4. Inokulacija slacice (Sinapis alba L.) sa izolatima kvasaca

Slacica (Sinapis alba L.) ima izuzetno dobre agronomske osobine, kao §to su tolerancija
ili otpornost na susu, bolesti i Stetocine (Lee et al., 2014). Takode, ova biljka ima veliki
znacaj i u fitoremedijaciji (Zhang et al., 2016).

Najveci uticaj inokulacije na suvu biomasu slac¢ice u odnosu na kontrolu u deposolu
(KD) je postignut primenom inokuluma C. saturnus (CK2404l1, 2,02 g). Statisticki
znacajan uticaj na suvu biomasu slacice u odnosu na kontrolu u deposolu (KD) je imala
i inokulacija sa C. tropicalis (3TD0905L, 1,25 g i 2TD2912B, 0,82 g) i S. occidentalis
(BK0302D, 0,93 g).

Tabela 34. Uticaj izolata i konzorcijuma kvasaca na rast slacice (Sinapis alba L.)

Tretman Suva biomasa DuzZina korena  Visina (cm)
(9) (cm)

Candida tropicalis, 2TD2912B 0,82+0,10° 2,50+1,59° 9,30+1,90°
Candida tropicalis, 3TD0905L 1,25+0,18° 2,67+0,85° 9,32+1,30°
Schwanniomyces occidentalis, BK0302D 0,93+0,08° 2,1140,74° 8,20+1,40%
Cyberlindnera saturnus, CK2404I 2,02+0,12" 3,01+2,26° 9,70+3,00°
Konzorcijum 0,67+0,18%¢ 3,12+1,28° 9,50+1,70°
KD 0,53+0,10*° 1,94+1,00° 7,60+1,50%
FS 0,46+0,08" 5,85+2,40° 13,60+2,60°

kontrola u deposolu (KD); pozitivna kontrola u komercijalnom supstratu (FS)

Rezultati ukazuju i da su suve biomase slacice dobijene inokulacijom sa C. tropicalis
(2TD2912B i 3TD0905L), C. saturnus (CK2404I), S. occidentalis (BK0302D) i
konzorcijumom, statisti¢ki znacajno vece od suve biomase u pozitivnoj kontroli (Tabela
34).

Najveci uticaj inokulacije na duZinu korena slacice u odnosu na kontrolu u deposolu je
postignut primenom konzorcijuma (3,12 cm). Statisticki zna¢ajan uticaj na duzinu
korena slaCice je zabelezen i1 kod izolata C. saturnus (CK24041, 3,01 cm). Izmedu
inokulacije sa C. saturnus (CK2404I) i konzorcijumom ne postoji statisticki znacajna
razlika (Tabela 34). Inokulacija sa C. tropicalis (2TD2912B i 3TDO0905L) i S.
occidentalis (BK0302D) nije imala uticaj na duzinu korena slacice (Tabela 34). Duzina
korena slacice u pozitivnoj kontroli (FS) je statisticki znacajno ve¢a u odnosu na duzine

korena svih ostalih testiranih inokuluma.
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Slika 34. a) In vivo uticaj Cyberlindnera saturnus (CK24041) na rast slacice (Sinapis alba L.) u
odnosu na neinokulisanu kontrolu u deposolu (b)

Najvecéi uticaj inokulacije na visinu slacice (Slika 34) u odnosu na kontrolu u deposolu
je postignut primenom inokuluma sa C. saturnus (CK24041, 9,70 cm). Statisticki
znaCajan uticaj na visinu slaCice je zabeleZzen i kod inokulacije sa C. tropicalis
(2TD2912B i 3TDO0905L) i konzorcijumom (Tabela 34). Izmedu inokulacije sa C.
saturnus (CK24041), C. tropicalis (2TD2912B i 3TD0905L) i konzorcijumom, ne
postoji statisti¢ki zna¢ajna razlika po pitanju efikasnosti na ispitivani parametar (Tabela
34). Inokulacija sa S. occidentalis (BK0302D) nije imala uticaj na visinu slacice. Visina
sladice u pozitivnoj kontroli (FS) je statisticki znac¢ajno ve¢a u odnosu na visine svih
ostalih testiranih inokuluma (Tabela 34). Pozitivan efekat kvasaca na rast je potvrden i u
istrazivanjima Mekki i Ahmed (2005). U istom istrazivanju je ustanovljeno da se
pozitivan efekat ostvaruje kroz povecanje dostupnosti nutrijenata neophodnih za rast

biljaka.

5.7.5. Inokulacija zelene salate (Lactuca sativa L.) sa izolatima kvasaca

Zelena salata (Lactuca sativa L.) se najvise gaji u konvecionalnoj proizvodnji, gde se

postizu najveci prinosi (Mirecki et al., 2015). Takode se moze gajiti i u integralnoj i

organskoj proizvodnji, ¢ime se smanjuju negativni efekti na zivotnu sredinu (Bulluck et

al., 2002; Quainoo et al., 2015). Zelena salata ima znacajnu ulogu i kao bioindikator, pa

je pogodna za primenu u studijama koje se odnose na zastitu zZivotne sredine (Hassan et

al., 2013).

Inokulacija zelene salate nije imala znacajnog uticaja na suvu biomasu u odnosu na

kontrolu u deposolu (Tabela 35). Sa druge strane, rezultati ukazuju da su suve biomase

zelene salate dobijene inokulacijom sa C. tropicalis (2TD2912B i 3TDO0905L), S.
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occidentalis (BK0302D) i konzorcijumom, statisti¢ki zna¢ajno vece od suve biomase u

pozitivnoj kontroli (Tabela 35).

Tabela 35. Uticaj izolata i konzorcijuma kvasacana rast zelene salate (Lactuca sativa)

Tretmani Suva biomasa (g) DuzZina korena Visina (cm)
(cm)

Candida tropicalis, 2TD2912B 0,24+0,06% 2,88+1,27° 4,09+1,41%
Candida tropicalis, 3TD0905L 0,25+0,09° 2,37+0,79% 4,17+0,67°
Schwanniomyces occidentalis, BK0302D 0,23+0,09* 2,62+0,98 4,48+1,09°
Cyberlindnera saturnus, CK24041 0,18+0,09° 2,88+0,81° 4,31+0,88%
Konzorcijum 0,29+0,07° 3,53+1,18° 5,08+1,14°
KD 0,26+0,08%¢ 2,61+0,65° 4,58+0,53%¢
FS 0,13+0,05" 4,63+1,28" 7,08+1,51°

kontrola u deposolu (KD); pozitivna kontrola u komercijalnom supstratu (FS)

Najvecéi uticaj inokulacije na duzinu korena zelene salate (Slika 35)u odnosu na kontrolu
u deposolu je postignut primenom konzorcijuma (3,53 cm). Inokulacija sa S.
occidentalis (BK0302D), C. tropicalis (2TD2912B i 3TD0905L) i C. saturnus
(CK24041) nije imala uticaj na duzinu korena zelene salate (Tabela 35). Takode duzina
korena zelene salate u pozitivnoj kontroli (FS) je statisti¢ki znac¢ajno veca u odnosu na

duzine korena svih ostalih testiranih inokuluma.

Slika 35. a) In vivo uticaj konzorcijumana rast zelene salate (Lactuca sativa) u odnosu na
neinokulisanu kontrolu u deposolu (b)

Najveci uticaj inokulacije na visinu zelene salate u odnosu na kontrolu u deposolu je
postignut primenom konzorcijuma (5,08 cm). Inokulacija sa S. occidentalis (BK0302D),

C. tropicalis (2TD2912B i 3TD0905L) i C. saturnus (CK2404I) nije imala uticaj na
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visinu zelene salate (Tabela 35). Takode, visina zelene salate u pozitivnoj kontroli (FS)
je statisticki znacajno veéa u odnosu na visine svih ostalih testiranih inokuluma.
Nakayan et al. (2009) su utvrdili da Pichia sp. CC1 u kombinaciji sa smanjenom
koncentracijom hemijskog dubriva (1/2CF) utiCe na povecanje suve biomase zelene
salate za 107 % (Nakayan et al., 2009).

Ispitivani izolati kvasaca su pokazali razli¢ite efekte na razlicite biljne vrste, $to je u
skladu sa rezultatima drugih istrazivaca. Najslabiji odgovor na inokulaciju izabranim
izolatima kvasaca su imale zelena salata i suncokret. Na interakcije izmedu biljaka i
PGP mikroorganizama utice veliki broj faktora poput sastava zemljista, temperature,
vlaznosti, biljne vrste, koli¢ine mineralnih dubriva, vrste mikroorganizama, itd.
(Saharan i Nehra, 2011). Da bi se u potpunosti utvrdio PGP potencijal nekog izolata,
neophodno je izvrSiti njegovo testiranje i1 u uslovima koji nisu u potpunosti kontrolisani.
Takode kljuénu ulogu u procesima stimulacije biljnog rasta imaju i kvasci koji
proizvode IAA (El-Tarabily i Sivasithamparam, 2006; Fu et al., 2016). | druga
istrazivanja su utvrdila pozitivan uticaj kvasaca na rast: Nicotiana benthamiana (Fu et
al., 2016), Cyamopsis tetragonoloba (Gomoaa i Mohamed, 2007), Se¢erne repe (Agamy
et al., 2013) i drugih biljnih kultura. Navedena istrazivanja Se mogu uporediti sa
istrazivanjima u ovoj disertaciji, jer su izolati C. tropicalis (2TD2912B i 3TD0905L)
pokazali pozitivan efekat na rast slacice, pSenice 1 crvene deteline. Pored ova dva
izolata, visoku efikasnost su pokazali i S. occidentalis (BK0302D) i C. saturnus
(CK24041).

Interakcije izmedu biljaka 1 kvasaca predstavljaju oblast istrazivanja koja sve vise
privlaéi paznju 1 poljoprivrednih proizvodata. Moguénost primene mikrobnih
inokulanata koji bi doveli do povec¢anja prinosa i kvaliteta proizvoda se istraZzuju Sirom
sveta. Njihova primena kao biofertilizatora moZe pozitivno uticati na racionalniju

primenu mineralnih dubriva, ali i na odrzivost agroekosistema.

5.8. Bioremedijacioni potencijal kvasaca
Prisustvo teSkih metala u ekosistemima predstavlja poseban rizik za Zivi svet, zbog
osobine da se ne mogu degradirati ili unistiti, te se njihova koncentarcija kumulativno
povecava. Procenjuje se da je na 6,24 % ukupnih poljoprivrednih povrsina u EU,

potrebno preuzeti neke od mera sanacije zbog povecanog sadrzaja teskih metala (Toth et
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al., 2016). Sanacija bi kostala 17,3 milijardi € godi$nje (CEC, 2006), Sto naglaSava obim
problema. Intenzivna poljoprivredna proizvodnja rezultira poveéanim sadrzajem teskih
metalakoji u zemljiste dospevaju preko fertilizatora, ili hemijskih sredstava za zaStitu
biljaka. Agencija za =zaStitu zivotne sredine u USA je objavila listu upornih,
bioakumulativnih ili toksi¢nihmaterija medu kojima su kadmijum, nikal, bakar i cink.
Istovremeno, Organizacija Ujedinjenih Nacija za hranu 1 poljoprivredu u Codex
Alimentarius navodi da su teSki metali najotrovniji zagadivaci koje hrana moze da
sadrzi (FAO, 2011). Sve ovo ukazuje da se moraju preduzimati mere sanacije. Jedna od
alternativnih metoda za uklanjanje teskih metala je upotreba biomase gljiva koja
poslednjih godina postaje sve znacajnija zamena za skupe fizicko-hemijske,

konvencionalne tehnologije.

5.8.1. Sposobnost izolata kvasaca u bioakumulaciji bakra

Bakar u zemljistu ima visok afinitet vezivanja za organsku materiju i dugotrajno se
zadrZzava u povrsinskom sloju (0-15 cm). Akumulacija Cu u zemljiStuima Stetno dejstvo
na Zivi svet, a moze dovesti 1 do fitotoksi¢nosti. Primena biotehnoloskih metoda koje
koriste bioloski materijal, kao Sto su mikroorganizmi i biljke, mogu biti alternativa
trenutno primenjivanim hemijskim i fizickim metodama (Zabochnicka-Swiatek i
Krzywonos, 2014). Prvi korak u procesu bioakumulacije je biosorpcija (Chojnacka,
2010). U procesu bioakumulacije se koriste zivi organizmi, gde dolazi do transporta
kontaminenta u c¢eliju i akumulacije metala unutar celije (Zabochnicka-Swiatek i
Krzywonos, 2014). Metali se mogu akumulirati i kroz proces precipitacije, a vazno je da
su precipitovani metali vezani za Celiju (Zabochnicka-Swigtek i Krzywonos, 2014). U
poredenju sa procesom biosorpcije, bioakumulacija je skuplja, selektivnija i duze traje
(Vijayaraghavan i Yun, 2009). Vecina teSkih metala na povrsini voda (posebno mangan
i olovo) se uklanjaju bioapsorpcijom od strane algi (Babak et al., 2012). U
istrazivanjima Anand et al. (2006), Trichoderma viride je koriS¢ena u bioakumulaciji
Cu.

Izolati kvasaca (BK0302D, 3TD0905L, 4TD1101S, 2TD2912B, EK1605T, CK2404l,
SKO0809R, 1KD1983V, 2KD3007J, Cvin1610M i Avinl312L) su testirani na povisen
sadrzaj Cu®*(Tabela 36). Svi izolati su ispoljili rast pri koncentarcijama Cu®* od 0,5 i 1
mM. Dva izolata C. saturnus (1KD1983V i 2KD3007J) i H. uvarum (EK1605T) nisu
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ispoljili rast pri koncentraciji Cu”* od 1,5 mM, dok je kod izolata C. tropicalis
(2TD2912B), C. saturnus (CK24041 i Cvinl610M) i R. mucilaginosa (SK0809R)
utvrden jedva primetan rast. Za dalja istrazivanja su koriS¢eni izolati sa najve¢om
tolerancijom na prisustvo Cu®* od 2 mM i to S. occidentalis (BK0302D) i tri izolata C.
tropicalis (3TD0905L, 4TD1101S i Avin1312L).

Tabela 36. Rast izolata kvasaca pri razli¢itim koncentracijama Cu®*

Koncentracija Cu’* mM

Izolat 0,5 1 1,5 2
Candida tropicalis Avin1312L + + + +
Schwaniomyces occidentalis BK0302D + + + +
Candida tropicalis 3TD0905L + + + +
Candida tropicalis 4TD1101S + + + +
Hanseniaspora uvarum EK1605T + + - -
Candida tropicalis 2TD2912B + + +/- -
Cyberlindnera saturnus Cvinl610M + + +/- -
Cyberlindnera saturnus CK24041I + + +/- -
Cyberlindnera saturnus 1KD1983V + + - -
Cyberlindnera saturnus 2KD3007J + + - -
Rhodotorula mucilaginosa SK0O809R + + +/- -

Na sposobnost razlicitih sojeva kvasaca da rastu pri poviSenim koncentracijama Cu®*su
ukazali mnogi autori (Abe et al., 2001; Villegas et al., 2005). lako ne postoji
koncentracija teSkih metala koja predstavlja granicu izmedu rezistentnih i nerezistentnih
sojeva, U slucaju bakra i hroma otpornim se mogu smatrati oni izolati koji imaju
sposobnost rasta pri 1 mM (Ceylan i Ugur, 2012). lzolati koji su ispitani u ovoj
disertaciji su pokazali veéu tolerantnost na poveéane koncentracije Cu®* u odnosu na
Rhodotorula mucilaginosa i Candida sp.-sojeva izolovanih iz otpadnih voda rudnika
bakra u Argentini, koji su ispoljili rast pri koncentraciji Cu®* 0,1-1 mM (Villegas et al.,
2005). Abe et al. (2001) su izolovali kvasac Cryptococcus sp., koji je rastao u YPD
bujonu pri razli¢itim koncentracijama Cu?* (1-10 mM). Volesky et al. (1995) smatraju
da se visoka tolerancija prema povecanim koncentracijama Cu?* moze objasniti niskom
dostupno$c¢u ovog jona, zbog slozenih organskih jedinjenja u medijima koji se koriste u
istrazivanjima. Pepton, kao sastavni deo podloge takode uti¢e 1 na ekstruziju metala (Ito
etal., 2001).

Ukupan sadrzaj bakra (Cu®") akumuliranog u ¢elijama kvasaca je odreden ICP-OES
metodom. Cetiri izolata (Avin1312L, BK0302D, 3TD0905L i 4TD1101S) su pokazala
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sposobnost akumulacije Cu®* u intervalu od 55,01-94,37 %. Najve¢i procenat
bioakumulacije Cu®* je utvrden kod izolata C. tropicalis 4TD1101S, (94,37 %), a
najmanji kod S. occidentalis (BK0302D) (Grafik 6). Visok procenat bioakumulacije su
pokazala i dva izolata C. tropicalis (Avin1312L, 90,32 %) i (3TD0905L, 78,68 %).

Ovaj procenat je veéi u odnosu na procenat bioakumulacije Candida tropicalis (74 %)

izolovane iz industrijske otpadne vode (Rehman et al., 2007).
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Grafik 6. Procenat bioakumulacije Cu®* od strane izolata Candida tropicalis (Avin1312L,
3TD0905L i 4TD1101S) i Schwanniomyces occidentalis (BK0302D), odreden pomo¢u ICP-
OES

Tolerancija i bioakumulacija teskih metala mogu da zavise od vrste kvasca, ali i od
propustljivosti ¢elijske membrane, Celijske strukture i fizioloskih osobina (Balsalobre et
al., 2003). Utvrdeno je da askomicetni kvasci (npr. Candida sp.) oslobadaju Cu u
ekstracelularni prostor, dok bazidiomicetni kvasci (npr. Rhodotorula sp.) zadrzavaju
metal unutar ¢éelije (Villegas et al., 2005). Prema nekim autorima Cu?* iz medijuma
sedeponuje na celijskom zidu ili ¢éelijskoj membrani (Ito et al., 2007). Medutim,
utvrdeno je da prilikom gajenja Yarrowia lipolytica, u te¢cnom medijumu koji sadrzi
Cu?*, dolazi do progresivne apsorpcije metala u intracelularni prostor éelije, gde se on
zadrzava sve do kraja logaritamske faze, kada dolazi do ekstrudiranja Ccu? (Ito et al.,
2007). Na bioakumulaciju Cu®* utice i starost kulture, pa su izolati kvasaca imali

najveci kapacitet apsorpcije Cu?t iz tecnog medijuma na samom pocetku inkubacije
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(Villegas et al., 2005). Na ovaj proces utie i odnos izmedu koncentracije Cu®* u
medijumui raspolozive biomase kvasca (Brady i Duncan, 1994).

Ranija istraZzivanja o bioakumulaciji teskih metala su pokazala da je pH vrednost jedan
od vaznih parametara, koji uti¢e na efikasnost ovog procesa (Brady i Duncan, 1994;
Aksu i Donmez, 2001). Bioakumulacija Cu sevrsi pri pH vrednosti 5-5,5, dok se pri
nizim pH vrednostima, znatno smanjuje mo¢ apsorpcije (Ross i1 Parkin, 1989).
Bioakumulacija Cu®" najées¢e se deSava pri temperaturama od 5°C do 40°C, a
maksimalan efekat se postize na 25-30°C (Stoll, 1996). Jedan od mehanizama kojim se
moze objasniti bioakumulacija teskih metala je 1 prisustvo metalotioneina.
Metalotioneini su termostabilni proteini, ¢ija je biosinteza indukovana razli¢itim
ekoloskim 1 fizioloskim promenama, uklju¢ujuéi visoke koncentracije metala i
oksidativni stres (Hohmann i Mager, 1997; de Siloniz et al., 2002). Ovi proteini su
bogati cisteinskim ostacima i vezuju za sebe katjone teskih metala (Co®*, Cu?*, Zn*",
Cd*" i Ag®") i na taj na¢in smanjuju njihov toksi¢an efekat na éelije eukariota (Brady et
al., 1994).

Pored odredivanja procenta bioakumulacije Cu?" ICP-OES metodom, izvriena je i
analiza ¢elija kvasca sa najve¢im procentom bioakumulacije (C. tropicalis, 4TD1101S)
pre i posle tretiranja sa 2 mM CuSQO,4 x 5H,0, pomoc¢u Raman spektroskopije (Slika
36).
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Slika 36. Ramanski spektri kvasca Candida tropicalis (4TD1101S) pre i posle tretiranja sa 2
mM bakar-sulfata (CuSO, x 5H,0)

Oba spektra izolata C. tropicalis (4TD1101S), dobijena su usrednjavanjem vecéeg broja
(n >10) snimljenih spektara (Slika 36). Primec¢eno je da nakon tretiranja kvasca dolazi
do blagih promena u nekim pikovima, u opsegu talasnih brojeva do 1800 cm™. Uocava
se porast intenziteta pika na ~ 472 cm™, §to moze biti izazvano stvaranjem CuS
(prostorna grupa simetrije Dj, ), jer taj pik odgovara poloZaju najjace linije u Raman
spektru ovog jedinjenja | odnosi se na istezuce vibracije S-S kovalentne veze (Xie et al.,
2015). Takode, pomenuti pik moze poticati lod formiranja drugih Cu,4S (0<x<1)
struktura. Inace, pojava CuS mineralizacije na povrsini ¢elije ili u zidu celije Cu-
tretiranog kvasca uslovljena je koncentracijom Cu u medijumu kojim se kvasac tretira |
prisustvom odredenih gena (npr. SLF1 gena) u datoj vrsti kvasca (Winge et al., 1998), a
vazna je sastanovisSta razmatranja svojstva Cu-detoksifikacije | tolerantnosti kvasca na

bakar. Porast intenziteta pikova na ~ 523 cm™, ~ 677 cm™ i ~ 688 cm™ ukazuje na
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indukovanu sintezu metalotioneina (MT) u Cu-tretiranim kvascima i na porast udela
disulfidnih (S-S) veza u njima, tj. na povecanje udela cistinskog sadrzaja usled
delimi¢ne oksidacije Cu-proteina u kvascima (Torreggiani i Tinti, 2010).

U spektru Cu-tretiranog kvasca (Slika 36) takode se javljaju promene u pikovima
nukleobaza i aromati¢nih aminokiselina, §to isti¢e ¢injenicu da su one osetljive na
mikrookruZenje. Npr., menja se odnos intenziteta pikova na ~ 1600 cm™i 1576 cm™, pri
¢emu oni poticu od aromati¢nih aminokiselina i purinskih baza. Raste intenzitet linije na
~ 718 cm™, koja se pripisuje adeninu (Samek et al., 2014) i dezoksiadenozinu
(Panikkanvalappil et al., 2013), a u manjoj meri raste i intenzitet linije na 775 ~ cm™
koja poti¢e od doprinosa moda citozina, timina i uracila (Mungroo et al., 2016).
Primecéuje se i porast pika na ~ 1330 cm™ u odnosu na pik na ~ 1385 cm™, kao i u
odnosu na pik na ~ 1442 cm®, §to moZe biti posledica poveéanog udela
dezoksiadenozinskih moda u odnosu na udeo moda dezoksitimidina i dezoksiguanozina.
Ove promene ukazuju na moguéu perturbaciju u lokalnom okruzenju oko pojedinih
nukleobaza, odnosno na mogucu promenu u strukturi DNK usled ROS (reactive oxygen
species) uticaja.

Naime, pri izlaganju ¢elija pove¢anim koncentracijama Cu, oni Cu joni koji nisu usli u
sastav MT i CuS mogu dovesti do poremecaja metabolizma celije i do generisanja ROS
molekula (kao $to je pojava H,0,), koji lako difunduju kroz ¢elijsku membranu i mogu
izazvati osteCenja u DNK (Panikkanvalappil et al., 2013). Na slici 36 se takode zapaza
da slabi pikovi u oblasti 1075-1092 cm™ postaju ipak izraZeniji (u odnosu na susedne
pikove) nakon tretiranja kvasca sa bakar (11)-sulfat-pentahidratom, $to takode moze biti
posledica promena u geometriji dezoksiriboza-fosfat skeleta DNK spirale i sekundarnoj
strukturi DNK, npr. Usled postojanja ROS uticaja, tj. Usled postojanja hidroksilnih
radikala koji dovode do izmeStanja H atoma u okviru pomenute strukture
(Panikkanvalappil et al., 2013).

Od pikova koji odgovaraju aromati¢nim aminokiselinama, zapaza se porast intenziteta
tirozinskog pika na ~ 848 cm™ (Noothalapati et al., 2016), kao i pika fenilalanina ~ 996
cm™ (Samek et al., 2014).
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Tabela 37. Predlozena asignacija bitnih pikova zapazenih na Raman spektru prikazanom na slici
36. (asignacija je izvrSena u skladu sa literaturnim podacima navedenim u ovom poglavlju i

poglavlju 5.4.3)

Redni broj Polozaj Raman pika,
Poreklo (oznaka) pika
pika cm?
1 472 CuS, Cu,S (0<x<1)
2 523 Cu-MT (S-S moda cistina)
3 677, 688 Cu-MT (C-S, S-S mode cistina)
4 718 adenin i dezoksiadenozin
5 741 triptofan i dezoksitimidin
6 776 citozin, timin i uracil
7 848 tirozin
8 928 a-heliks u proteinima, glukanska traka, a-1,4 glikozidna veza
9 996 fenilalanin
10 1075 lipidi
11 1120 proteini, glikozidna veza
12 1147 skeletalne mode hemoproteina, tj. C-C i C-N istezuce vibracije
proteina, polifosfati
13 1260 lipidi, amid 111
14 1302 lipidi, proteini (C-H uvijajuce vibracije u ravni)
15 1330 dezoksiadenozin, proteini i ugljeni hidrati
16 1385 dezoksitimidin, dezoksiguanozin, dezoksiadenozin,
17 1442 lipidi, proteini (CH,, CHssavijajuce vibracije)
18 1576 aromati¢ne aminokiseline, nukleobaze adenin i guanin
19 1600 aromati¢ne aminokiseline
20 1652 C=C istezuce vibracije fosfolipida
21 1665 amid |

Jedva primetno raste pik na ~ 930 cm™ koji generalno poti¢e od skeletalnih moda alfa-

heliks konformacije u okviru sekundarne strukture proteina, ali i od moda glukana i

glikozidne veze (Kizil et al., 2002; Azo materials, 2014). Moze se pretpostaviti da i

blagi porast pika na ~ 1147 cm™ prvenstveno potice od promena u skeletalnim modama

hemoproteina (Schach et al., 2011), odnosno od promena u C-C i C-N istezu¢im

vibracijama proteina (Huang et al., 2005; Singh et al., 2006), mada ovom piku mogu
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dati doprinos i mode polifosfata (Bednarova et al., 2012). Na Raman spektru se ne
uocavaju najjace mode za CuSO4 x 5H,0 (Hope i Wood, 2004).

Akumulacija bakra u zemljistu ima velike posledice na aktivnost zivog dela zeml;jista, a
time 1 na celokupne bioloske procese i kvalitet zemljiSta. Mere popravke bazirane na
hemijskim postupcima nose brojne izazove, $to je uticalo i na razvijanje novih ekoloski
I ekonomski opravdanih postupaka bioremedijacije. Visok procenat bioakumulacije
izolata C. tropicalis (4TD1101S, 94,37 %) ukazuje na mogucnost primene u procesu

bioremedijacije razlicitih zemlji$nih ekosistema.
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6. ZAKLJUCAK

Na osnovu eksperimentalnih istrazivanja izvedenih u okviru ove disertacije i analize
literaturnih podataka mogu se izvesti zakljucci:

1. Primenom klasi¢ne indirektne metode za proucavanje mikrobnog diverziteta
zemljiSta uocena je dobra biogenost zemljista odabranih za izolaciju kvasaca:
gradskog zemljista (gradski park Tivat, Crna Gora), poljoprivrednog zemljista
(vinograd Radovanovi¢, Krnjevo 1 poljoprivredno Skolsko dobro, Radmilovac) i
rizosfere trske (Tre$nja, Srbija). Ispitana zemljista se razlikuju prema
mikrobioloskim karakteristikama, a najveéa brojnost ukupnih bakterija, gljiva,
amonifikatora, sporogenih bakterija i azotofiksatora je utvrdena u rizosferi trske
(SK).

2. Primenom molekularne PCR-DGGE metode je utvrden diverzitet gljiva i
kvasaca u uzorcima zemljista (Cvin i Avin) poljoprivrednog $kolskog dobra
Radmilovac. DGGE profil PCR fragmenata dobijenih umnozavanjem gena za
18S rRNK i ITS regiona iz ukupne DNK izolovane iz zemljista je ukazao na
razlike u diverzitetu izmedu ispitivanih uzoraka zemljista.

3. lzolovano je jedanaest izolata kvasaca od toga Sest iz gradskog zemljista, Cetiri
1z poljoprivrednog zemljiSta, odnosno, dva izolata iz zemljiSta poljoprivrednog
Skolskog dobra Radmilovac i dva izolata iz zemljista vinograda Radovanovi¢ i
jedan izolat iz rizosfere trske. Na osnovu morfoloskih (makro i
mikromorfoloskih) i odgajivackih karakteristika je utvrdeno da izmedu izolata
kvasaca postoje razlike.

4. lzolati kvasaca se razlikuju na osnovu ekoloskih karakteristika. Testiranje
odnosa izolata kvasaca prema temperaturi sredine je pokazalo da najveci broj
izolata raste pri temperaturi od 30°C, a sposobnost rasta na maksimalnoj
temperaturi od 45°C su ispoljila Cetiri izolata Candida tropicalis 2TD2912B,
3TD0905L, 4TD1101S i Avin1312L. Odnos izolata kvasaca prema pH vrednosti
sredine je pokazao da svi izolati poseduju sposobnost tolerancije pH vrednosti
od 3-9,5. Najniza pH pri kojoj je ispoljen slab rast je 2 (izolat H. uvarum,
EK1605T), a najvisa 10,5 (dva izolata C. tropicalis 4TD1101S i Avin1312L).
Testiranje odnosa izolata kvasaca prema razlicitim koncentracijama natrijum-

hlorida (NaCl) je pokazalo da su svi izolati bili sposobni da podnesu
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koncentraciju od 3 %, dok nijedan izolat nije rastao pri koncentraciji NaCl od 7
%.

5. U interakcijskim odnosima izolata kvasaca sa razli¢itim bakterijskim sojevima:
Pseudomonas aeuruginosa, Bacillus cereus, Esherichia coli, Proteus mirabilis i
Bacillus subtilis je utvrdeno da je u 60 % interakcijskih odnosa doslo do rasta
obe kulture. lzolati kvasaca Avinl1312L i SKO0809R su inhibirali rast Proteus
mirabilis, odnosno Bacillus cereus, pri ¢emu je izolat C. tropicalis (Avin1312L)
inhibirao je rast P. mirabilis. Pet testiranih izolata je rastao zajadno sa C.
albicans, a kod cetiri ispitana izolata je dosSlo do inhibicije rasta.

6. Biohemijska karakterizacija pomoéu API 20C AUX sistema je omogucila
identifikaciju izolata SKO809R (Rhodotorula mucilaginosa) i EK1605T
(Hanseniaspora uvarum) do nivoa vrste, za izolate 2TD2912B, 3TD0905L,
4TD1101S i Avinl312L do nivoa roda (Candida sp.), dok u slucaju izolata
1KD1983V, 2KD3007J, CK2404I i Cvinl610M, API 20C AUX nije pruzio
dovoljno pouzdane informacije o identifikaciji.

7. Radi precizne identifikacija do nivoa vrste je izvrSeno umnoZavanje D1/D2
regiona, sekvencioniranje i poredenje dobijenih sekvenci sa sekvencama u
GenBank bazi podataka. Molekularne metode su omogucile pouzdanu
identifikaciju izolata 2TD2912B, 3TDO0905L, 4TD1101S i Avinl312L kao
Candida tropicalis; izolata CK24041, 1KD1983V, 2KD3007J i Cvin1610M kao
Cyberlindnera saturnus i izolata BK0302D kao Schwanniomyces occidentalis.
Primenjene molekularne metode identifikacije su potvrdile rezultate dobijene
API testovima kod izolata SKO809R (Rhodotorula mucilaginosa) i EK1605T
(Hanseniaspora uvarum).

8. Enzimska karakterizacija je ukazala na razlike u produkciji ekstarcelularnih
enzima razli¢itih vrsta izolata kvasaca. Osam izolata je pokazalo visoku
produkciju leucin arilamidaze, $to ukazuje na izraZenu proteoliticku aktivnost.
N-acetil-pB-glukozaminidaza je detektovana kod tri izolata Candida tropicalis
(2TD2912B, 3TD0905L i Avin1312L), dok je B-glukozidaza detektovana kod tri
izolata C. saturnus (1KD1983V, 2KD3007J i Cvinl610M) i tri izolata C.
tropicalis (3TD0905L, 4TD1101S i Avinl312L). Kisela i alkalna fosfataza su
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10.

detektovane kod izolata koji su pokazali sposobnost solubilizacije fosfata S.
occidentalis (BK0302D), C. saturnus (CK2404I) i C. tropicalis (2TD2912B).
Raman spektroskopijom su analizirani i spektri izolata 1KD1983V, BK0302D,
4TD1101S, EK1605T, SKO809R i Cvinl610M. Poredenjem Raman spektara
izolata 1KD1983V, 4TD1101S i BK0302D je utvrdeno da je sadrzaj lipida
najveéi u izolatu BK0302D, a najmanji kod izolata IKD1983V. Pik na 1147-
1155 cm™ koji potiGe prvenstveno od polifosfata i moze da sluzi kao marker za
vakuolu je najizrazeniji kod izolata BK0302D. Pri poredenju Raman spektra
izolata SKO809R sa spektrima izolata 1KD1983V, 4TD1101S i BK0302D,
najupecatljivija promena se odnosi na pojavu Raman pikova karotenoida u
spektru SKO809R. Osnovna razlika koja se primeéuje u spektru izolata
EK1605T u odnosu na spektre izolata 1KD1983V, 4TD1101S i BK0302D se
odnosi na znatan porast intenziteta pikova na slede¢im polozajima: ~ 738 cm’
Y(triptofan i hemoproteini), ~ 1120cm™ (proteini i glikozidna veza) i ~ 1576 cm™
(aromati¢ne aminokiseline i nukleotidne baze, kao i hemoproteini). Takode,
Raman linija na ~ 1328 cm™ je jage izrazena kod izolata EK1605T nego kod
izolata 1IKD1983V, 4TD1101S, BK0302D i Cvin1610M, $to dodatno ukazuje na
veci sadrZaj proteina 1 ugljenih hidrata.

Izolati su ispoljili razlic¢ite direktne PGP mehanizme. Najveca vrednost IAA je
zabelezena kod Candida tropicalis (3TD0905L, 6,00 pg/ml), a zatim i kod
preostala tri izolata ove vrste kvasca i to: 2TD2912B (3,70 pg/ml), 4TD1101S
(3,02 pg/ml) i Avin1312L (2,80 pg/ml). Sposobnost produkcije IAA je utvrdena
i kod Schwanniomyces occidentalis (BK0302D, 1,09 pg/ml) i Cyberlindnera
saturnus (Cvinl610M, 1,08 pg/ml). Ostali izolati nisu imali sposobnost
produkcije TAA. Najveéa koli¢ina fosfora je utvrdena kod Schwanniomyces
occidentalis (BK0302D, 220,4 mg P/I). Sposobnost solubilizacije fosfata imali
su i izolati C. saturnus (CK24041) i C. tropicalis (2TD2912B). Sposobnost
produkcije amonijaka (NH3) imali su svi ispitivani izolati, osim R. mucilaginosa
(SKO0809R). Sposobnost zemljisnih kvasaca u transformaciji amonijum-sulfata
je utvrdena kod Sest izolata, a najveca koli¢ina NOj je zabelezena kod sledecih
izolata: R. mucilaginosa (SK0809R, 27,6 mg/l), C. tropicalis (3TD0905L 27,5
mg/l) i C. saturnus (CK24041 27,1 mg/l).
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14.

Indirekti PGP mehanizam-antagonisticka aktivnost izolata kvasaca je pokazala
da medu izolatima postoje potencijalni biokontrolni agensi. Procenat inhibicije
izolata H. uvarum (EK1605T) prema Pythium aphanidemratum je iznosio 46,06
%, a kod dva izolata C. saturnus (CK2404Il i Cvin1610M) 31,81 %, odnosno
35,31 %. Kada je u pitanju antagonisticka aktivnost izolata kvasaca prema
Botrytis cinerea, procenat inhibicije kod dva izolata Candida tropicalis
(3TD0905L i Avin1312L) je iznosio 66,47 %, odnosno 61,96 %; kod dva izolata
C. saturnus (2KD3007J i Cvin1610M) 55.55 %, odnosno 52,94 %; C. tropicalis
(4TD1101S) 56,27 % i S. occidentalis (BK0302D) 55,68 %.

Odabrani sojevi imali su razliCite efekte na rast biljaka. Inokulacija crvene
deteline (Trifolium pretense L.) sa C. saturnus (CK24041I) je imala najveci uticaj
na suvu biomasu (0,31 g), duzinu korena (4,45 cm) 1 visinu crvene deteline (7,87
cm). Najvedi uticaj na suvu biomasu (3,74 g), duzinu korena (13,33 cm) 1 visinu
(22,42 cm) psenice (Triticum vulgare L.) je postignut inokulacijom sa C.
tropicalis (3TDO0905L). Inokulacija suncokreta (Helianthus annuus L.) sa
izolatima kvasaca nije imala znacajnog uticaja na suvu biomasu. Ovi rezultati
ukazuju da uspeh inokulacije zavisi od interakcije obe komponente, biljke i
kvasca.

Najveci uticaj inokulacije na duzinu korena (10,28 cm) 1 visinu suncokreta
(21,98 cm) je postignut primenom konzorcijuma. Inokulacija slacice (Sinapis
alba L.) sa C. saturnus (CK2404I) je imala najve¢i uticaj na suvu biomasu (2,02
g) i visinu (9,70 cm), dok je inokulacija konzorcijumom imala najveci uticaj na
duzinu korena (3,12 cm). Inokulacija zelene salate (Lactuca sativa) nije imala
znacajnog uticaja na suvu biomasu, dok je najve¢i uticaj inokulacije na duzinu
korena (3,53 cm) i visinu (5,08 cm) zelene salate postignut primenom
konzorcijuma.

Sposobnost bioakumulacije 2 mM Cu?* su pokazala tri izolata Candida
tropicalis (Avinl312L, 3TDO0905L i 4TD1101S) i izolat S. occidentalis
(BK0302D). Najveéi procenat bioakumulacije Cu®* je utvrden kod izolata C.
tropicalis-4TD1101S (94,37 %), a najmanji kod S. occidentalis (BK0302D). Ovi
rezultati ukazuju na potencijal izolata kvasaca u bioremedijaciji oSte¢enih

ekosistema.
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Raman spektroskopijom su analizirani i spektri izolata 4TD1101S (C. tropicalis)
u medijumu bez i sa dodatkom 2 mM CuSO,4 x 5H,0. Promene uocene analizom
spektara ukazuju na prisustvo CusS i/ili Cu,.xs (0<x<1) mineralnog kompleksa,
kao 1 na indukovanu sintezu metalotioneina u vidu Cu-tioneina uz porast udela
cistinskog sadrzaja usled delimi¢ne oksidacije tog proteina u tretiranim
kvascima. ZapaZene su i izvesne promene u Raman pikovima nukleobaza i
aromaticnih aminokiselina, §to je odraz specificnog odgovora date vrste kvasca
na stres.

Opsti zakljucak disertacije je da ispitivani izolati kvasaca ispoljavaju razlicite
PGP mehanizme. Odabrani izolati su pokazali razli¢it nivo stimulativnog dejstva
prema odabranim biljnim vrstama, $to ukazuje na njihovu potencijalnu primenu
u odrzivoj poljoprivredi. Visok procenat bioakumulacije Cu (C. tropicalis i S.
occidentalis) ukazuje i na mogucnost primene U bioremedijaciji. Dalja
istrazivanja koja ¢e omoguciti bolje razumevanje uloge zemljisnih kvasca u
procesima transformacije i produkcije bioloskih vaznih jedinjenja, stvorice

mogucnosti za njihovu uspe$nu primenu u biotehnologiji.
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