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Vpliv biokontrolne aktivnosti 607 razinih sevov/vrstkvasovk izoliranih v Sloveniji, r
Aureobasidium pullulans (41,5 %), Metschnikowia pulcherrima (39,1 %), Pichia
guillermondii (29,6 %) tefSaccharomyces cerevisié2s,9 %) imajdviokontrolno aktivnos
(BKA) vi§jo od kontrolne kvasovk€andida oleophila(24 %) in drugih. Izbrani sewA.
pullulansZIM 2098, M. pulcherrimaZIM 2055, P. guillermondiiZIM 624 terS. cerevisiae
ZIM 2180 so znotraj vrste pokazali najvis§jo BKA. B&A vpliva sestava trdega gojiga.
KvasovkasS. cerevisiage na trdnem gojt&i kemijsko definiran mostavirala rast gliv
74 %, na sintethem trdnem goji&u podobnem vinu pa 3. BKA sevov na grozdn
jagodah je pokazala, da je okuZenost grozdnih jagote Rebula tretiranih z iglprece
velika (62 - 74 %), pri sorti Chardonnay (13 -%4, medtem, ko so jagode tretiran
brizganjem okuZene 13 -24 % pri Rebuli, pri s&@hardonnay pa 3 - 1%. Kvasovki:
S. cerevisiagje na grozdju obeh sort zavirala rast in razvdpsie glive B. cinerea
Pomemben vpliv na BKA ima tudi céfii stik. Vrste A. pullulans M. pulcherrimain
P. guillermondiiv celicnem stiku zB. cinereapopolnoma inhibirajo njeno rast) obratnc
na goji¥u, kjer se Ze nahaja nitasta gliva, si kvasovkée @oleophila M. pulcherrima
P. guillermondiiin S. cerevisiagzborijo prostor in hrano. Signalne molekule omi&gjo
komunikacijo med kolonijami kvasovk na daljavBrisotnost signalnih molekul m
kolonijami kvasovk smo spremljali na barvnem gajisOkolica kolonijA. pullulanszaine
Ze po 24-ih urah spreminjati barvo. Tudi kvaso@kaoleophilaspremeni okolico kolonijj
vendar Sele po &tirih dneh inkubacije. Pri drugitah kvasovispremembe barve gojs iz
rumene Vv vijoléno nismo opazili. Na minintaem gojiu pa se med Kkolonijami razfhih
vrst kvasovk pojavi motna ali bistra cona. Med kijmma kvasovkC. oleophilain
S. cerevisiasmo po 28. dneh inkubacije opazili usmerjeno matoiwa V vzorcih motni
ali bistre cone smo kdino proteinov doleili spektrofotometrtno. Z elektroforezo n
poliakrilamidnem gelu (SDS-PAGE) smo v vzorcu ugete motne cone mekblonijami
kvasovkC. oleophilain S. cerevisia®pazili tri proteine z ocenjeno velikostjo okéb kDa
40 kDa in 25 kDa. Za identifikacijo teh proteinay gotrebne nadaljnje preiskave.
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AB The biocontrol activity of 607 different strains péast isolates in Slovenia @ cinerea
Pers. were testeth vitro on solid synthetic medium. Speci@sireobasidium pullular
(41.5 %), Metschnikowia pulcherrima(39.1 %), Pichia guillermondii (29.6%) anc
Saccharomyces cerevisia25.9 %) showed biocontrol activity (BCAhigher thai
biocontrol yeasiCandida oleophila(24 %) and others. Selected strafspullulansZIM
2098, M. pulcherrimaZIM 2055, P. guillermondii ZIM 624 andS. cerevisiaeZIM 218C
were most effective among their own yeast spedies.compositia of medium has also
impact on BCA. Yeas§. cerevisiasshowed 74 % and 51 % inhibition Bf cinereaPers
growth on solid chemical defined must and wine-{paptone-dextrose agaespectively
BCA of selected strains aemi in vivotests showed high degree of infected bernéss(
vinifera L.) of cv. Rebula treated with a needle (62 - 74 &hd 13 -346 on cv
Chardonnay, respectively. While berries treatedh wjiraying were infected 13 - 24 anc
3-14% of cv. Rebuli and cv. Chardonnay, respebti YeastS. cerevisiaeinhibited
growth of B. cinereaon both cultivars\itis viniferaL.). The celleell contact has also
effect on BCA. Growth of filamentous fungi in ditecontact with yeasts, is completely
inhibited by speciesA. pullulans, M. pulcherrimain P. guillermondii. Vice versa,on
medium already inhabited with fungi, yeast speci@soleophila, Mpulcherrima
P. guillermondiiin S. cerevisiadind their space and food to gro®ignal molecules allow
inter colony communication on distanderesence of signal molecules was followec
solid medium with color indicator. After 24 h thersounding ofA. pullulans colonies
changed the color. The changes of medium colornak@i oleophilacolonies were als
visible, but only after 4 days of incubatiddo color change from yellow to purple v
observed for other yeast species. On minimal mediwmbid or clear zone, betwe
different yeast colonies appear. Between yeastnedoof C. oleophilaand S. cerevisiae
directed turbid path was observed after 28 daysnodibation Quantity of proteins it
samples of turbid or clear zone was measured ggwitometricaly. SDS-PAGE analysis
was used for detection of proteins. In sample tdadorturbid zone between yeast color
of C. oleophilaand S. cerevisiaghree proteins with approximate size 58 kDa, 40 kD
and 25 kDa were found. For detailed identificatidrihese proteinfurther investigation
needed.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

BKA biokontrolna aktivnost

CO kvasovka vrst€andida oleophila

AP kvasovkam podobna glivisureobasidium pullulans

MP kvasovka vrstdletschnikowia pulcherrima

PG kvasovka vrstBichia guillermondii

SC kvasovka vrst8accharomyces cerevisiae

BC nitasta glivaBotrytis cinerea

ZIM Zbirka Industrijskim Mikroorganizmov, Biotehrka fakulteta, Ljubljana
C sorta grozdja chardonnayifis viniferaL. cv. Chardonnay)
R sorta grozdja rebuld/{tis viniferaL. cv. Rebula)

PDA krompirjev dekstrozni agar

NYDA hranilni kvasni dekstrozni agar

YPDA kvasni pepton dekstrozni agar

YM kvasno - sladni agar

WYPDA vinski kvasni pepton dekstrozni agar

KDM kemijsko definiran most z dodatkom agarja

GM minimalno gojige z glicerolom

GM-BCP GM z dodatkom barvila bromkrezol vijahio

GMan minimalno goji& z manozo

YEPD-MB kvasni pepton dekstrozni agar z dodatkomvitemetilen modro
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1 UuUvOoD

V ekosistemu trta-grozdje-most-vino kvasovke, néaglive in bakterije Ze tistetja
sobivajo. GlivaBotrytis cinereaPers. je fitopatogena nitasta gliva, ki lahko Zkat
saprofit, in jo najdemo povsod v naravi. Okuzujerskvse vrste rastlin in na njih ragia
rastlinska tkiva. GlivaBotrytis cinereaPers. in glive razthih rodov povzréajo bolezni
grozdja in vinske trte, tvorijo mikotoksine in sntespreminjajo biokemijske lastnosti
grozdja. Veliko gospodarsko skodo powam glive Ze v vinogradu, saj je zaradi okuzbe
grozdja pridelek man;jsi, hkrati pa je prizadeta kakovost grozdja in poslettio vina.

Kvasovke, prisotne na grozdju, prehajajo v mo&r knajo vodilno vlogo pri fermentaciji
moSta v vino. Poleg kvasovk raziih rodov Candida, Pichia, Hanseniaspora,
Cryptococcus, Rhodotorula, Kluyveromydes Metschnikowiaki so prisotne na zrelem
grozdju, je obasno prisotna tudi kvasovk@ureobasidium pullulansRazlcna sestava
populacije kvasovk in gliv na grozdni jagodi terskaje v mostu je odvisna od trgatve
(letnika) in tudi od drugih dejavnikov, kot so geafgka lokacija, podnebne razmere,
starost vinske trte, sorta grozdja, zrelost groothargatvi, mehanske poskodbe grozdja ter
vrste in¢as uporabe fungicidov.

Hiter razvoj odpornosti gliv na fungicide in vedwetji pritisk potrosSnikov, da se zmanjSa
uporaba fitofarmacevtskih pripravkov, vodita v ragmovih strategij kontrole rasti gliv na
grozdju. Te zajemajo predvsem uporabo kvasovk kdpitolno aktivnostjo. Uporaba
kvasovk kot biokontrolnih organizmov ima precejSp@dnost v primerjavi s kegro
kontrolo, saj manj oz. sploh ne obremenjujejo akoljjihov n&in delovanja je bolj
kompleksen, zato je moznost pojava rezistence odgtr manjSa, hkrati pa je njihova
uporaba sprejemljiva tudi za ekoloSke kmetije.

Rast na trdni podlagi (kot je grozdje) zahteva wdsvk prilagoditve. Pomembna razlika
med tekdim in trdnim substratom je v dostopnosti hranil, sig@o vse celice znotraj ene
kolonije na trdnem substratu enako oddaljene odihrsli znano, ali posamezne celice
tvorijo in izlo¢ajo kaksSne snovi, ki sodelujejo pri organizacijidje, ali obstaja kakSna
hierarhija med Stevilnimi celicami v eni koloniji iali 0z. kako celice komunicirajo med
seboj znotraj kolonije. V zadnjetfasu je vé raziskav usmerjenih h komunikacijam med
kolonijami na daljavo in iskanju signalnih molek#lako e sploh) med sabo na daljavo
komunicirajo kvasovke razinih vrst ali z drugimi mikroorganizmi npr. z nitasglivo, ni
znano.
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2 PREGLED OBJAV

Nitaste glive rodovBotrytis, Uncinula, Alternaria, Plasmopara, Aspdhgs, Penicillium,
Rhizopus, Oidiunm Cladosporiumz razvojem na trti in grozdju pred trgatvijo posajo
okuzbe, ki vplivajo na kakovost grozdja ter s temslpdino tudi na kakovost vina (Fleet,
1993; Fleet, 2003a; Tournas in Katsoudas, 2005uz0é, ki jih s svojim delovanjem
povzraijo gliva B. cinereain njej sorodne glive po svetu, povZajo veliko gospodarsko
Skodo pri pridelavi grozdja in drugega sadja (jagoghbolka, kivi ...), zelenjave
(paradiznik, kumare, j&gvci, solata ...) in okrasnega cvetja (vrtnice, gexbe.) ter pri
shranjevanju in transportu kmetijskih pridelkov &Rkenbroich in Stuebler, 2000; Elad in
sod., 2004; Leroux, 2004). Na svetu je pribliznerosmilijonov hektarjev vinogradov, ki
letno proizvedejo wekot 26 milijard litrov vina (Pretorius, 2000). Okoe z nitasto glivo
Botrytis cineregoovzraijo priblizno za dve milijardi dolarjev izgub natée Ocenjujejo, da
se je v svetovnem merilu poraba sredstev za prepa@je in zatiranje okuzb z glivo
Botrytis v zadnjih letih povéala na od 15 do 25 milijonov dolarjev letno (Eladsod.,
2004). Zato se zadnjih 125 let s p¥euanjem nitaste glivotrytis cinereaukvarjajo
razlicne skupine raziskovalcev.

2.1 GROZDJE

Siva plesen ali grozdna gniloba, ki jo powamitasta glivaBotrytis cinereaje nevarna
bolezen grozdja in vinske trt¥/iis viniferaL.), ki zmanjSa kotiino grozdja ob trgatvi in
vpliva na kakovost vina, pridelanega iz okuzenegadja (Ellison in sod., 1998; Vivier in
Pretorius, 2002).Ceprav je bolezen Ze dolgo znana, so okuzbe grozdjgenimi
negativnimi  @&inki na kolcino in kakovost grozdja postale pogostejSe s t.i.
visokoproduktivnim vinogradniStvom, kjer se je z#iraboljSega poznavanja &aa
gnojenja in zaste rastlin produktivnost vinske trte pa\aa. Trendi intenzivne pridelave
grozdja sc¢im visjo stopnjo sladkorja tetim kasnejSim obiranjem grozdja vodijo v
pridelavo bolj sladkih vin, kar pa hkrati nudi k&#j pogoje za rast gliv8. cinerea
(Rosslenbroich in Stuebler, 2000)

Sorta vinske trte je zelo pomemben dejavnik, sajazticne sorte razéino odporne oz.
dovzetne za okuzbo z glivB. cinerea Mlikota Gabler je s sodelavci leta 2003 primerjal
morfoloSke, anatomske in ketnie lastnosti 42 razinih sort vinske trte. Ugotovil je, da je
le 11 vrst bolj odpornih na okuzbo z gliBo cinereain da je Stevilo listnih rez povezano z
odpornostjo (v& je rez, manjSa je odpornost). Tudi struktura irbed@a kozice ter
prisotnost poprha na grozdni jagodi so pomembnidas pri odpornosti grozdja proti
okuzbi z glivoB. cinerea.Stik med dvema jagodama, kjer je kozZica zelo taalkge ni,
poveta dovzetnost za okuzbo (Mlikota Gabler in sod.,2®Imer in Michailides, 2004).
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Grozdje je obutljivejSe na okuzbo z nitasto glivo tam, kjer @ijié do iztekanja grozdnega
soka (slika 1). Okuzba z glivB. cinerease v 30 % z&ne na jagodni bazi, to je na stiku
med grozdno jagodo in grozdnim pe¢kgm. V 20 % se okuzba pojavi na listih, glavhem
peclju, njegovih stranskih vejah in peckll. Na listhem peclju je okuzba manj prisotna
(10 %), na oboku neposkodovane grozdne jagode sabih. Na spodnjem delu grozdne
jagode, to je pri jagodnem popku, se okuzba z gBvainereaskoraj nikoli ne zéne
(0,02 %) (Holz in sod., 2003).

OBOK
JAGODE

PECELJEK
JAGODNA BAZA

~ STRANSKI
PECELJ

GROZDNI '
PECELJ JAGODNI POPEK

Slika 1: Pojavnost okuzbe z glie cinereana delih grozdja (Holz in sod., 2003)
Figure 1: Position oB. cinereadisease appearance on grape (Holz et al., 2003)

Pojav gliveB. cinereaje povezan tudi z napadi grozdnega saké obesia botrang ki
povzraia poskodbe povrSine grozdne jagode. Prva generaijada cvet, druga se razvija
na nezrelih grozdnih jagodah in powgaogrozdno gnilobo, tretja generacija pa poskoduje
zrele grozdne jagode (EImer in Michailides, 2004).

Poleg grozdnega suka lahko posSkodbe grozdja povzio tudi drugi bioloSki faktorji:
misSi, rovke in drugi mali sesalaiebele, ose in drugi insekti, &g ptii, rane zaradi drugih
patogenih mikroorganizmov, npr. oidijdJfcinula necatoy, ali ¢loveka (Elmer in
Michailides, 2004). Okuzbo z nitasto gli# cinereapospesijo in olajSajo tudi vremenske
razmere (pozeba, da, sunki vetra, sonce), ki povzim nabrekanje in pokanje jagod.

NajpomembnejSi ukrepi pri z&§ grozdja pred boleznijo so predvsem izbor, seifeksort

(sorte z zbitimi grozdi in tanko pokozico socabjivejSe); lega vinograda (bolezen je
pogostejSa v vinogradih z zaprto nizinsko legojramha gojitvena oblika in obremenitev
trt; primerno gnojenje z duSikom (premalo duSikaszyoca zaustavitev fermentacije,
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preve duSika pa je povezano s hitrejSo rastjo trt&jinmesStevilom (debelejSih) jagod na
grozd, tanjSo kozico jagod); Skropljenje s sreddtviutrjujejo jagodno kozico (bakrovi
pripravki); ustrezna agro- in ampelotehnika (redipoavljanje zelenih del, odstranjevanje
listia v coni grozdja Wasu barvanja grozdnih jagod zaradi ugodnega vphxslobe na
utrjevanje jagodne kozice, vzdrZevanje ustreznetndis gostote, odstranjevanje
mumificiranih grozdov); ustrezna strategija varstvee s fitofarmacevtskimi sredstvi
(pravatasno Skropljenje proti grozdnemu stikan grozdni gnilobi) (Bladi in sod., 2001;
Cus in sod., 2003).

2.1.1 Sortarebula Yitisvinifera L. cv. Rebula)

Spada v zahodnoevropsko skupino sort. Njena doraoj@nitalija, kjer jo zgodovinarji
omenjajo Ze od 14. stoletja, pri nas pa jo Stejemd udoméene sorte (Hrek in KoroSec-
Koruza, 1996). Pri nas je razSirjena na Vipavskanv iGoriskih brdih, kjer predstavlja
25,5-odstotni delez med sortami. Spada med sortspkv tem vinorodnem obmniu
obtutljivejse na grozdno gnilob& (3 in sod., 2003).

Grozd je podolgovat, srednje velik, valjaste obikelokaj nabit. Grozdni pecelj je kratek,
pri osnovi olesenel. Jagoda je srednje debela,gtdsta, rumenkasta in pokrita z obilnim
oprhom. Jagodni popek je izrazen, kozica pa je ldeld@® je srednje bujna in srednje
pozna sorta, ki rodi obilno in redno. Grozd (slika) tehta od 140 do 160 gramov.
Vsebnost sladkorja pri sorti rebula dosega v payprerednost 170 g/l (Hek in KoroSec-
Koruza, 1996).

2.1.2 Sorta chardonnay Yitisvinifera L. cv. Chardonnay)

Sorta chardonnay je francoska sorta, izhaja iz 8uolge, kjer ze od nekdaj predstavlja
najpomembnejSo sorto za pridelavo vseh tipov vko feengih kot mirnih vin (HEek in
KoroSec-Koruza, 1996). V Sloveniji je sorta chanday ena izmed Stirih sort (poleg sort
laski rizling, sauvignon in beli pinot), ki so pamcene v vseh treh vinorodnih dezelah in
okolisih v Sloveniji (HEek in KoroSec-Koruza, 1996).

Ta sorta zahteva séme lege in zréna ter srednje tezka tla, je srednje bujna in geedn
pozna sorta, ki redno rodi. Grozd je majhen dorgeedelik, cilindricne oblike, koniast, z
enim ali dvema krilcema in tehta od 60 do 120 gnrar(glika 2b). Jagoda je drobna,
okrogla in pravilne oblike. Jagodni popek je izmazkozica pa tanka in zelenorumenkasta.
Pridelek na hektar se giblje od 3000 | (za vinaumdke kakovosti) do 10000 | in &e
Vsebnost sladkorja dosega pri tej sorti vrednostd 72 in 196 g/l (Hek in KoroSec-
Koruza, 1996).



Mikli ¢ Milek D. Vpliv biokontrolne aktivnosti kvasovk mast nitaste gliv@otrytis cinereaPers..
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiehniSka fakulteta, Interdiscipl. podipl. Studiptehnologije, 2007

CHARDONNAY

REBULA

Slika 2: Sorta grozdja (a) rebul®i(s vinifera L. cv. Rebula) in (b) chardonnayifis vinifera L. cv.
Chardonnay) (Turkoyi 1952)
Figure 2: Grape cultivar (&Jitis viniferaL. cv. Rebula and (bYitis viniferaL. cv. Chardonnay (Turkotj
1952)
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2.2 NITASTA GLIVA Botrytis cinereaPers.

Botrytisje znan kot rod Ze od leta 1729, ko je nespoliikolopisal Micheli (Elad in sod.,
2004). Predstavnike rodu sockeat zamenjali z oz. poimenovali kot gligzlerotiniaspp.
Kasneje, leta 1866, je de Bary odkril povezavo naedmorfno obliko gliveBotrytis
cinereaPers.:Fr. in teleomorfno oblikBclerotinia fuckeliangde Bary) Fuckel, leta 1954
pa je Whetzel odpravilnejasnosti med rodovi in teleomorfno obliko poimeado
Botryotinia fuckeliana(de Bary) Whetzel. Ro@otrytis sestavlja prek 20 razhih vrst,
vendar vse Se nimajo znanih teleomorfnih oblik (Been Weeds, 2004; Elad in Steward,
2004). Taksonomsko je nitasta gliBatryotinia fuckeliangde Bary) Whetzel uviégna v
kraljestvo gliv, deblo Ascomycota razred Leotiomycetidae red Helotiales druzino
Sclerotinaceae

Vrste roduBotrytis so nekrotrofi, ki kot patogeni lahko okuzijo doéémega specifnega
gostitelja ali kot v primeruB. cinereazelo Sirok spekter gostiteliev. Ze leta 1968 je
MacFarlane nasStel 235 raalih gostiteljskih vrst, ki jih okuzuje vrsta. cinereain druge
vrste roduBotrytis (MacFarlane, 1968; Jarvis, 1977). Po okuzbi in dngostiteljskega
tkiva lahko gliva prezivi in sporulira kot sapro#di tvori sklerocije, ki prezivijo dolgo
casa. Gliva se v razinih habitatih lahko nahaja bodisi kot micelij, nokr in
makrokonidiji, klamidospore, sklerocij, apotecijaskospore (slika 3) (Holz in sod., 2004).
SploSen Zivljenjski cikel anamorfne oblike gliBetrytisje sestavljen iz wefaz: somatski
(vegetativni) sistem micelija, ki tvori nespolnerkdije (striktno makrokonidije), sklerocije
in mikrokonidije (spermacij). Sklerociji ponavadatnejo rasti v micelij ali konidije,
izjemoma lahko ob ustreznih pogojih preidejo v spofazo in po fertilizaciji nastane
apotecij Botryotinia teleomorfna faza). GlivaBotryotinia fuckelianav naravi redko
najdemo v spolni obliki (Beever in Weeds, 2004)pidina in najpogostejSa oblika glive
B. cinereaso konidiji, okrogli do eliptini, s kratkim vratom in brazgotino, nastalo pri
osamosvajanju od konidiofora (Tenberge, 2004). Higinso veliki 8 — 14 x 6 —@am
(Samson in sod., 2000). Ob obilju konidijev medrasdobo v vinogradu razmnozevanje
glive s spolno obliko gliveBotryotinia fuckeliana(de Bary) Whetzel s tehnolosSkega
stali€a ni pomembno (M#ek, 1990; Ellison in sod., 1998).

Bolezen se zme s primarnim ciklom glive na trti in se nadaljigeserijo sekundarnih
ciklov, ki vodijo v razSiritev bolezni (Elad in sgd2004). Pri prenosu inokuluma na
gostitelja sodelujejo razini prenasalci, kot so veter, dez in zuzelke. GBadrytis cinerea
okuzuije liste, brste, trse in grozde skozi celo [slika 3) (Samson in sod., 2000; Holz in
sod., 2003). Konidiji so glavni vir okuzbe, s katerse z&ne primarni cikel razvoja
B. cinerea Zgodaj spomladi se &aejo konidiji tvoriti na miceliju ali/in na sklerga
bodisi na gostiteljskem tkivu ali na povrSini talika 3) (ElImer in Michailides, 2004).
Gliva Botrytisraste v Sirokem temperaturnem ol@nood 1 do 32 °C, raste in se razvija pa
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tudi pri temperaturi skladi&€nja —0,5 °C. Pri optimalni temperaturi (med 132Mh°C) in
optimalni relativni vliaznosti (nad 90 %) poeeklitie konidijev v 5 do 9 urah in okuzba v
15 urah. Cel cikel od klitja do sporulacije p&#ev manj kot treh dneh (Fugelsang, 1997).
Okuzba se lahko Zae skozi listno rezo, skozi peaslk, skozi rane ali z neposredno
penetracijo skozi kutikulo (McClellan in Hewitt, 78; Ma&ek, 1990; Coertze in Holz,
1999; Coertze in Holz, 2002). Okuzbi prek nezrelibzdnih jagod oldajno sledi latentna
doba. V tem obdobju se grozdi med fazo cvetenjaatetkom zorenja razvijajo brez
zn&ilnih simptomov in patogenost se pokaze Sele, kzdjdozori. Kozica zrele grozdne
jagode in jagode v drugih fazah rasti oz. zoreejadpvol] m@na fizikalna ovira, da

prepre&i penetracijo suhemu zZfiaemu miceliju (Coertze in Holz, 1999; Coertze im.so
2001; Coertze in Holz, 2002).
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Slika 3: Predlagan Zivljenjski in bolezenski cikgive Botrytis cinereav vinogradu (Elmer in Michailides,
2004)

Figure 3: Proposed life cycle &otrytis cinereaand disease cycle of grey mould in wine and tajoépe
vineyards (Elmer and Michailides, 2004)

Vrste Botrytis okuZujejo sadje in zelenjavo tudi med skladifem ter transportom. Nia
in ¢as okuzbe sta zelo raghia pri razlénih rastlinah in njihovih delih. Simptomi se
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pokazejo kot sivo rjavo obarvanje, sivo bel do ramejav puh (micelij in konidiji) pa
raste na povrsini okuzenega tkiva (Droby in Lich&)04).

Pod dol@enimi pogoji lahko okuzba grozdnih jagod z gliBocinereapovzrai razvoj t. i.
Zlahtne gnilobe (Ribéreau-Gayon in sod., 1980; Bbag1993). Da se to zgodi v naravi,
morajo grozdne jagode dozoreti cele in neposkodavdted dozorevanjem morajo biti
ugodne tudi podnebne razmere: menjava kratkegd (B+#) vlaznega obdobja, ki omago
klitje konidijev, ter dolgega suhega obdobja (okbll dni), ki skoncentrira in pretvori
sladkorje v grozdju (Doneche, 1993). D&#oa stopnja vlaznosti (rosa, megla, prsenje) je
nujno potrebna za razvoj glive. Gliva na povrSinozgine jagode s penetracijo powiro
nastanek por, skozi katere izhlapeva voda, v griogdjodi pa se sladkorji koncentrirajo
(tudi do 360 g/l). Osmotski tlak se spremeni irviginemogadi dostop do hranil, zato se
rast gliveB. cinereaustavi. Kot vir hranil lahko gliva uporabi orgaseskisline (vinsko in
jabokno), tako v jagodi povzeo zviSanje vrednosti pH in znizanje vsebnosti osjdm
kislin. Zaradi rasti glive se zgodijo tudi drugereamembe v kendni sestavi grozdja, ki
pomembno vplivajo na kakovost sladkih vin (Doned#93).
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2.3 NACINI KONTROLE OKUZBE Z NITASTO GLIVOBotrytis cinerea

2.3.1 Samoobramba rastline

Na splosno se rastlinecijo pred patogeni s kombinacijo rasmiih mehanizmov.
Strukturne posebnosti, ki delujejo kot &me ovire, prepr&jo organizmu vstop v rastlino
in Sirjenje po njej. Biokendne reakcije v rastlinskih celicah in tkivih pa siko« za
nastanek spojin, ki so bodisi tok&se za patogena ali inhibitorne za rast patogena na/
rastlini (Dermastia, 2006).

Kombinacije strukturnih posebnosti in biokeémih reakcij, vkljitenih v obrambo rastline,
so v razlénih sistemih gostitelj-patogen raaiie. Celo pri istem gostitelju in patogenu se
lahko ta kombinacija spreminja s starostjo rastlimesto rastlinskega organa in tkiva,
prehranskega statusa rastline ter podnebja (Deanasoe).

2.3.1.1 Strukturne ovire

Strukturne ovire lahko nastanejo kot posledica odipsti in nespeciénih odgovorov na
poSkodbe (Heath, 2000; Heath, 2001; Mellersh intie2001; Heath, 2002). Pojavi se
lahko lignifikacija celéne stene (Dixon in Paiva, 1995) ali sinteza in dgex fenolnih
amidov v cekno steno (McLusky in sod., 1999). Spremenjena&calstena tako postane
fizicna ovira za penetracijo glive ali je kot vir hranduporabna.

2.3.1.2 Tvorba sekundarnih antimikrobnih metabulito

Rastlina tvori dva tipa antimikrobnih metabolitditpaleksine in fitoanticipine (van Etten
in sod., 1994; van Etten in sod., 2001; Mert-T@802). Razlika med njimi je izkljino v
tem, kako nastanejo; fitoaleksini se sintetizir@dopicijo v rastlinski celici kot odgovor
na okuzbo z mikroorganizmom, medtem ko so fitogmtic prisotni v rastlini ze pred
stikom z mikroorganizmom. Moge je, da ista kemina snov sluzi kot fitoaleksin in/ali
fitoanticipin celo v isti rastlini (van Etten in ¢9 1994; van Etten in sod., 2001).
Sekundarni antimikrobni metaboliti se po kémistrukturi in nginu delovanja med sabo
zelo razlikujejo. Sem spadajo: resveratrol in drstgbeni (piceid, pterostilbeni, viniferini)
ter proantocianidini pri vinski trtig-tomatin in saponini pri listih ter nezrelih paraakih,
kukurbitacini pri kumarah, @ah in jagevcih, tulipalini pri tulipanih, tsibulini préebuli in
drugi (van Baarlen in sod., 2004).
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2.3.1.3 Proteini, povezani s patogenezo (ang. p&Rogenesis-related proteins)

S patogenezo povezani (PR) proteini predstavljagnaliko skupino proteinov, ki jih
tvorijjo rastline v patoloskih oz. podobnih razmeraRazdeljeni so na osnovi
aminokislinskega zaporedja, serolosSkih povezav glede na njihovo encimatsko in
bioloSko aktivhost (van Loon in van Strien, 1999ré&va, 2005). PR-proteini so
nizkomolekularni proteini z molekulsko maso, manggb50 kDa, so topni in stabilni pri
nizki vrednosti pH (<3), so termostabilni in odpiona delovanje proteaz (van Loon in van
Strien, 1999; Edreva, 2005). Primarno nastajajoseén kopéijo v celicnih stenah in
vakuolah (van Loon in van Strien, 1999). Nastandk-piPoteinov sprozijo fizikalni
drazljaji (poSkodbe, UV-B-sevanje, osmotski Sokzkai temperatura, pomanjkanje in
presezki vode) ali kemijski drazljaji (salicilnagl@krilna in magobne kisline, anorganske
soli) in tudi rastlinski hormoni (van Loon in varrign, 1999; Edreva, 2005). Fitohormoni
(avksini, giberelini, citokinini, etilen in nekatedrugi) posredno vplivajo na dovzetnost
rastlin za okuzbo s patogenom. Biosinteza, traispmtabolizem in delovanje hormonov
vplivajo na ravnotezje hormonov v celici gostitaljas tem na dovzetnost za okuzbo (van
Loon in van Strien, 1999; Sharon in sod., 2004 gkdy 2005).

Pomembna skupna lastnost vseh PR-proteinov jevgiffiongicidno delovanje. Nekateri
PR-proteini imajo tudi antibakterijsko, insekticamematicidno in antivirusno delovanje
(van Loon in van Strien, 1999; Edreva, 2005). Bggmeznih proteinih je fungitoksiost
zelo razléna, prav tako je razinha tudi specifina encimska aktivnost, ki se lahko razlikuje
tudi do 250-krat glede na posamezen substrat. Ydgugorisoten PR-protein hitinaza ima
zelo visoko botriticidno aktivnost (van Loon in v8irien, 1999).

2.3.2 Kemkgna kontrola

Kemi¢na kontrola oz. uporaba fungicidnih sredstev jevglan&in, s katerim lahko
zmanjSamo pojav, rast in razvoj gliv na rastlindlemicna kontrola se je razsirila sredi
in Staub, 1996; Rosslenbroich in Stuebler, 2008)z&iranje sive plesni in drugih bolezni,
ki jih povzratajo glive Botrytis, se uporabljajo t. i. botriticidi. NajpogostejSicirauporabe
je razprSevanje kerega sredstva na rastline. Doziranje fungicidnéustev je raztino:
2000— 3000 g/ha do 400-500 g/ha. Tudi Steviloirtnet na sezono se pri raatih
sredstvih razlikuje: od enega ali dveh pa tudi dbkot dvajset tretiranj (Leroux, 2004).
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Sintetine botriticide delimo glede na ¢ia delovanja v pet skupin (Leroux, 2004):

Fungicidi, ki vplivajo na respiracijo ditiokarbamati (tiram, mankozeb, maneb) N-
trihalometiltio fungicidi (kaptan, folpet), kloramili (klorotalonil), fenilpiridinamini
(fluazinam), strobilurini (strobilurin A, azoksistrin, metaminostrobin). Stevilne skupine
fungicidov motijo dotok energije in s tem M zavirajo rast konidijev. Predvsem gre za
fungicide z veéstranskim delovanjem (ang. multi-site), ki inhilpirarazlicne encime s
tiolno skupino, vkljgene v respiracijo celice. Za ustrezehnek so potrebne zaporedne
aplikacije sredstev visokih odmerkov — tudi do 2@0@a (Leroux, 2004).

Antimikrotubulinski toksikanti benzimidazoli (tiabendazol, karbendazim, benamiiq
skupina fungicidov ne preptieklitia konidijev, vendar Ze pri nizkih koncentigh (500
g/ha) zavira rast 0z. podaljSevanje hif in po¢ardeformacije kiinih hif (Leroux, 2004).

Spojine, ki vplivajo na osmoregulacijdikarbosimidi (klozolinat, iprodion, procimidon,
vinklozolin), fenilpiroli (pirolnitrin, fenpiklonil fludioksonil), aromatski ogljikovodiki
(dikloran, kvintozen, o-fenilfenol). Inhibirajo takvzklitje kot rast micelija, hkrati pa tudi
povzraitajo morfoloSke spremembe &tie hife (otekanje, pokanje in razvejanje)
(Rosslenbroich in Stuebler, 2000). Fludioksonilog 30- do 40-krat bolj tok&n od
dikarboksimidov, vendar so odmerki za obe druziongicidov podobni: 500 ¢
fludioksonila/ha in 750 g dikarboksimida/ha (Lero@g04).

Fungicidi, katerih tokshost je zavirana z aminokislinarmanilinopirimidini (ciprodinil,
pirimetanil). In vitro Studije so pokazale, da anilinopirimidini omo zavirajo
podaljSevanje kiéine hife priB. cinerea vendar je vpliv na rast micelija zelo odvisen od
sestave hranilnega substrata (Leroux, 2004). Zatask aminokisline, posebno metionin,
je dokazano, da zavirajo fungito&sost anilinopirimidinov (Rosslenbroich in Stuebler,
2000). Anilinopirimidini prepré&ijo izlocanje hidrolitenih encimov (npr. proteaz, celulaz,
lipaz, kutinaz), ki sodelujejo pri okuzbi. Uporah)f) se koncentracije od 200 do 1000 g/ha
(Leroux, 2004).

Inhibitorji biosinteze sterolav alilamini (terbinafin), tiokarbamati (tolnaftat),
hidroksianilidi (fenheksamid). Med sabo se razlgfojglede na mesta delovanja, lahko
delujejo kot inhibitorji epoksidacije, demetilagijeedukcije ali izomerizacije. Ti razhi
fungicidi ne prepréujejo klitja konidijev, vendar pri nizkih koncentigah (750 g/ha)
zavirajo podaljSevanje Kine hife in rast micelija (Rosslenbroich in Stuepl2000;
Leroux, 2004).

Da je za8ita pridelka pred vrstamiBotrytis ucinkovita, je treba preventivno uporabljati
botriticide v koncentracijah, visjih od tistih, lde jih uporablja proti drugim glivam
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(Leroux, 2004). Pri pridelavi sadja je uporaba ttictdov tik pred trgatvijo ali po njej oz.
pred obiranjem ali po njem zelo zaZelena, vendaajemejena in v nekaterih drzavah
zaradi toksikoloSke nevarnosti prisotnih ostankaeppvedana (Cabras in sod., 1999;
Cabras in Angioni, 2000). V primeru proizvodnje aimpa uporaba botriticidov pred
trgatvijo vpliva tudi na primarno mikrofloro kvasovn s tem na zsetek fermentacije
(Cabras in Angioni, 2000). Pomemben je tudi pojdparnosti, ki je povezan z nekaterimi
klasicnimi  botriticidi, tudi z benzimidazoli, fenilkarbaati in dikarboksimidi
(Rosslenbroich in Stuebler, 2000; Leroux, 2004)otdpa kemine kontrole je zaradi
razvoja odpornosti glive na raatie botriticide in negativnega javnega mnenja ongejen
Zato so sprejete omejitve uporabe nekaterih sredstebdobju pred trgatvijo (Leroux,
2004). V prihodnosti bo prav tako kot danes Se wedelika potreba po novejSih in
ucinkovitejSih botriticidih, vendar se raziskave usja@ tudi v razvoj drugih moznosti:
bioloSka kontrola, uporaba rastlinskih aktivatorjgensko spremenjene rastline odporne
na bolezni in drugo (Leroux, 2004).

Kemi¢na kontrola se uporablja tudi za &i&$ sadja po obiranju oz. trgatvi. Grozdje in
drugo sadje se do porabe (prodaje, pakiranja msp@rta) hrani v hladilnicah in drugih
zaprtih sistemih, kjer je bolezen lazje nadzorov@#idje je tako shranjeno pri temperaturi
0 °C, ki je ze eden od omejitvenih dejavnikov zataaek bolezni. Kljub temu lahko gliva
B. cinerearaste tudi pri nizkih temperaturah; bolezen seogtm pojavi pri daljSem
skladi€enju (nad 60 dni). Poleg hlajenja se v kontroliraimnosferi kot omejitveni faktorji
uporabljajo Zveplov dioksid (Franck in sod., 200®8tanol (Lichter in sod., 2002;
Karabulut in sod., 2003; Karabulut in sod., 2004r&bulut in sod., 2005b), kalijev sorbat
(Karabulut in sod., 2005b), natrijev bikarbonat (&aulut in sod., 2003; Karabulut in sod.,
2005a), hitosan (Bhaskara Reddy in sod., 2000; &®lem in sod., 2003; Ait Barka in
sod., 2004; Bautista-Bafios in sod., 2006), in tlmievanje z Zarki UV-C (190- 280 nm)
(Nigro in sod., 1998).

2.3.3 Biokontrola

Biokontrola je definirana kot uporaba naravnih ogpremenjenih organizmov,
mikroorganizmov, genov ali genskih produktov, ki amjsajo Skodo, nastalo zaradi
delovanja Skodljivcev, in za&gijo pridelke ter koristne organizme (SingletonSainsbury,

1996).

Biokontrolna _&tivnost (BKA) je n&in, s katerim biokontrolni organizmi delujejo.
Mogacih je ve& mehanizmov delovanja npr. kompeticija (tekmovaagehrano in prostor,
tvorba inhibitornih spojin, izléanje encimov, ki razgrajujejo cé&fio steno Skodljivcev, ali
spojin, ki sprozijo obrambne mehanizme rastlinee€El 2003b). Biokontrola je zanimiva
nadomestna moznost za konvencionalne metode, sajksobni biokontrolni agenti man;
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zahtevni za okolje, njihov kompleksenc¢ima delovanja pa zmanjSa moznost za razvoj
odpornosti (Elad in Steward, 2004).

Nitasta glivaBotrytis cinerege zelo tekmovalna, ker so kaljenjeckie hife, podaljSevanje
hif in rast micelija ter okuzba zelo odvisni od mitaKonidiji so oktutljivi na antibiotine
snovi in liticne encime, ki jih tvorijo mikroorganizmi, saj zaajio Klitje in lizirajo klicne
hife. Zaviranje bolezni z biokontrolnimi mikroorgami tako temelji na zmanjSanju
saprofitne sposobnosti patogene glive, zmanjSaag8injanja spor, zmanjSanju virulence
0z. inducirane resistence (Elad in Steward, 20@84)kontrolni mikroorganizmi lahko
uporabljajo razline mehanizme posamezno ali kombinirano:

Modifikacija lastnosti rastlinskih povrsin

Nekateri mikroorganizmi lahko spremenijo vlaznasstlinske povrSine, kar je znano za
povrsinsko aktivne bakterije rodeseudomonaga tudi za vrst@acillus brevis Ce take
vrste mikroorganizmov nanesemo na mokro povrSieokapljice vode razprSijo in se
hitreje posusSijo. S tem se obdobje povrSinske datirskrajSa in se poslétio zmanjSa
tudi cas, primeren za okuzbo z gli® cinerea(Elad in Steward, 2004).

Vezava na povrsino patogena

Biokontrolna aktivnost je lahko povezana oz. zaatela se biokontrolni mikroorganizmi
vezejo na povrSino gostiteljske celice, tj. patagn organizma. Ta mehanizem igra
pomembno viogo pri interakcijah na &slem nivoju (ang. cell-to-cell) med glivami in
drugimi mikroorganizmi. Antagonistna kvasovka&ichia guillermondiise veZe oz. pripne
na hifo glive B. cinerea. Biokontrolni mikroorganizmi spremenijo proteinskategriteto
(soli, proteaze, itd.) in nekatere sladkorje, tgkepreijo vezavo patogene glive na
gostitelja. Pri drugih vrstah kvasovRlfodotorula glutinisin Cryptococcus albidysje
vezava na konidije glive. cinereapovezana s tvorbo fibrilarnega materiala (Elad in
Steward, 2004). Verjetno gre za polisaharidni ekstiularni matriks in za vkljievanje
lektinu podobnih snovi.

Kompeticija — tekmovanje za hrano in prostor

Bakterije, kvasovke in druge nitaste glive lahkbilirajo patogene glive s kompeticijo za
hranila, kot so dusik, ogljik, makroelementi in moklementi. ZmanjSanje koéine hranil
zmanjSa hitrost klitja spor patogene glive in &geni rast micelija ter tako zmanjSa Stevilo
okuzenih mest in posleftio omeji nekroze rastlinskega tkiva (Elad in Stely&004).
Sposobnost hitre naselitve mesta posSkodbe je pomeemlastnost biokontrolnih
mikroorganizmov, ki jo lahko uporabimo pri okuzbstiebla, pecljev in pecékov z glivo
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B. cinerea Podobno strategijo uporabljajo tudi pri posSkodbahranah, nastalih med
skladi€enjem. Razline vrste kvasovk imajo zmozZnost kompeticije za &ram prostor,
zato jih uporabljajo pri z&#i sadja in zelenjave (Roberts, 1990; Mercier ifisoh, 1994).

Parazitizem

Razliéni mikroorganizmi lahko parazitirajo Stevilne vrgkv vecinoma s tvorbo encimov
razgradnje cethe stene gliv (ang: CWDEs - cell wall degradingyemes) (Wisniewski in
sod., 1991; Elad in sod., 1996). Med bolj znaneapé&azite spadajo vrsierihoderma
Gliocladiumin Pythium Pythium periplocune agresiven mikoparazit, saj z njim okuzen
micelij glive B. cinereani sposoben okuziti grozdja (Paul, 1999a; Paul,9b%9Encim
razgradnje cetne stene gliv, ki jih mikroorganizmi tvorijo, so gavsem proteinaze,
mananaze, laminarinaze in hitinaze (Elad in Stey2004).

Tvorba inhibitornih spojin

Antibiozo sta kot néin biokontrole za razthe mikroorganizme opisala Andrews (1992) in
Whipps (1997). Pomen iréinke inhibitornih snovi, ki jihin vitro v naravnih ekosistemih
tvorijo antagonisti, je tezko predvideti. Vrsteihoderma Gliocladiumin nekatere vrste
Penicillium so pogosti producenti antibiotikov, ki reducirdjbtje konidijev in s tem
nastanek posSkodb. Razvoj odpornosti pri nitastvigB. cinerea omejuje uporabo
biokontrolnih agentov, ki proizvajajo antibiotikéléd in Steward, 2004).

ZmanjSevanje patogenosti

Gliva B. cinereasintetizira hidrolittne encime, kot so ekso- in endopoligalakturonaze,
pektin metil esteraze, pektat liaze, hitinagel,3-glukanaze in kutinaze. Aktivhost teh
encimov je v prvi fazi interakcij med gostiteljem patogenom odtwina za potek okuzbe.

V prisotnosti sevaTrihoderma harzianumT39 se je encimska aktivnost omenjenih
encimov zmanjSala (Elad in Steward, 2004). Baldkirrisev tvori proteaze, ki poleg
encimske aktivnosti zmanjSujejo tudi klitje spor posledéno zavirajo razvoj in potek
okuzbe (Elad in Steward, 2004).

Zaviranje tvorbe inokuluma patogene glive

Nastanek inokuluma patogene glive skozé wiklov bolezni je pomemben dejavnik za
epidemiologijo bolezni. Zato je za razvoj in Sijgrbolezni bistveno zaviranje tvorbe
inokuluma (Elad in Steward, 2004). Nekateri mikiggorizmi zavirajo sporulacijo glive
B. cinereana jagodah (Peng in Sutton, 1991).
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Induciranje odpornosti rastlin

Inducirana odpornost je pomembenrtinabiokontrole v vegetativnih tkivih rastlin in je
lahko inducirana lokalno ali sistemsko. Induciraistemska odpornost, ki jo sprozijo
mikroorganizmi (nepatogeni mikroorganizmi — sagrpfnrtve celice kvasovk ter bakterij
in drugi), lahko zasti rastlino pred talnimi ali listnimi patogeni (&d in Steward, 2004).

Kombinacija mehanizmov

N&tini delovanja antagonisiih kvasovk po trgatvi vkljgujejo kompeticijo za hrano in
prostor, neposreden parazitizem in mehanizem ingloei odpornosti (Elad in Steward,
2004), ki hkrati inducira tudi odpornost rastlipprnpovea se aktivnost hitinaze i1,3-
glukanaze v sadju (Ippolito in sod., 2000; Drobgad., 2003).
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2.4 BIOKONTROLNI MIKROORGANIZMI

Idealen biokontrolni mikroorganizem

— mora biti genetsko stabilen,

— mora biti @inkovit v nizkih koncentracijah in proti Sirokempektru patogenih
organizmov na raainih gostiteljskih tkivih,

— mora imeti enostavne prehranske zahteve,

— mora preziveti v neugodnih okoljskih razmerah,

— mora rasti na poceni substratih v fermentorjih,

— mora biti odporen na pesticide,

— ne sme biti patogen za gostitelja in ne sme tiyanoduktov, potencialno tok&iih za
¢loveka,

— mora biti kompatibilen z drugimi kegmimi in fizikalnimi n&ini kontrole bolezni

(Spadaro in Lodovica Gullino, 2004).
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Poleg tega od dobrega biokontrolnega mikroorganipnt@akujemo, da bo mimo zaviral
rast oz. imel visoko biokontrolno aktivnost ter da Wwinkoval takoj (Sansone in sod.,

2005).

Iskanja in razvoja mikrobnega antagonista se j@zlicnih laboratorijih po svetu lotilo e
raziskovalcev. Na trz&&, predvsem v Ameriki in Aziji, so Ze registrirakomercialno

dostopni biokontrolni proizvodi (preglednica 1) &8lin Steward, 2004):

Preglednica 1: Komercialni biokontrolni proizvo#igssoth in Schnirer, 2003; Elad in Steward, 2004)
Table 1: Commercial biocontrol products (Passoth&chnirer, 2003, Elad and Steward, 2004)

Komercialno ime

proizvoda Biokontrolni mikroorganizem
BINAB Trichoderma harzianurm nitasta gliva
T. polysporum
MYCOSTOP Streptomyces griseoviridis61 bakterija
PLANTSHIELD Trichoderma harzianuri22 nitasta gliva
SERENADE Bacillus subtilisQST 713 bakterija
TRICHODEX Trichoderma harzianurii39 nitasta gliva
BOTRY-ZEN Ulocladium oudemansii nitasta gliva
ASPIRE Candida oleophild-182 kvasovka
BIO-SAVE Pseudomonas syringae bakterija
YIELDPLUS Cryptococcus albidus kvasovka
AQ-10 Ampelomyces quisqualis kvasovkam podobna gliva

SPORODEX Pseudozyma flocculosa kvasovkam podobna gliva
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Od komercialno dostopnih biokontrolnih proizvodda s1ia trzisu samo dva na osnovi
kvasovk,ceprav imajo kvasovke ¢@mo od navedenih Zelenih lastnosti. V zadnjih lesth

je prowtevanje novih biokontrolnih mikroorganizmov usmenaazvoj kvasovk, ki bodo
predvidoma v nekaj letih prisSle na t&S (Segal in sod., 2002; Spadaro in Lodovica
Gullino, 2004). Véina kvasovk z biokontrolno aktivnostjo spada mekbtamenovane
nekonvencionalne kvasovke, njihov genetski sisteg@ ni tako dobro préen kot pri
vrsti S. cerevisia¢Passoth in Schnurer, 2003).

2.4.1 VrstaCandida oleophila

Biokontrolno aktivnost kvasovk vrst€andida oleophilaproti razlgnim vrstam nitastih
gliv (Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Monilinia fricola, Rhizopus stolonifer,
Geotrichum candidumn vet vrst rodu Penicillium) na razlénih vrstah sadja (citrusi,
hruske, jabolka, nektarine, namizno grozdje) irezglve {eSnjev paradiznik) so dokazali
razliécni raziskovalci (Mercier in Wilson, 1994; Mercian Wilson, 1995; Janisiewicz in
Jeffers, 1997; McGuire, 2000; Droby in sod., 20Qarabulut in sod., 2002; Segal in sod.,
2002; Spadaro in sod., 2002; Droby in sod., 200@yjeten mehanizem biokontrolnega
delovanja je kompeticija za hrano in prostor teluikcija obrambnih odgovorov gostitelja
(Passoth in Schnurer, 2003).

V patentiranem izdelku ASPIREje »aktivna tinkovina« kvasovkaCandida oleophila
izolat 1-182, ki inhibira rast Skodljivih glixte se jo po trgatvi nanese na sadje, zelenjavo,
ali druge pridelke in okrasne rastline v rastlinfjakNeugodnih oz. Skodljivih dinkov
nima, saj se uporablja predvsem v zaprtih prostimi tokséna ali patogena za Zivali.
Uporablja se za sadje in druge povrSine rastlidi, poSkodovane, kjer kvasovikzandida
oleophilaizolat 1-182 zavira rast glive. Uporablja se karprSilo ali kopel. Pripravku se
lahko dodajo kendni fungicidi, ki pove&ajo fungicidni @&inek. Glede na izvedene teste
toksiénosti ni nevarnosti zé8oveka (Droby in sod., 1998).

2.4.2 VrstaMetschnikowia pulcherrima

Biokontrolno aktivnost kvasovk vrstdletschnikowia pulcherrimana rast nitastih gliv
(Botrytis cinerea, A. niger, Penicilllum expansumyrst Alternaria in Monilia) so
raziskovalci dokazovali predvsem na jabolkih, jegjodn Kkiviju, kjer naj bi Slo za
tekmovanje za hrano ter prostor (Piano in sod.718®0k in sod., 1999; Guinebretiere in
sod., 2000; Spadaro in sod., 2002; Passoth in $e&hnBA003; Bleve in sod., 2006).
Raziskovalca Nguyen in Panon (1998) sta dokazala, jel lahko mehanizem
biokontrolnega delovanja te kvasovke posledicab®opulherimina. Kendna struktura
tega pigmenta in njegova zmoznost vezave Zelebdgedkrita Ze leta 1953 (Kluyver in
sod., 1953). Pulherimin oz. njegov prekurzor dehajko, da iz medija veze Zelezo, kar
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posledéno vodi v njegovo pomanjkanje v okolici. To pomaanle je najverjetneje vzrok
za zimocidno obnaSanje kvasovkk pulcherrima Dodatek FeGl (50 mg/l) v medij z
nizko vrednostjo pH zavira zimocidno delovanje teagovke. Inhibitorni vpliv pa ima
kvasovkaM. pulcherrimatudi na kvasovkdS. cerevisiader na kvasovke rodofichia,
Kluyveromyces, DebaryomyadesCandida(Nguyen in Panon, 1998).

2.4.3 Kvasovke roduPichia

Biokontrolno aktivnost kvasovkeichia guillermondiiin njene anamorfne oblikéandida
guillermondii na rast nitastih gliv so razhi raziskovalci dokazali na jabolkih, breskvah,
nektarinah, namiznem grozdju, citrusih, jagodaltuish na zitaricah (Lima in sod., 1999;
Zahavi in sod., 2000; Guetsky in sod., 2002; Draxgefn Schnurer, 2005).

Za kvasovkdPichia anomalaso dokazali, da ima biokontrolno aktivnost naitamd nitaste
glive na skladi&nih jabolkih, vinski trti in shranjenih zitaricaMehanizmi, s katerimi
deluje kot biokontrolni mikroorganizem, vkfujejo kompeticijo za hrano in prostor,
tvorbo in izla&tanje encimov za razgradnjo ¢ele stene ter tvorbo zimocinov (Masih in
sod., 2000; Zahavi in sod., 2000; Fredlund in sp@02; Druvefors in Schnurer, 2005).

Kot biokontrolno sredstvo deluje kvasovkachia membranifaciensia razléne nitaste
glive na nektarinah in breskvabesnjah (Qin in sod., 2004), jabolkah (Santos in.,sod
2004; Chan in Tian, 2005) ter na vinski trti (Masihsod., 2001; Masih in Paul, 2002).
Mehanizma delovanja sta predvsem tvorba incege encimov za razgradnjo cele
stene gliv ter tvorba zimocinov (Walker in sod.9%9Masih in sod., 2001; Masih in Paul,
2002).

2.4.4 Crna kvasovkaAureobasidium pullulans

Aureobasidium pullulandeluje biokontrolno tako, da tekmuje za hrano iospor ter tvori
encime za razgradnjo cétie stene (eksohitinaze l,3-glukanaze) (Lima in sod., 1999;
Janisiewicz in sod., 2000; Castoria in sod., 20@ipkontrolno aktivnost na razie
nitaste glive so dokazali na jagodah (Lima in s4997),¢eSnjah (Schena in sod., 2003;
Ippolito in sod., 2005), jabolkih (Ippolito in sed000; Castoria in sod., 2001), grozdju
(Castoria in sod., 2001; Schena in sod., 2003)derinski trti (Masih in sod., 2001; Masih
in Paul, 2002).
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2.4.5 VrstaSaccharomyces cerevisiae

Kvasovke vrstéSaccharomyces cerevisige uvr§ene med tako imenovane GRAS (ang.
generally regarded as safe) organizme, vendar jeaz@dmo, da je lahko kvasovka
S. cerevisiagpatogena z&loveka, predvsem za bolnike z oslabelim imunskisteshom
kot posledice bolezni ali operativnih posegov (Mwyrpn Kavanagh, 1999). Raziskovalka
Gognies je s sodelavci (2001) dokazala, da so eeksgvi patogeni za vinsko trto, saj
lahko tvorijo invazivne psevdomicelije, ki penetjo v rastlinske celice, povatajo
pocasnejSo rast trte, lahko pa powdjo tudi, da rastlina odmre. Kot biokontrolni
mikroorganizem deluje tako, da tekmuje za hranprostor, tvori hlapne spojine (etanol)
ter sintetizira zimocine (ang. killer toxins).

2.4.6 Kvasovke bazidiomicetnih rodov

Bazidiomicetna kvasovka vrst€ryptococcus albidusje v komercialnem izdelku
YIELDPLUS® in deluje predvsem kot bioprotektor proti nitagfivi B. cinerea na
kumarah, paradizniku, fizolu in jagodah v rastlkija Mehanizem delovanja je predvsem
tekmovanje za hrano (Passoth in Schnurer, 2003).

Vrsta C. laurentii ima biokontrolno aktivhost. S kompeticijo za hramo prostor ter
stimulacijo obrambnega mehanizma gostitelja dehgerast razéinih nitastih gliv na
jabolkih, hruskah, breskvah, kiviju in citrusih @aria in sod., 1997; Lima in sod., 1999;
Zhang in sod., 2005).

Kvasovke vrsteRhodotorula glutinisso sposobne zavirati rast patogenih gliv na jabplk

jagodah, kiviju, citrusih in hruskah. Mehanizmi anja so kompeticija za hrano in
prostor, tvorba sideroforov v obliki rodotoréie kisline ter sprozitev obrambnega
mehanizma gostitelja (Castoria in sod., 1997; Limaod., 1999; Calvente in sod., 2001;
Passoth in Schnirer, 2003; Sansone in sod., 2005).
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2.5 PRIMARNA POPULACIJA KVASOVK NA GROZDJU

Na grozdju je prisotna meSana populacija kvasowk.zTgrozdja prehajajo v most, kjer
imajo vodilno vliogo pri fermentaciji mosta v vin&léet, 1993; Fleet, 1998; Pretorius,
2000; Fleet, 2003a). Raatia sestava populacije kvasovk na grozdni jagodaisneje v
mosStu je odvisna od trgatve (letnika) in tudi odigih dejavnikov, kot so geografska
lokacija, starost vinske trte, sorta grozdja, Ztlgrozdja ob trgatvi, mehanske poskodbe
grozdja (zaradi ptev, insektov ali/in nitastih gliv), fizioloSka ineknijska kompatibilnost
vrste kvasovk s povrsino grozdja (adhezivnost na3mo grozdne jagode, metabolizem
dostopnih hranil ...), toleranca na okoljske stré@eenperatura, alasna susSa, svetloba,
sevanje ...), toleranca na ke&me inhibitorje, ki izvirajo iz grozdja in uporabijdn
fitofarmacevtskih sredstev (vrsta&as uporabe fungicidov) (Barnett in sod., 1972;
Davenport, 1974; Rosini in sod., 1982; Yanagidaaa., 1992; Fleet, 1993; Martini in
sod., 1996; Fleet, 1998; De La Torre in sod., 1988rtimer in Polsinelli, 1999; Pretorius
in sod., 1999; Fleet in sod., 2002; Fleet, 2003sd®r in sod., 2006).

Na nezrelih grozdnih jagodah je populacija kvasmanjsa od 1dcfu/cnf. Previadujejo
nefermentativne vrste rodd®hodothorula CryptococcusPichia in Candida, poleg njih
pa so prisotne tudi vrst8porobolomycesSporidiobolusin Rhodosporidium(Davenport,
1974; Rosini in sod., 1982; Fleet, 1993; De La &omrsod., 1999). Prisotna je lahko tudi
¢rna kvasovkaureobasidium pullulansatere izvor so tla (Fugelsang, 1997).

Z zorenjem grozdja se paie tudi populacija kvasovk na grozdju na*1ad cfu/cnf.
Vrste kvasovk Candida, Pichia, Hanseniaspora, Cryptococcus, Rbaadla,
KluyveromycesAureobasidium pullulanki so bile prisotne na nezrelih grozdnih jagodah,
so ve&inoma prisotne tudi na zrelih grozdnih jagodah (®é#rin sod., 1972; Davenport,
1974; Rosini in sod., 1982; Longo in sod., 1991na@da in sod., 1992; Martini in sod.,
1996; Mikli¢ in sod., 2002; Mills in sod., 2002; Raspor in s&D06), vendar na teh
Stevikno prevladajo vrste rodowanseniasporéloeckera, ki predstavljajo 50— 70 %
celotne populacije, ter vrst®letschnikowia(Fleet in sod., 2002; Fleet, 2003a; Fleet,
2003b). Nguyen in Panon (1998) trdita, da kvasaMvieschnikowia pulcherrimaavira
rast v& vrst kvasovk, vkljdno sSaccharomyces cerevisiae

Na prezrelih in/ali poSkodovanih grozdnih jagodathgnila, ki so sicer varno shranjena v
notranjosti jagode, dostopna za mikrobno rast. Raga kvasovk takrat naraste prek
10° cfu/cnt, naraste pa tudi populacija bakterij (ocetno- ilesmokislinskih) ter nitastih
gliv (De La Torre in sod., 1999; Mills in sod., Z00rournas in Katsoudas, 2005). Na takih
grozdnih jagodah so poleg vr&€andida stellata Hanseniaspora uvarutidloeckera
apiculatg Metschnikowia pulcherrimay velikem Stevilu tudi vrste rodoRRhodotorula
Pichia, Cryptococcus, Aureobasidium pullulafiglikli ¢ in sod., 2002) ter fermentativne
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vrste kvasovkSaccharomycem Zygosaccharomycg&anagida in sod., 1992; Martini in
sod., 1996; Torok in sod., 1996; Pretorius in sd899; van der Westhuizen in sod., 2000;
Schuller in sod., 2005).

O prisotnosti vodilne kvasovke alkoholne fermen&cs. cerevisiaev vinogradu so
razlicni raziskovalci objavili nasprotu§a si mnenja. Nekateri trdijo (T6rok in sod., 1996;
Pretorius in sod., 1999), da je grozdna jagodavearair te kvasovke, medtem ko so drugi
(Davenport, 1974; Rosini in sod., 1982; Yanagidasod., 1992; Vaughan-Martini in
Martini, 1995; Martini in sod., 1996; Mortimer inoRinelli, 1999; Raspor in sod., 2006)
imeli velike teZave pri izoliranju kvasovke iz nang@ga okolja in verjamejo, da sta glavni
vir vinarska oprema in vinska klet. ¥lea se strinja, da je najverjetneje grozdje primarn
vir kvasovkeS. cerevisiaeyendar je njihovo Stevilo tako majhno (< 10— 16@an?), da
jih je tezko dolgiti z navadnimi izolacijskimi tehnikami (Yanagida sod., 1992; Martini
in sod., 1996). Raziskovalca Mortimer in Polsinglli999) menita, da je kvasovka
S. cerevisiagrisotna samo na eni od ttsgrozdnih jagod. Za uspesSno izolacijo te vrste je
potrebna uporaba obogatitvenih tehnik (T6rok in.sb€96; Pretorius in sod., 1999; Fleet
in sod., 2002).

V most preidejo kvasovke ob trgatvi z grozdne jagad opreme vinograda in iz vinske
Kleti ter tudi s prenosom prek rok tege. Zaradi predvidljivega poteka in hitrosti
alkoholne fermentacije mnogo vinarjev uporablja dpndaja selekcionirane kvasovke.
Zazelene lastnosti kvasovk, ki se jih uporablja kobokulum, so: velika hitrost
fermentacije, sposobnost popolne fermentacije sigaldo konca (brez ostankov sladkorja
Vv vinu), visoka toleranca oz. nealijivost na etanol, temperaturna toleranca, toleaama
SO, sposobnost ponovnega zagona zaostale fermentsggeobnost tvorbe glicerola in
drugih sestavin, pomembnih za posebne arome viasobnost flokulacije (da jih je
mogaie enostavno odstraniti, zlasti pri proizvodnji pghevin) (Boulton in sod., 1996).
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2.6 MEDSEBOJNO VPLIVANJE - INTERAKCIJE

Ze tisaletja rastline, glive in drugi organizmi v narawitsvajo in pri tem razvijajo ter
spreminjajo n&ine medsebojnega vplivanja, ki so lahko bodisi ragut (0), koristni (+) ali
pa untujoci (=) (preglednica 2).

Preglednica 2: Interakcije med mikroorganizmi itiwgnega mikroorganizma na drugega (Stopar, 2006)
Table 2: Interactions and effects between two noigganisms (Stopar, 2006)

Mikroorganizem Mikroorganizem
A B
0

INTERAKCIJA

Nevtralizem
Komenzalizem
Amenzalizem
Sinergizem
Simbioza
Kompeticija — -
Antagonizem 0/+ -
Predatorstvo + -
Parazitizem + -

+ + o o ©O
|+

+

Nevtralizem predstavlja pomanjkanje interakcij medema populacijama. To je
interakcija, ki je zelo tezko dokazljiva. @hjnejSa je,ce obe populaciji mirujeta (npr.
spore). Ugotovimo jo lahko med populacijama, kimsiano oddaljeni ali zelo razrédni
in je kompeticija minimalna, ali med populacijarkauporabljata razéine substrate in zato
med sabo ne tekmujeta (npr. baktekigetobacillusin Streptococcus jogurtu).

Komenzalizem je odnos, v katerem ima ena popul&ajasti, druga pa nima niti koristi
niti Skode. Take interakcije so med organizmi pogosaj sprememba okolja kot posledica
rasti enega mikroorganizma poveirdoljSo rast drugega mikroorganizma. Spremembe
vkljuc¢ujejo pretvorbo netopnih snovi v topne, transpoivs iz enega podega v drugo,
pretvorbo substrata z ekstracelularnimi encimi, kimog@&ajo rast drugega
mikroorganizma, ali pa tvorbo in sptahje metabolitov v okolje (npr. kvasovka
Saccharomyces cerevisigpro$a riboflavin, ki ga bakterijd.actobacillus caseporablja

za rast).

Amenzalizem je interakcija, ki je Skodljiva za epopulacijo, za drugo pa je nevtralna.
Pojavi se takrat, kadar ena vrsta mikroorganizmo@¢ kRormalen produkt lastnega
metabolizma tvori spojine, ki zavirajo rast druggpplacije. Ko se tak organizem naseli v
dolocenem okolju, lahko onemogo prezivetje drugemu. Tak primer je proizvodnja
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alkohola ali mléne kisline, poraba kisika ali njegova tvorba, tworantibiotikov ali
bakteriocinov, ki prepkgjo rast druge vrste.

Sinergizem je odnos, v katerem imata obe vrsti ogkganizmov koristi, vendar povezava
ni obvezna (obligatorna). Gre za sodelovanje meshdvpopulacijama, kjer obe opravita
proces, ki ga vsaka zase ne bi zmogla.

Simbioza je odnos, v katerem sta dve vrsti odwlsnga od druge,od skupnega bivanja pa
imata obe koristi. Odnos omogo obema prezivetje v razmerah, ki onentego
prezivetje posamezni populacigeprav lahko v drugmih razmerah ti dve populaciji
uspesno Zivita keno.

Kompeticija je interaktivha povezava med dvema pokganizmoma, ki oba potrebujeta
isti limitirajo¢i okoljski faktor za rast. Vzrok za tako interakcijmed razknimi
mikroorganizmi je pomanjkanje hranil in prostoram@govalca v takem odnosu ne d@o
samo hitrejSa izraba substrata, ampak tudi bofjEanca na nastajae stresne faktorje.
Te lastnosti so navadno posebne glede na vrstqdaaeni, da v takem okolju prihaja do
izlo¢anja dveh sorodnih vrst. Ker se razmere v okoljoeh@o spreminjajo in so raéhi
organizmi razkno prilagojeni na spremenjene razmere, lahko plmeoobstoja v istem
okolju.

Antagonizem se povezuje s pojavom Vv fitopatolodfjer gre za zaviranje normalne rasti
patogenega organizma za rastlino z drugim orgamznkot so bakterije in glive.

Predatorstvo je interakcija, ki je za zrtev — plesodna, saj jo plenilec poje. Ta odnos je v
primerjavi s parazitizmom kratek. Predatorske glprek senzorjev zaznajo bakterijsko
kolonijo in usmerijo rast glive v smer bakterijelocijo spojine, ki lizirajo bakterije,
sintetizirajo asimilacijske hife in jo ufijo.

Parazitizem je odnos, v katerem je predator magSplena. Pri tem ima ena populacija
korist na r&un druge, ki je oSkodovana. Parazitizem je vezarkarabinacijo parazit-
gostitelj in ima pomembno viogo pri kontroli gostjske populacije. Parazitizem se lahko
pojavi tudi med dvema mikroorganizmoma, npr. baj@dahko parazitirajo druge vrste
bakterij, glive ali alge; glive lahko parazitiragdge ali druge vrste gliv. Hiperparazitizem
je proces, v katerem organizem napada primarnegeifm Tak primer so mikoparaziti:
ene vrste gliv parazitirajo micelij, konidije aliue strukture za prezimitev drugih gliv.
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2.6.1 Sistem trta-grozdje-vino

V ekosistemu trta-grozdje-most-vino je medsebojplovanije prisotno na \eravneh:

» med rastlino oz. rastlinskimi deli in mikrooorgamiz

» med razlénimi mikroorganizmi; npr. med razhimi nitastimi glivami, kvasovkami,
mlecnokislinskimi  bakterijami, ocetnokislinskimi  bakij@mi, mikovirusi in
bakteriofagi (Fleet, 1993; Pretorius, 2000; Flgé03a);

» med mikroorganizmi iste skupine: npr. med kvasovkaazlicnih rodov, vrst in
sevov.

Bakterije, nitaste glive in kvasovke so del prinearmikroflore grozdja in imajo
pomembno viogo pri fermentaciji mosta v vino temkéni sestavi vina (Fleet, 2003a).
Njihovo medsebojno vplivanje je v vinarstvu pomemppredvsem v smislu rezultatov teh
interakcij, ki so bodisi spodbujaje ali zavirajée za rast dokene vrste ali seva. Zgodnja
rast kvasovk v mosStu povzfioporabo hranil, s tem pa postane vino kot okoberast
drugih mikroorganizmov manj ugodno. Metaboliti, fri tem nastajajo, so lahko za
nekatere vrste tok&ii.

2.6.1.1 Medsebojno vplivanje med kvasovkami in eajtmi

V mikrobiologiji vina sta pomembni predvsem dve i bakterij: jabotno-
mlec¢nokislinske in ocetnokislinske bakterije.

Med jabotno-mlenokislinskimi bakterijami so poleg vrst®enococcus oeniki vodi
jabokno-mleEnokislinsko  fermentacijo, najpomembnejSe vrsteactobacillus in
PediococcugFleet, 1993; Lonvaud-Funel, 1996; Fleet, 2008&)visno od rodu in vrste
so jabotno-mienokislinske bakterije zmozne heterofermentativretyarbe sladkorjev v
mlecno kislino, etanol in C@ali homofermentativne pretvorbe sladkorjev, kjastaneta
mlecna kislina in CQ (Henick-Kling, 1993; Osborne in Edwards, 2005).

Med ocetnokislinskimi bakterijami so pogoste vratetobacterin Gluconobacter(Fleet,
1993; Fleet, 2003a; Osborne in Edwards, 2005),akkd na zé&etku fermentacije v
ustreznih pogojih prevladajo in omejijo rast virsKivasovk, kar up&asni dokoganje
alkoholne fermentacije, v nekaterih primerih paocejeno zaustavitev (Sponholz, 1993).
Ocetnokislinske bakterije pretvarjajo sladkorje wdtu v ocetno kislino (Osborne in
Edwards, 2005).

Interakcije med njimi se Zaejo Ze v vinogradu, na grozdju, Se zléstje to poSkodovano
(Fleet, 1998; Fleet, 2003a; Fleet, 2003b). Oblika tip interakcij ter njihov obseg je
predvsem odvisen od naslednjih dejavnikov: kombjaagpletenih sevov kvasovk in
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bakterij, poraba in spréa@nje hranil kvasovk in/ali bakterij, zmoZnost kvasan/ali
bakterij, da tvorijo metabolite, ki delujejo stimatbrno ali toksino (Henschke in Jiranek,
1993). Fizikalno-kemijski pogoji (nizka vrednost ptisoka vsebnost etanola, prisotnost
zveplovega dioksida, malo hranilnih snovi), ki @asjo v mladem vinu kot posledica
alkoholne fermentacije, ustvarijo stresne pogojeasabakterij (Alexandre in sod., 2004).

Nastanek etanola med fermentacijo je dejavnik,dkive na hitrost rasti méaokislinskih
bakterij. Rast bakterij na ¢etku fermentacije je inhibirana ze pri 4 % (v/ivamtla
(Alexandre in sod., 2004). Z mwim in hitrim z&etkom fermentacije kvasovk se primarna
populacija bakterij (manj od f0cfu/ml) zmanjsa oz. odmre. Kasneje, po dami
fermentaciji mosta v vino, ko kvasovke odmrejo ekrejo avtolizirati, lahko ponovno
zasledimo razmah populacije bakterij (CharpentrerFeuillat, 1993). Rast bakterij je
odvisna od vrednosti pH, temperature in koncerjgatastalega etanola. Pri sorazmerno
visoki vrednosti pH (nad 3,5), temperaturi 19-20ifi(ri nizji koncentraciji etanola (pod
13 %) je rast optimalna. Inhibicija rasti se pojavi vrednosti pH pod 3, temperaturi pod
17 °C in koncentraciji etanola nad 14 % (Lonvaudéiy1995). Po normalnem &sku
jabokno-mleEnokislinske fermentacije se lahko ta naenkrat usiavse ¢ez nekaj dni
ponovno z&ne. Ta pojav je posledica interakcije oz. okuzbmame populacije bakterij z
bakteriofagi (Lonvaud-Funel, 1995).

Sposobnost kvasovk8accharomyces cerevisiada tvori SQ, je sevno specifna in
odvisna od sestave medija (Romano in Suzzi, 1998fina sevov lahko tvori do
30 mg SQ/, so pa tudi taki, ki tvorijo we kot 100 mg/l (Rauhut, 1993). Pri teh
interakcijah sodeluje tudilovek, saj je pred Zaetkom fermentacije potreben dodatek,SO
ki prepr&i oksidacijske reakcije in zavira rast bakterijsk®pulacije, predvsem
ocetnokislinskih bakterij (Romano in Suzzi, 1993r@te in sod., 2002).

Srednje verizne masbne kisline (heksanojska, oktanojska, dekanojskaoidekanojska)
lahko inhibirajo tako kvasovke kot bakterije. Polegejene rasti bakterij lahko te
magobne kisline tudi zmanjSajo sposobnost razgradapmljne kisline pri jabaino-
mlecnokislinskih  bakterijah. Koncentracije dekanojskaslike pod 12,5 mg/l in
dodekanojske kisline pod 2,5 mg/l lahko stimuliggosplivajo na malolak#no aktivnost
bakterij, viSje koncentracije pa imajo obratetinek in ma@&no zavirajo rast bakterij
(Alexandre in sod., 2004).

Manoproteini lahko vezejo srednje verizne tude kisline, ki jih tvorijo kvasovke rodu
Saccharomyced\jihova odstranitev pomeni detoksifikacijo medilazjo rast bakterij.
Hidroliza manoproteinov kvasovk in/ali drugih makrolekul in polisaharidov z
mlecnokislinskimi bakterijami lahko pova prehransko vrednost medija in tako stimulira
rast ml€nokislinskih bakterij (Farias in Manca de NadraQ@QAlexandre in sod., 2004).
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Kvasovke inhibirajo rast bakterij tudi s tvorbo iakterijskih metabolitov (Fleet, 1998;
Alexandre in sod., 2004), vendar je 0 tem znanedzo§ malo.

Poleg ze omenjenih dejavnikov, ki inhibirajo raskkterij, je treba omeniti tudi povsem
osnovnega. Po uspesSno Kani fermentaciji, ki jo vodijo kvasovke, je medijmoSt o0z.
mlado vino glede hranil zelo osiromaseno, zlastidgl vitaminov ali aminokislin (npr.
arginin), ki so esencialne za rast bakterij.

Stimulacija rasti bakterij s kvasovkana v primerjavi z inhibicijo njihove rasti mnogo
man] raziskana. Pojav stimulacije rasti bakterijp@vezan z avtolizo kvasovk (Fleet,
1998), ob kateri se sprostijo duSikove spojine.sbgudi sicer v vinu, vendar je njihova
vsebnost odvisna od sorte grozdja, zrelosti groaljagatvi, gnojenja trte z dusikom in od
seva kvasovk, ki je vodil fermentacijo (Henschkeliranek, 1993). Poslegha avtolittna
aktivnost kvasovk med staranjem usedline lahko pobm® vpliva na koncentracijo
dusSikovih spojin vkljgno z aminokislinami, peptidi in proteini (Martin@&oadriguez in
sod., 2001; Alexandre in sod., 2004).

Tudi druge makromolekule, kot so glukani in mandgira, se sprostijo med avtolizo
(Charpentier in Feuillat, 1993) in tudi Ze prej nsamno fermentacijo, njihova sprostitev v
vino pa je odvisna od seva kvasovk ter vinarskenikeh (Alexandre in sod., 2004).
Biomasa kvasovk lahko sluzi tudi kot bioadsorbenhase veze tok8ie snovi (kovinske
ione, fenole iz grozdja)Proteolittni in pektoliticni encimi, ki se sprostijo ob avtolizi
kvasovk, lahko hidrolizirajo proteine in pektine grozdja in tako tvorijo substrat za rast
drugih vrst (Charoenchai in sod., 1997).

Inhibitorno delovanje migokislinskih bakterij na rast kvasoyked koncem fermentacije
je povezano s pretvorbo ogljikovih hidratov v oaetislino, ki zmanjSa kakovost vina
(Fleet, 1998). Bakterije lahko inducirajo razgradeglcne stene kvasovk; dokazana je
prisotnost zunajceine B-1,3-glukanazne aktivnosti pri bakterijah (Alexamdn sod.,
2004). Mlgnokislinske bakterije tvorijo bakteriocinom podohinaibitorje rasti kvasovk.
PospeSena hitrost umiranja kvasovk je povezana osbdv inhibitornih bakterijskih
metabolitov (antibiotikov) (Alexandre in sod., 2004

Poleg metabolitov, ki jih tvorijo bodisi kvasovkedisi bakterije, so lahko interakcije med
njimi tudi fizikalne Znane so skupne flokulacije (Peng in sod., 20@kypne ko-
sedimentacije in tvorbe skupnih agregatov ter awinv (Fleet, 1998; Alexandre in sod.,
2004).

Quorum sensinge pojav, ko bakterije zaznavajo gostoto lastrieakterijske populacije.
Opisan je Ze za ¥erodov, vrst in sevov bakterij. Medsebojno zazngaemelji na
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nenehni tvorbi majhnih kalin signalnih molekul, ki se sprégo v okolje in jih bakterije
zaznavajo. Zunajceina koncentracija signalnih molekul je odvisna odtgte celic. Ko je
kriti¢na koncentracija signalne molekule presezena zhraidine gostote celic (quorum) v
okolju, se navadno sprozi a@li odgovor z indukcijo transkripcije genov (Millen
Bassler, 2001; Voloshin in Kaprelyants, 2004; Meielh sod., 2006). Komunikacija med
grampozitivnimi  bakterijami poteka drugga kot pri gramnegativnih bakterijah.
Gramnegativne bakterije uporabljajo nizkomolekutarsubstanco, naj¢krat N-acil
homoserin lakton, kot feromon o0z. signalno molekul@rampozitivne bakterije
komunicirajo tako, da izkajo majhne (Wasih modificirane) oligopeptide ali proteine.
Signalne molekule regulirajo veliko Stevilo procesocelici, kot so tvorba antibiotikov,
agregacija celic, tvorba kapsul, izémje proteinov, tvorba biofilma, in tudi konjugaxij
sporulacijo, virulenco itd. (Bassler, 1999; Volaslm Kaprelyants, 2004; Mueller in sod.,
2006).

Nekatere vrste bakterij tvorijo siringotoksine, &b fitotokséni, in siringomicine, ki
inhibirajo rast gliv (Woo in sod., 2002).

2.6.1.2 Medsebojno vplivanje med kvasovkami instdaylivo

Interakcije med kvasovkami in nitastimi glivami gatnejo Ze v vinogradu, kjer glive
povzraajo poskodbe grozdja. Na tej stopnji so mimgorazltne interakcije med
kvasovkami in nitastimi glivami, ki vplivajo na kakost mosta in vina. Okuzba grozdnih
jagod z nitastimi glivami spremeni biokemo sestavo in s tem pogoje za rast kvasovk na
grozdju in kasneje med fermentacijo (Fleet, 2003a).

Nekatere vrste gliv, ki so prisotne na grozdjuktakvorijo ohratoksin A, ki je zéloveka
kancerogen in povza bolezni ledvic (Battilani in Pietri, 2002), zakagere kvasovke pa
je toksten (Tateo in Bononi, 2001; Sage in sod., 2002)er8 se spremeni primarna
mikroflora grozdja. Poleg ohratoksina A tvorijo \gi rodov Botrytis Aspergillus in
Penicillium tudi druge metabolite (predvsem manoproteineakirajo rast kvasovk med
fermentacijo (Doneche, 1993). Glive tvorijo tudi nppembno koktino B-glukanov, ki
posredno vplivajo na aktivnost kvasovk.

Rast oz. prisotnost gliv na grozdju vpliva tudi papulacijo ocetnokislinskih bakterij.
Zaradi veéje populacije je v@a tudi tvorba ocetne kisline in drugih metabolitdu
zavirajo rast in razvoj kvasne populacije med fartaeijo (Fleet in Heard, 1993; Fleet,
1998; Fleet, 2003a).

Za zagotovitev dobre kakovosti grozdja vinogradnijgorabljajo raztine fungicidne
pripravke, ki so iz razthih kemijskih skupin in specifno delujejo na klitje spor, zavirajo
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podaljSevanje konidioforov in zavirajo rast micgliglive B. cinerea(Forster in Staub,
1996; Rosslenbroich in Stuebler, 2000). Nekatengiftidna sredstva delujejo inhibitorno
tudi na rast fermentativnih kvasovk, kar lahko povkz zamik fermentacije (Cabras in
sod., 1999; Cabras in Angioni, 2000yS, 2005). Nekatere vrste kvasovk, ki so tudi sicer
na povrsini sadja, imajo mino biokontrolno aktivnost v primerjavi z drugimiingdimi
(Guinebretiere in sod., 2000; Fleet, 2003a; Fl2ed3b). Posamezni sevi kvasovlichia
anomalain P. membranifaciensahko na vinski trti preptgo rast sive grozdne plesni
B. cinerea(Masih in sod., 2000; Masih in sod., 2001; MasitPaul, 2002). Dokeni sevi
kvasovke Aureobasidium pullulangmanjSajo hitrost rasti gliv8. cinereana jabolkih,
jagodah in grozdju (Lima in sod., 1997; Schenaad.s1999; Castoria in sod., 2001;
Ippolito in sod., 2005). Raziskovalca DruveforsSohnurer (2005) sta testirala 58 vrst
(116 sevov) kvasovk, izmed katerih je sedem vrstskvk zmanjSalo hitrost rasti glive
Penicillium roquefortiina pSerinih zrnih v silosih Guinebretierjeva je s sodelavci (2000)
za kvasovki Candida reukaufiiin Metschnikowiapulcherrima podobno dokazala na
jagodah. Mehanizmi, prisotni pri interakcijah meadag&ovkami, flamentoznimi glivami in
bakterijami, so vd&inoma Se neznani. lztanje encimov (1,3-glukanaze) za razgradnjo
celicne stene gliv (Masih in sod., 2001; Masih in P2002), kompeticija 0z. tekmovanje
za hrano in prostor (Spadaro in sod., 2002; Spadardodovica Gullino, 2004),
predatorstvo (Lachance in Pang, 1997; Lachancetann@r, 1998), tvorba zimocinov
(Walker in sod., 1995) so mogianehanizmi biokontrole. Vendar raziskovalca Drwrsf
in Schnurer (2005) povezave med biokontrolno akijo kvasovk ter njihovo
kompeticijo za hrano in prostor ali tvorbo zimoom@ primeru glive Penicillium
roquefortiina pSertinih zrnih v silosih nista dokazala.

Kvasovke med alkoholno fermentacijo tvorijo etanolk katerega so nitaste glive
obtutljive Ze pri majhnih koncentracijaeprav v vinu ne prezivijo, lahko rastejo tako na
zunanji kot na notranji strani lesenih sodov pa nal plutastih zamaskih (Fleet, 1998).
Zmozne so torej pobirati ostanke hranil v okoljuizko koncentracijo etanola. Poleg
estetskega problema njihove rasti na takih povisSigatvorba senzamo nezazelenih
metabolitov zelo velik problem (Lee in Simpson, 39Pereira in sod., 2000). Predvsem
kloroanizoli (2,4,6-trikloroanizol in drugi anizgJiklorofenoli, geosmin, guajakol in drugi
(Lee in Simpson, 1993; Pereira in sod., 2000),rkhpjajo v vino, ustvarjajo neustrezno
aromo in okus vina po pluti, plesni, gnilem, zermjpo lesu (Pereira in sod., 2000).

Nekateri proteini nitastih gliv zavirajo rast kvako(Doneche, 1993). Glivotrytis
cinereatvori »botriticin«, glikoprotein, ki inhibitorno pliva na nekatere vrste kvasovk
(npr. Rhodotorula (Fleet in sod., 2002). In obratno — proteini &&d stene kvasovk,
predvsem 1,B-glukani, lahko vezejo mikotoksine, ki jih tvorijoitaste glive. Na koncu
fermentacije — pri pretakanju vina se toksini &jmin odstranijo (Fleet, 2003a).
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2.6.1.3 Medsebojno vplivanje med r&nimi rodovi/vrstami/sevi kvasovk

Interakcije med raztnimi vrstami in sevi kvasovk se &#jo Ze na grozdju. Gre predvsem
za kompeticijo za hrano in prostor. Rezultat tdlriakcij vpliva na naravno mikrofloro, ki
bo po trgatvi sprozila zatek fermentacije. Od primarne mikroflore je odwasali se bo
fermentacija sploh zela, ali bo potekala @gasneje ter ali bo potekla burno in hitro. Potek
fermentacije je bistven za nastanek metabolitovadtvka S. cerevisiaeje vodilna
kvasovka alkoholne fermentacije, vendar so Saecharomyceskvasovke tiste, Ki
fermentacijo  zé&nejo. Kvasovke rodov Hanseniaspora/Kloeckera, Candida
Metschnikowia Pichia, Hansenulain Kluyveromycesna z#&etku fermentacije poleg
etanola in CQ tvorijo t.i. sekundarne metabolite (glicerol, $¢@bne Kkisline srednje
dolzine (G—Ci2) in njim ustrezne etilestre, aldehide in ketonettali viSje alkohole in
organske kisline (ocetna kislina)), ki prispevajednzornim lastnostim vina. Znano je,
da so heksanjoska, oktanojska in dekanojska kisbkaicne za kvasovkd. cerevisiae
(Viegas in sod., 1989). Po 2 do 3 dneh fermentakgekoncentracija etanola naraste nad
5% (v/v), se zaradi d@otljivosti na etanol populacija kvasovk spremenia Mtanol
ob¢utljive neSaccharomycesvrste zé&nejo odmirati, Saccharomyceskvasovke pa
postanejo dominantne in zakdjjo proces (Fleet, 1998; Romano, 200%Je se
fermentacija zakljé prehitro in so v vinu prisotni ostanki nepovredegjadkorja (nad 2— 5
g/l), to predstavlja okolje za rast drugih vrst &vek. VrsteSchizosaccharomyces pombe
Zygosaccharomyces baii Z. fermentatimajo tudi visoko toleranco na etanol (nad 10 %)
in so znane kot kvarljivke vina (Fleet, 2003a).

Kompeticijsko-antagonistni odnos se pojavlja v primeru kvasovk, ki o eksotoksine
(Young, 1987; Fleet, 1998). Eksotoksini, po ké&misestavi proteini ali glikoproteini,
lahko ubijejo celice kvasovk iste ali sorodne vrstese imenujejo zimocini (ang. killer
toxins) (Shimizu, 1993). Po fenotipu delimo kvasevka zimocidne (ang. killer yeasts),
obxutljive (ang. sensitive yeasts) in nevtralne (amgutral yeasts). Zapis za zimocin se pri
razlicnih kvasovkah nahaja na razlih mestih. Pri kvasovkbaccharomyces cerevisiga
najdemo na dvoverizni RNA (dsRNA) in je viden v virusom podobne delce. Pri
kvasovkah rodowichia in Kluyveromycesse nahaja na linearnem plazmidu, pri vrsti
Candida glabratgpa je zapis kodiran z geni na kromosomu (Golutk®98). Zimocidnost
je bila dokazana za ragtie seve vrst&accharomyces cerevisi&et tudi za druge ne-
Saccharomycesvrste Pichia, Candida, Rhodotorula, Hansenula, Debaryoesyc
Cryptococcus, Torulopsis, Trihosporam Zygosaccharomyce@Vickner, 1974; Wickner,
1976; Young, 1987; van Vuuren in Jacobs, 1992; &hiyri993; Izgu in sod., 1997; Chen
in sod., 2000; Ciani in Fatichenti, 2001; Zagorcsod., 2001; Flegelova in sod., 2002;
Marquina in sod., 2002; Weiler in Schmitt, 2003;n@ni in sod., 2004a; Comitini in
sod., 2004b; Izgu in Altinbay, 2004; Novotna in s&D04; Pfeiffer in sod., 2004; Santos
in Marquina, 2004; Izgu in sod., 2005; Izgu in $d2D06). Zimocini oz. killer toksini
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delujejo na senzitivne celice na ré&nk n&ine, kot so inhibicija prepisovanja DNA,
indukcija sprememb membranske permeabilnosti, aaiieV celéne delitve v fazi G1,
lahko pa tudi vpliva na sintezo a@le stene tako, da inhibifal,3-glukan sintazo. Vplivi
ekoloskih dejavnikov (vrednost pH, temperatura, neta kovinski ioni, NaCl in
koncentracija sladkorjev) na tovrstno interakcgorgso popolnoma pojasnjeni. Vkijtev
NaCl v medij m@no poveéa senzitivnost celic na killer toksin in hkrati &z spekter vrst,
ki jih toksin lahko prizadene (Llorente in sod.,9Y9 Fleet, 1998). Zunanji sloj cétie
stene kvasovk je sestavljen predvsem iz mananopootep-1,3-glukanov inp-1,6-D-
glukanov ter hitina (Fleet, 1991). Vse te kompogreiahko delujejo kot primarna vezna
mesta in receptorji za raZtie zimocidne encime.

Pojav predatorstvo 0z. nekrotrofni parazitizem fe rptastih glivah znan od leta 1992
(Lumsden, 1992), nekaj let kasneje sta ta pojagsad@iLachance in Pang (1997) tudi pri
kvasovkah. Dokazala sta, da sedem vrst kvasownfizpenetrira v celico druge kvasovke
in jo ubije. Se v& ugotovila sta, da je predatorstvo teh kvasovkegamo z njihovo
potrebo po organskem zveplu, saj niso zmozne igktrsulfata kot edinega vira zvepla.
Kvasovke vrstSaccharomyces cerevisiae, Pichia membranifaciectsiz&accharomyces
pombe, Aureobasidium pullulans, Metschnikowia kibis druge so okutljive na eno ali
vec vrst predatorskih kvasovk (Lachance in sod., 2000)

2.6.1.4 Razlike med tekon in trdnim substratom

Rast in razvoj kvasovk v tekem ekosistemu (most-vino) so raziskovali in Seskagejo
Stevilni raziskovalci. Medtem ko je o okoljskih saih, ki vplivajo na rast in razvoj
kolonije na trdnih substratih (grozdje), Se vednwarega zelo malo. V homogenem
tekaiem mediju imajo vse celice enake pogoje in lahksteja neovirano, dokler ne
nastane splosno pomanjkanje hranil ali dokler regame dovolj velika kotina stranskih
produktov, ki zavirajo rast. Heterogeni trdni megip predstavljajo mikroorganizmom
dodatne izzive za rast (Malakar in sod., 2002). ¥vke se, kadar rastejo na trdnih
substratih, organizirajo v kolonije, ki so po videzelo razkne. Pomembna razlika med
tekadim in trdnim substratom je v dostopnosti hranilldzaj postane Se bolj zapleten, ko
se v zéetni fazi rasti celice Zmejo koptiti ena na drugo, tako da niso vse celice znotraj
ene kolonije enako oddaljene od hranil (Meunie€hoder, 1999). Med razvojem se okoli
kolonije kvasovk stalno tvori gradient tako hrarki, se sproti porabljajo, kot tudi
metabolitov, ki nastajajo (Palkovéa in sod., 199@tkBvéa in Forstova, 2000). Vg kot je
kolonija, veje so zahteve po dovajanju hranil do celic v sreklionije ter po odvajanju
nastalih metabolitov na rob kolonije. Poleg tegag&etna koncentracija inokuluma celic
na povrsini trdnega gojia zelo pomembna, saj déiprostorsko porazdelitev kolonij. V
tem kontekstu so torej pomembne interakcije medmdvali v& kolonijami (ang. inter
colony) in tudi znotraj ene kolonije (ang. intralawy) (Malakar in sod., 2002). Kadar je
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zaetna koncentracija ¥@, so kolonije blizje, nastajajoprodukti pa zanejo vplivati na
rast sosednje kolonije. Kolonije zato zrastejo sase je z&etna koncentracija manj3a,
so kolonije med sabo bolj oddaljene in lahko zjastecje, preden z&nejo komunicirati s
sosednjo kolonijo, hkrati pa postanejo interakeipdtraj kolonije pomembnejSe (Malakar
in sod., 2002).

Mogo¢ mehanizem prehoda hranil do bolj oddaljenih cefiotraj ene kolonije je pasivni
kapilarni prehod hranil skozi pore cale stene kvasovk (Meunier in Choder, 1999). Ni
znano, ali in kako celice komunicirajo med seboptzsy kolonije in ali obstaja kakSna
hierarhija med Stevilnimi celicami v eni kolonif)i posamezne celice tvorijo ter izZhgo
kakSne snovi, ki sodelujejo pri organizaciji kol@ni Meunier in Choder (1999) sta
dokazala hierarliho obnaSanje celic znotraj kolonije. Celice na itvxdsubtstratih rastejo
dvofazno. Prva faza je faza hitre rasti, kjer deeealelijo podobno hitro kot v eksponentni
fazi rasti v tekéem mediju. Na koncu eksponentne faze rasti pa pemaankolonija hitro
preide v pdasno rast. V tej drugi fazi so razlike med celicamsredini in tistimi na
obrobju kolonije. Celice v sredini kolonije preidey stacionarno fazo rasti, medtem ko je
nadaljno rast posameznih celic mégaaslediti le na periferiji kolonije. Dokazala stali,

da kadar je na ploesve¢ kot 200 kolonij, te ne preidejo v drugo fazo ragtimveé vse
vstopijo v stacionarno fazo.

Leto kasneje sta Varon in Choder (2000) ugotowdije kolonija kvasovk&. cerevisiae
organizirana enota. Organiziranost kolonije je @ z njeno starostjo — starejSa kot je
kolonija, bolj so celice znotraj kolonije urejerm@ganiziranost celic pa se p@wge tudi od
roba proti notranjosti kolonije. Prisotnost povealovh fibril sta ugotovila pri tri tedne
starih kolonijah. Te naj bi imele poleg funkcijeveaovanja celic v organizirano mrezo
tudi sposobnost sprejemanja in prenosa signalokafja in v okolje. Mogoée je tudi, da
sodelujejo pri prenosu hranil in produktov od epnedduge celice (Varon in Choder, 2000).

V zadnjemcasu je vse Weraziskav usmerjenih h komunikacijam med kolonijamai
daljavo (ang. long-range). Znan je pojav feromogskeaznavanja gostote celic (ang.
quorum sensing) pri bakterijah (Miller in Bassl@Q01), kjer bakterije komunicirajo s
pomazjo nizkomolekularnih spojin. Pri kvasov&iandida albicange molekula zaznavanja
gostote celic farnesol, ki sprozi signal inhibiciy@rbe biofilma (Ramage in sod., 2002).
Pri kvasovkah so Palkova in sodelavci (1997) dolkazkapni amoniak kot eno od
signalnih molekul komunikacije, ki ga kolonije kwa& oddajajo v impulzih (Palkova in
sod., 1997; Palkova in Forstova, 2000; Zikanovsod., 2002; Palkova in Vachova, 2003).
Kolonija v stiku s hlapnim amoniakom odgovori ztfastvorbo amoniaka, ne glede nato v
kateri fazi razvoja se trenutno nahaja (Palkov&/@athova, 2003). Posleattio pride do
hkratne inhibicije rasti sosednjih kolonij. Te namanjSajo tvorbo amoniaka, ponovno
rast pa usmerijo v prosto smer (Palkova in sod971%alkova, 2004). Tak tia
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komunikacije in usmerjeno rast kolonij so odkriti pazlicnih rodovih kvasovk. Razien

je bil le ¢as, v katerem se je pri kvasovkah iste vrste tgivppokazal (Palkova in sod.,
1997; Palkova in Forstova, 2000; Palkova in sod022 Zikanova in sod., 2002; Palkova
in Vachova, 2003). Podobno funkcijo naj bi imelitbékarbonat (Ohkuni in sod., 1998).
Zaznavanje gostote lastne populacije ondagspecif¢tne odgovore celotne populacije pri
regulaciji fizioloSkih procesov, kot so sintezaibidtikov, tvorba biofilma in drugo.
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2.7 CILJI RAZISKOVANJA IN DELOVNE HIPOTEZE

Namen dela je bil ugotoviti, ali imajo ragtie vrste in sevi kvasovk, ki so naravno prisotne
v ekosistemu trta-grozdje-most-vino, biokontrolhkbianost in ali te kvasovke zavirajo rast
nitaste gliveBotrytis cinereaPers., prav tako avtohtono prisotno v vinogradutrtiain
grozdju. V ta namen smo préli nakljuéno izbrane seve razhih vrst kvasovk, izoliranih

z razleénih geografskih lokacij v Sloveniji.

Kvasovke in druge glive, prisotne na grozdju, zlitmemi mehanizmi vplivajo na
medsebojno rast in razvoj. Izho&Sraziskovalne hipoteze temelji na malo genem
podraiju medsebojnega vplivanja med kvasovkami na trdnaediju in njihovega
biokontrolnega delovanja na rast nitaste glive.r&ziskovalnem delu smo se osreddio
na pregdevanje teh interakcij. Ugotavljali bomo tudi prisost signalnih molekul
komunikacije med kolonijami kvasovk raztih vrst.

Pridobljene ugotovitve bodo pomembno prispevale azumevanju pojavnosti 0z.
prisotnosti primarne populacije vinskih kvasovkgliv Ze na grozdju ter interakcij med
njimi. Spoznanja s tega podja bodo uporabna tudi SirSe v naravnem okolju, i
uporaba kvasovk kot biokontrolnih agentov velik lemalni potencial.

Postavili smo naslednje hipoteze:

Hipoteza 1:
Nekatere vrste in/ali sevi kvasovk imajo biokontmlaktivnost, s katero zavirajo rast
nitaste glive.

Hipoteza 2:
Med kvasovkami in glivo prihaja do interakcij medlénijami na daljavo in med celicami
v neposrednem stiku.

Hipoteza 3:
Pri interakcijah med kolonijami sodelujejo signalm®lekule proteinske narave, katerih
tvorba je odvisna od pogojev v okolju ter od steprgzvoja kolonije.
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3 METODE IN MATERIALI
3.1 METODE

3.1.1 Priprava vzorcev

Izbrane seve kvasovk (priloga A) shranjene v Zbimkiustrijskih mikroorganizmov (ZIM,
2007) smo nacepili na gof8 za revitalizacijo (YM agar). Po inkubaciji smooecepilno
zanko tri do pet dni starih celic prenesli v epiteve fizioloSko raztopino. Suspenzijo celic
v epruveti smo premesali z vrémkom. Suspenziji celic kvasovk smo spektrofotondats
izmerili opticno gostoto pri valovni dolzini 650 nm in poenotliednost z dodatkom
fiziolodke raztopine ali pa z dodatkom celic kvasoa 0,2. Stevilo celic tako pripravljene
suspenzije smo nato preSteli pod mikroskopom z alpor Blrker-Turkovega
hemocitometra (Brand). Suspenzijo celic kvasovk gmgravili do ustrezne koncentracije
celic.

Seve nitaste glivotrytis cinereashranjene v ZIM smo prav tako najprej revitaliliira
Nacepili smo jih na PDA hranilni medij (poglavje23.4), in inkubirali 15 dni, da se je
micelij glive lepo razrasel, ter da so hifeeke tvoriti spore. Zréni micelij s sporami smo
nato s pinceto prenesli v epruveto s fizioloSkotapmmo in premesali na vritmiku.
Spektrofotomettino smo izmerili optino gostoto, Stevilo spor pa smo presteli pod
mikroskopom z uporabo Biurker-Turkovega hemocitomeBrand). Suspenzijo spor
nitaste glive smo pripravili do ustrezne koncenjespor/ml.

3.1.1.1 Dolganje skupnega Stevila celic kvasovk in spor nitgbte

Na Biurker-Turkov hemocitometer smo dali 15 pl vidiaski raztopini pripravljene
razredene suspenzije celic kvasovk ali spor nitaste glirR@d mikroskopom smo presteli
Stevilo celic 0z. spor in Stevilo izrazili kot skupStevilo celic 0z. spor na ml (eta 1).

N=XxRxf e

N— skupno Stevilo celic oz. spor v 1 ml vzorca; evilo celic oz. spor prestetih v
kvadratu; R— faktor razrédve vzorca,; f— Burker-Turkova konstanta, odvismhabhma@ja
Stetja (f = 2,5 x 19
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3.1.2 Dol@&anje vpliva biokontrolne aktivnosti in vitro

3.1.2.1 Dol@anje BKAIn vitro med kvasovko in nitasto glivo na daljavo

Biokontrolno aktivnost (BKA) raztinih vrst 0z. sevov kvasovk (priloga A) na rast stiéa
glive B. cinereasmo spremljali na sinténem trdnem goji&u NYDA (ang._utrient yeast
dextrose_gar), ki smo ga pripravili po postopku opisanem oglavju 3.2.3.2. Princip
enostavnega testa je na daoi razdalji, na plad s sinteténim goji&em, nacepiti oba
mikroorganizma (Spadaro in sod., 2002). Na 90 mrmi Pé&o smo 20 mm od roba
ploXe v ravnicrti s cepilno zanko nanesli tri do pet dni stardokgo kvasovk, na piko
32 mm stran od linije kvasovk in od roba @e$a smo s pipeto nanesli kapljico (50 pl)
suspenzije spor nitaste glive {ipor/ml) (glej sliko 5). Test smo izvajali v treh
paralelkah. Po inkubaciji pet do sedem dni pri @5 ko je micelij glive dosegel rob
plo&e, smo merili tri razdalje (slika 5):

1... biokontrolna aktivnost kvasovke oz. zavirargsti micelija nitaste glive v smeri proti
kvasovki;

2... radialna rast micelija nitaste glive proti kaaki;

3... radialna rast micelija nitaste glive proti ugho&e.

Slika 5: Dola@anje biokontrolne aktivnostn vitro. V CRTO je nanesena posamezna kolonija kvasovk, kot
PIKA je nanesena suspenzija spor nitaste glivanlRabaciji smo merili razdalje: 1, 2, 3.

Figure 5: Biocontrol activity measurementvitro. On a LINE each yeast colony was inoculated, BOF
filamentous fungi spore suspension was inoculatéfier incubation distances 1, 2, 3 were
measured.

Z en&bo 2 smo izraunali odstotek biokontrolne aktivnosti kvasovk aatmitaste glive.



37

Mikli ¢ Milek D. Vpliv biokontrolne aktivnosti kvasovk nmast nitaste glivotrytis cinereaPers..
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiehniSka fakulteta, Interdiscipl. podipl. Studiptehnologije, 2007

razdaljal
(razdaljal+razdalja2)

Biokontroha aktivnost(%o) =

(2)

Podatke o biokontrolni aktivnosti za vse testiraeege smo s programom Microsoft Excel
tudi statisttno obdelali (average, SD).

3.1.2.1.1 Vpliv razlinih goji& na biokontrolno aktivnost kvasovk

S testom, opisanim v poglavju 3.1.2.1, smo ugaddivijpliv petih sintettnih goji& na
biokontrolno aktivnost kvasovk. Sintétia trdna goji&a YM, YPDA, WYPDA, NYDA in
KD smo pripravili po recepturah opisanih v poglavfi.2.2 in 3.2.3. Pri testiranju vpliva
gojis¢ smo uporabili nitasto glivo z ZIM oznako F58, mesemi sevi kvasovk pa smo
izbrali kontrolno kvasovkd@andida oleophilaviontrocher ter po tri predstavnike izbranih
Stirih vrst kvasovk z biokontrolno aktivnostjo (Bda A).

3.1.2.2 Dol@anje BKAIn vitro med kvasovko in nitasto glivo v cétiem stiku

Na plo&ah z razknima sintettnima gojifema (NYDA in PDA) smo ugotavljali vpliv
celicnega stika (ang. cell-to-cell contact) med aitni sevi nitaste glive (preglednica 6)
ter izbranimi sevi kvasovk (preglednica 25), ki nlaj bil eden od mehanizmov
biokontrolne aktivnosti.

Vpliv celicnega stika smo ugotavljali tako, da smo kot primmaamos na povrsSino trdnega
gojis¢a nanesli bodisi suspenzijo celic kvasovk z delm koncentracijo (test A), ali pa
suspenzijo spor nitaste glive z dédmo koncentracijo (test B). Na povrSino posusenega
primarnega nanosa pa smo nato v detdh ¢asovnih intervalih nanesli ali suspenzijo spor
nitaste glive (pri testu A) ali suspenzijo celicakovk (pri testu B).

Po skupni inkubaciji smo spremljali radialno rastaste glive na trdnem gofig8 s
primarnim nanosom kvasovk v primerjavi z rastjopha&ti brez kvasovk (pri testu A) oz.
rast kolonije kvasovk na pl&Ss primarnim nanosom nitaste glive v primerjaviastjo
kolonije na plo&i brez nanosa nitaste glive (pri testu B) sedmi, ceto pa Se 15. in 30.
dan. Poskus smo izvajali v treh paralelkah.

3.1.2.2.1 Test A — primarni nanos suspenzije kviasov

Na ozngene pripravljene plé& z NYDA ali PDA gojigem, smo po celotni povrSini
razporedili s steklenimi kroglicami 0,5 ml sveZeippavljene suspenzije kvasovk, s
koncentracijo celic (10ali 1 cfu/ml). Steklene kroglice smo predhodno steriitzi20
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minut pri temperaturi 120 °C. Odprte Petri g@$mo v sterilni komori ob ognju posusili.
Ko se je primarni nanos kvasovk posusig t), smo na sredino plé8 nanesli 50 pl
suspenzije spor nitaste glive s koncentracijo 6t spor/ml na pla¥ s koncentracijo
kvasovk 18 cfu/ml in 1 spor/ml na plo¥e s koncentracijo kvasovk a@fu/ml), v
razlicnih ¢asovnih intervalih (0 h, 24 h, 48 h). Inkubacijapetekala pri 25 °C. Radialno
rast glive v primerjavi z rastjo na ptb&rez kvasovke (kontrola) smo spremljali sedmi
dan, nato pa Se 15. in 30. dan. Po uporabi smdeseekroglice 6istili z detergentom,
dobro sprali z destilirano vodo in jih posusili.

3.1.2.2.2 Test B — primarni nanos suspenzije sjtaste glive

Tudi pri tem testu smo na ozfeane plose z goji€em NYDA in PDA po celotni povrSini
razporedili s steklenimi kroglicami 0,5 ml sveZgpavljene suspenzije spor nitaste glive z
doloteno koncentracijo (fGali 10° spor/ml). Odprte Petri plé& smo posusili ob ognju v
sterilni komori. Ko se je primarni nanos suspensper nitaste glive posusil, smocea
meriti ¢as . Plo€e smo inkubirali pri 25 °C. Po samostojni inkubiasijno ob¢asu 48 h,
72 h, 96 h na sredino plk& nanesli kapljico — 50 pl suspenzije kvasovk, sckotracijo
celic (1F cfu/ml kvasovk na plag s koncentracijo spor nitaste glive* ¥por/ml in 16
cfu/ml kvasovk na plag s koncentracijo spor nitaste glive®1fpor/ml). Radialno rast
glive v primerjavi z rastjo na plosbrez kvasovke (kontrola) smo spremljali sedmi,dan
nato pa Se 15. in 30. dan.

3.1.2.2.3 Statistna obdelava podatkov

Za statistino obdelavo podatkov smo uporabili programski pek@&6/STAT (1999). S
poskusi dobljene podatke smo pripravili in urediliprogramom EXCEL XP. Osnovne
statisttne parametre smo izanali s proceduro MEANS, s proceduro UNIVARIATE pa
smo podatke testirali na normalnost porazdelitwve.oBdelavi podatkov s statigtiim
modelom smo uporabili proceduro NPARIWAY (nepararieit Wilcoxonov test), ker
podatki niso zvezni.

Za obdelavo podatkov smo uporabiliwaatisténih modelov, v katere smo vkijii po en
vpliv: vpliv razlicnih kvasovk (Ap 2098, Co 2276, Mp 2055, Pg 624,2380), vpliv
razlicnih sevov nitaste glive (F58, F61, F63), vpliv sikgov celenem stiku (F58-Ap2098,
F61-Ap2098, F63-Ap2098, F58-C02276, F61-C02276,-E63276, F58-Mp2055, F61-
Mp2055, F63-Mp2055, F58-Pg624, F61-Pg624, F63-Pg&58-Sc2180, F61-Sc2180,
F63-Sc2180), vpliv goji& (NYDA in PDA), vpliv kombinacije koncentracij ikaluma
(10%10° in 10¥/10%, vpliv ¢asa inokulacije (za kvasovke: 0, 24 in 48 ur tenizasto glivo:
48, 72 in 96 ur) ter vpli¢asa oditavanja (7, 15 in 30 dni).
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3.1.3 Dol@&anje biokontrolne aktivnosti semi in vivo

Test temelji na posnemanju pogojev v okolju. Zairasje biokontrolne aktivnossemi in
vivo smo izbrali zdravo, neposSkodovano, zrelo grozdjehdsort: sorto rebulaV(tis

vinifera L. cv. Rebula), ki je bolj outljiva na okuzbe z nitasto glivB. cinereater sorto
chardonnay V\itis vinifera L. cv. Chardonnay), ki je manj obitliva na okuzbe z
B. cinerea Grozdje smo analizirali v fazi tehnoloSke zrelost ob trgatvi na
Ampelografskem vrtu Kromberka.

Da bi iznkili primarni vpliv iz okolja, smo cele - nepoSkodme, zdrave in
reprezentativne grozdne jagode s pekelin previdno odrezali od grozda. Grozdne jagode
smo povrSinsko sterilizirali, tako da smo jih zaedwinuti potopili v 2 % raztopino Na-
hipoklorita in nato Se spirali dve minuti pod tékovodo, ter sprali s sterilno destilirano
H,0O. Tako pripravljene jagode smaiilb v dve skupini (po deset jagod na petrijevkod: p
skupini A smo suspenzijo kvasovk z biokontrolnoiakbstjo ter suspenzijo spor nitaste
glive nanasali s prSilko; pri skupini B pa smo srspjo kvasovk z biokontrolno
aktivnostjo ter suspenzijo spor nitaste glive s pgm injekcijske igle (premer igle
0,4 mm) vnaSali direktno v jagodo, tako smo umaistvarili poSkodbo koZice grozdne
jagode in s tem omogi lazji dostop do hranil. Test smo izvajali v trgparalelkah. Po
deset jagod smo po razdelili v prazne Petri¢#aa jih IcCili v dve enoti:

Prva enota (skupine od A do E) — je bila tretiranajekcijsko iglo, s katero smo naredili
luknjico v koZico grozdne jagode in vanjo tik poovpsino kozice vnesli 20 ul suspenzije
kvasovk z koncentracijo $@fu/ml; z drugo injekcijsko iglo pa smo v jagodoesli 10 pl
suspenzije spor nitaste gli@e cinereaz koncentracijo 1bspor/ml.

Druga enota (skupine od K do O) — je bila tretiranaSilko, s katero smo v oddaljenosti
cca. 20cm od plée po povrSini vseh 10 jagod razprsili dva polnazdmi tj. 1,6 ml
suspenzije kvasovk s koncentracijd t8u/ml; z drugo brizgalko pa smo razprsili en briz
tj. 0,8 ml suspenzije spor nitaste glBecinereaz koncentracijo 10spor/ml.

Znotraj obeh enot pa smo imeli pet skupin, ki sntorazlicno tretirali glede naas
inokulacije suspenzije kvasovk ali nitaste glive:

 SKUPINI Ain K: suspenzijo kvasovk in nitaste gligeno nanesli na Zatku.
 SKUPINIB in L: suspenzijo kvasovk smo nanesli agetku,

suspenzijo nitaste glive smo nanesli 24 h kasneje.
« SKUPINICinM:  samo suspenzijo kvasovk smo nameslz&etku.
*  SKUPINI D in N: samo suspenzijo nitaste glive snaoesli na zéetku.
 SKUPINI E in O: samo suspenzijo nitaste glive sraoesli 24 h kasneje.
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Poleg teh skupin smo imeli tudi dve kontrolni skupi
X: na jagode smo fizioloSko raztopino nanesli néeteau,
Y: na jagode smo fiziolosko raztopino nanesli néefleu in po 24 urah.

10 ZDRAVIH GROZDNIH JAGOD

/\

20 ul susp. kvasovk (focfu/ml),
10 ul susp.B. cinerea(10* spor/ml)

JAGODE TRETIRANE Z INJEKCIJSKO IGLO: JAGODE TRETIRANE S PRSILKO:

1,6 ml susp. kvasovk (¥@fu/ml),
0,8 ml suspB. cinerea(10* spor/ml)

|

B. cinereana z&etku

|

< | SKUPINA K

nanos kvasovke in

+ | z&etku inB. cinereapo | « | SKUPINA L

nanos kvasovke na

24 urah

nanos kvasovke na

N <« | SKUPINA M
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nanosB. cinereana
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zaetku

SKUPINAA | »
SKUPINA B

SKUPINAC | »
SKUPINAD | »
SKUPINAE | »

nanosB. cinereapo 24

<« | SKUPINA O

urah

Slika 6: Shema poskusa ddtmja BKA semin vivo
Figure 6: Flow chart of BCA determination semiivo
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Petri ploge z jagodami smo inkubirali pet dni pri sobni temaperi. Po inkubaciji smo
ocenili gnilobo po prirejeni Unterstenhofferjevsteici (Pintener, 1981).

Preglednica 3: Prirejena Unterstenhoffer-jeva leatza oceno gnilobe grozdne jagode
Table 3: Modified Unterstenhoffer scale for evaio@tof grape berries infection level

Razred okuzenosti Okuzba Opis
1 0 % Popolnoma zdrava grozdna jagoda
2 1-5% Na jagodi je vidna rjava pegaietak okuzbe
3 5-25 % OkuZzena detrtina jagode
4 25— 50 % Okuzena jetrtina do polovica jagode
5 nad 50 % Ve kot polovica jagode je okuzena
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Stopnjo okuzbe smo iztanali po Thowsend-Heubergerjevi €ba(Pulntener, 1981):

> (nxv)
% okuzenosti = | -2———|x100 ...(3)
I XN

n- Stevilo jagod v posameznem razredu; v- razrestevilo najviSjega razreda; N - Stevilo
vseh pregledanih jagod

Podatke o biokontrolni aktivhosemi in vivosmo s programom Microsoft Excel tudi
statisttno obdelali (average, SD).

3.1.4 Interakcije med kvasovkami

3.1.4.1 Interakcije med kvasovkami na daljavo

Interakcije med kvasovkami na daljavo smo ugotéivifa goji&ih GM, GM-BCP in
GMan, katerih sestava in priprava so opisane v gwygl3.2.4. Pripravljene plog z
goji&em smo s pomgo milimetrskega papirja naténo ozndili. Na ozna&ena mesta smo
nanesli vzorce. PIgé smo inkubirali pri sobni temperaturi (22 °C), @opgignalih molekul
pa smo periodno spremljali. Hkrati smo inkubirali tudi praznenenacepljene kontrolne
ploXe gojiga. Poskus smo izvedli v treh paralelkah in dvehopduaah.

Pri nanaSanju kvasovk iste vrste (monokolonija) ga@renos posamezne celice uporabili
mikromanipulator, ki omog@a natatino delo pod mikroskopom. Mikromanipulator je
sestavljen tako, da je mag® delovno réico mikromanipulatorja, ki drzi iglo nat&no
premikati v treh dimenzijah. Z iglo smo pod mikropkm posamezno celico prenesli na
to¢no dol@eno mesto ozriano na plod (slika 7a).

Pri dolatanju interakcij med dvema ragtima vrstama kvasovk (meSana kolonija) pa smo
ozna&ena mesta na pléishanasali suspenzijo celic s pipeto. Celice enalnme vrste smo
nanasali v cikcak vzorcu, tako da so bile posaméni@nije oddaljene druga od druge kot
kaze slika 7b. Na posamezno ozr@o mesto smo nanesli kapljico (7 pl) suspenzile ce
kvasovk s koncentracijo ¥@fu/ml. Izbrane seve kvasovk smo nanesli v vsetiseigojnih
kombinacijah (preglednica 4).
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Preglednica 4: Kombinacije interakcij med kvasovkam
Table 4: Combinations of interactions between yetestted

AP CoO MP PG SC
AP mono meSana meSana meSana meSana
CO mono meSana meSana meSana
MP mono meSana meSana
PG mono mesSana
SC mono

Legenda/Legend: APAureobasidium pullulangZO -Candida oleophilaMP - Metschnikowia pulcherrima
PG -Pichia guillermondij SC -Saccharomyces cerevisiae

Palkova je s sodelavci leta 1997 na testnem @oj& glicerolom GM (ang. glycerol

medium) ter visoko koncentracijo €donov, dokazala obstoj t. i. motne cone (ang.iturb
path). Usmerjenost motne cone k sosednji kolonipdovk potrjuje komunikacijo med

kolonijami kvasovk na daljavo (ang. long distanoenmunication). Nastanek motnih con
smo spremljali vsak dan tudi pri naSih raziskavabh.

Testno gojise GM-BCP smo uporabili za dokazovanje tvorbes;Ntdt ene od signalnih
molekul. Princip enostavne metode je v uporabi itmtwomkrezol vijoleno (BCP, ang.
bromcresol purple) v trdnem gdii§ ki je bogato s Ca Zaradi tvorbe Nk kot ene od
signalnih molekul, pride do barvne reakcije barvkase iz rumene spremeni v vijétho.
Gojiste GM-BCP smo pripravili po recepturi opisani v gl 3.2.4.2.
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Slika 7: Shema inokulacije izbranih sevov kvasoekdoldgienih razdaljah a) mono inokulacija; b) meSana
inokulacija
Figure 7: Scheme of yeast strain inoculation onkedudistances a) mono inoculation; b) mixed inctoia

3.1.4.2 Interakcije med dvema kvasovkama v stiku

Ugotavljanje biokontrolne aktivnosti pri kvasovkedelicnih vrst je temeljilo na dejstvu,
da so nekatere vrste in sevi kvasovk zmozni tvanitiocine (ang. killer toxin). Zato smo
uporabili barvno testno gofieé YEPD z metilenskim modrilom, ki se uporablja za
dolo¢anje zimocidne aktivnosti.

3.1.4.2.1 Doloanje zimocidne aktivnosti

Test temelji na spoznanju, da ¢ek stene ahutljivin celic, ki so bile izpostavljene
delovanju zimocinov, postanejo prepustne za mokekakvil (Spaek in Vondrejs, 1986).
Ker se test izvaja na trdem gaéjsz metilenskim modrilom, so odmrle celice, ki steb
izpostavljene zimocinom, vidne kot moder abokoli zimocidne kvasovke. Med oldem

in kolonijami zimocidnih kvasovk jgista cona, katere Sirina je odvisna od aktivnasti i
kolic¢ine izlotenega toksina, ki difundira v gojs okoli zimocidne kvasovke. Relativha
aktivnost (pogojena s koncentracijo) je linearnwisda od logaritma kvadrata premera
cone inhibicije (Young, 1987).

Pripravili smo Petri pla® z goji§em za testiranje zimocidnosti, YEPD z metilenskim
modrilom s pH vrednostjo (3,0, 4,0 in 5,0). Po talgovrsini smo s sterilnimi steklenimi
kroglicami razporedili 1 ml suspenzije superseumii kvasovke Saccharomyces
cerevisiaeS6 (ZIM 1859), kjer je bila koncentracija celic®1&fu/ml. Odprto Petri pla®
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smo osusSili ob ognju v sterilni komori. Ko se jeinparni nanos senzitivnih kvasovk
posusil, smo izvedli sekundarni nanos posameznibnkdvasovk, ki jih Zelimo testirati
na zimocidnost. Prenesli smo jih na testna gaj&cepilno zanko v oblikirte. Ploge smo
78 ur inkubirali pri sobni temperaturi (22 °C).

3.1.4.2.2 Doloanje navzkrizne zimocidne aktivnosti

Izvedli pa smo tudi raalico testa, ko smo kvasovke navzkrizno testiralizirmocidno
aktivnost. Petri pla® smo pripravili z goj&m za testiranje zimocidnosti, YEPD z
metilenskim modrilom in uravnali pH vrednost na.4&% celotni povrSini smo s sterilnimi
steklenimi kroglicami razporedili 1 ml suspenziglic posamezne kvasovke, kjer je bila
koncentracija celic T0cfu/ml. Odprto Petri pla%® smo osusili ob ognju v sterilni komori.
Ko se je primarni nanos kvasovk posusil, smo izavedkundarni nanos posameznih
kolonij zimocidnih kvasovk. Prenesli smo jih nattes goji€a s cepilno zanko v obliki
¢rte. Ploge smo 78 ur inkubirali pri sobni temperaturi (29.°C

Zimocidne kvasovke imajo v svoji okoli¢isto cono, ki jo obdaja moder oldradmrlih
senzitivnih kvasovk. Cona je raatio Siroko obmgje (2 do 5 mm ali celo nekaj mm &)e
okrog kolonije ali v ravnicrti naneSenih celic seva, kjer ni priSlo do raghztivnih
kvasovk v filmu. Moder obrocelic predstavlja mrtve celice, ki so rasle dotrt&a, ko so
prisSle v stik z difundiranim zimocinom. Po vezavksina na celico so v njeni céti steni
in membrani nastale pore, ki so prepustne za mekle modrilo.

3.1.5 Identifikacija signalnih molekul

3.1.5.1 Izolacija ekstracelularnih proteinov izneda medija

Iz agarja smo s skalpelom previdno izrezali dedS cone (bistre in/ali motne) velik
priblizno 5 x 5 mm, ki obdaja kolonijo celic in ga parafilmu razkosali na manjSe dkal.
Te smo previdno pobrali v polipropilenske centrifug z navojnim zamaskom (15 ml).
Dodali smo 2 ml pufra za ekstrakcijo ekstracelularproteinov iz agarja. Vzorce smo
inkubirali 60 min pri 28 °C, na stresalniku. Po uiaciji smo centrifugirali 10 min pri
14000 obratih/min. Supernatant (1 ml) smo previdapipetirali v zbirno epruveto po
Eppendorfu. Trdnemu vzorcu smo dodali 0,5 mb@HpremesSali na vrtimiku in Se 1 x
centrifugirali 5 min pri 14000 obratih/min ter oggtirali supernatant v isto zbirno
epruveto po Eppendorfu. Trdnemu vzorcu smo ponalotali 0,5 ml dHO, premesali na
vrtincniku, Se 1 x centrifugirali 5 min pri 14000 obrdtitin in odpipetirali supernatant v
isto zbirno epruveto po Eppendorfu v kateri smanZeli supernatant. Zbrani supernatant
smo nato centrifugirali 15 min pri 14000 obratinimn nato previdno odpipetirali 1,5 ml
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supernatanta v novo epruveto po Eppendorfu. EKstrakno izmerili koncentracijo
proteinov po metodi opisani v poglavju 3.1.5.2 ndalaljnje uporabe pa smo ga shranili pri
—-80 °C.

3.1.5.2 Dol@anje koncentracije proteinov

Za dolaianje koncentracije ekstracelularnih proteinov delwh v trdno goji& smo
uporabili kolorimetréno metodo po Bradfordu (1976).

Metoda temelji na dejstvu, da se barvilo Comassimabt modro G-250 specifno veze na
protein. Rdéa barva barvila se spremeni v modro, s tem pa samgmi absorpcijski
maksimum barvila iz 465 na 595 nm. Vezava barvdaprotein je zelo hitra (okoli dve
minuti), kompleks protein — barvilo pa je stabilehativno dolgo (priblizno eno uro).

Metodo je mozno izvajati v dveh obijit: standardna procedura (ang. standard assay) za
obmaje koncentracij od 0,1 dodg/ul in mikro procedura (ang. micro assay) za obj@o
koncentracij od 0,01 do Ogg/ul.

Uporabili smo mikro proceduro. K 1Q0 ekstrakta in 70@ dH,O smo dodali 20Ql
nerazredenega Bradfordovega reagenta, premesali in po Gtafinzmerili absorbanco pri
valovni dolzini 595 nm. Pri slepem vzorcu smo naimeskstrakta uporabili 0,15 M
raztopino NacCl.

Iz umeritvene krivulje (priloga 2) smo d&thli maso proteinov v 100l ekstrakta. Za
umeritveno krivuljo smo kot standard uporabili goveerumski albumin, ki smo ga
raztopili v 0,15 M raztopini NacCl.

3.1.5.3 Koncentriranje proteinov

Za koncentriranje ekstracelularnih proteinov iznlih iz trdnega gojt& smo uporabili
plasténe centrifugirke po Eppendorfu s filtrom, ki se tgddjajo za koncentriranje
nukleinskih kislin, protiteles, za odstranjevanjeli sn detergentov, za frakcionacijo
celicnih komponent, z&iScenje virusov, proteinov in encimov, za odstranjgganajhnih
molekul npr. »primerjev« iz PCR meSanic. Po damem centrifugiranju vzorca, lahko s
pinceto filter obrnemo, s ponovnim centrifugiranjgga omogséimo, da se koncentrat
prenese v epruveto po Eppendorfu, od koder ga lpbkeremo.

Uporabili smo centrifugirke po Eppendorfu z deloanrolumnom 0,5 ml in velikostjo por
4 kDa. Zamrznjene ekstrakte smo najprej v vodniekgmri 37 °C odtalili in jih dve minuti
centrifugirali pri 14000 obratih/min. Nato smo O ekstrakta odpipetirali v centrifugirke
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po Eppendorfu. Centrifugirali smo pri 10000 obratim 45 minut. Filtrat smo odlili, v
centrifugirke po Eppendorfu pa dodali 380 bdH,O in centrifugirali pri
13000 obratin/min 20 minut. Filtrat smo spet odhh centrifugirke po Eppendorfu pa
dodali novih 35Qul bdH;O in centrifugirali pri 13000 obratih/min Se 20 minNato smo
filtrat odlili, filter obrnili in centrifugirali dve minuti pri 4000 obratih/min. Koncentrat
(200ul) smo s pipeto previdno prenesli v epruveto po dfgorfu in shranili pri
temperaturi —20 °C. Filtre smo nato sprali z b@Hin jih ponovno uporabili za druge
vzorcke.

3.1.5.4 Raztapljanje proteinov

Koncentrate ekstraktov proteinov, ki smo jih predino odtajali na ledu, smo zmesSali z
vzorenim pufrom 1 (preglednica 19) v razmerju 1:1 in {#koj segreli na 100 °C za 90
sekund. Tako pripravljene vzorce smo hranili pmperaturi —20 °C. Pred uporabo smo jih
odtajali na sobni temperaturi, ponovno segreli 8@ IC za 60 sekund, ohladili in nanesli
na gel za analizo s poliakrilamidno gelsko elekirezo (SDS-PAGE).

3.1.5.5 Analiza proteinov s poliakrilamidno gelsdektroforezo (SDS-PAGE)

Analiza proteinov s poliakrilamidno gelsko elektsa#zo je metoda zadevanje proteinov
na osnovi molekulske mase. SDS (ang. sodium dodalphate) je anionski detergent, ki
se veze na hidrofobne dele proteina, porusi njegbndkturo in ga tako denaturira. Na 1 g
proteina se veze priblizno 1,4 g SDS. Kompleksi fiofpeptid imajo vsi enak naboj,
potujejo v isto smer (proti anodi),dgo se samo po velikosti. V vzémem pufru, ki se
doda ekstraktu pred nanosom na gel, je prisotarf3tuderkaptoetanol ali DTT. Oba imata
vlogo reducenta in reducirata disulfidne vezi, tdbidlizirajo terciarno strukturo proteina
(Lodish in sod., 1995; Walker, 1996).

Poliakrilamidni gel nastane s polimerizacijo akmidnih monomer v dolge
poliakrilamidne verige, ki so kovalentno pm® povezane z bis-akrilamidom.
Polimerizacija pot& v prisotnosti prostih radikalov, ki jih tvori AP8 prisotnosti

TEMED. Koncentracija akrilamida dala povpréno dolzino verige polimera,
koncentracija bisakrilamida pa obseg kriznega povazja. Oboje je pomembno pri
dolocanju lastnosti gela, kot so: gostota, etasist in velikost por (Walker, 1996). S
spreminjanjem koncentracij akrilamida in bisakrildenv gelu variramo velikost por.

SDS-PAGE smo izvedli na osnovi metode po Laemn{llja70). Gre za diskontinuirni
sistem, kjer je gel sestavljen iz koncentracijskeghcilnega gela. Uporabili smo sistem
SE 600 (HIS), za analizo celokupnih topnih proteino celicnem ekstraktu. Postopek
zajema ve faz:
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Vlivanje gelov

Med stekleni plo&, ki skupaj z ostalimi sestavnimi deli tvorijo kg, smo najprej vlili
locilni gel (preglednica 20) do viSine 0,7 cm pod gllkkem. Na zgornjo povrsino gela smo
z mikropipeto nanesli tanko plast destilirane vddegelu prepréuje stik s kisikom, kar
omogaa enakomerno polimerizacijo. Ko se gel strdi, sel mgm in plastjo vode pojavi
izrazitacrta. Ko je gel polimeriziral (1 ura), smo vodo didlgel enkrat sprali s pufrom
0,5 M Tris-HCI (pH = 6,8) nato pa povrsino gela dolosusili (s fenom). Med stekleni
plo&i smo namestili glavnik in nato vlili Se koncentjaki gel (preglednica 21). Pustili
smo 30 minut, da je gel polimeriziral, nato smovpteo odstranili glavnik. Nastale zepke
smo 2 x sprali z 1 x SDS elektroforeznim pufromefpednica 23) in jih nato napolnili z
istim pufrom.

Nanos vzorcev
V zepke, napolnjene z 1 x SDS elektroforeznim pufremo nanasali razhe volumne
vzorcev, tako da je bila masa proteinov na Zepgf§. 5

SDS-PAGE

Kalup smo namestili med dve posodi (zgornja in sp@gosoda), kjer se nahajata obe
elektrodi. Obe posodi smo napolnili z 1 x SDS elfagktreznim pufrom. Elektroforetska
aparatura ima vgrajen hladilni sistem v obliki ptgih cevi, ki smo jih prikljgili na
vodovod. Hlajenje med potekom elektroforeze pré&geepregrevanje gela in s tem slabSe
locevanje.

Potovanje vzorcev je potekalo v smeri anode, npjp@e minut pri konstantnem toku
20 mA/gel in nato 75 minut pri konstantnem tokurd@/gel, dokler barvilo bromfenol
modro ni doseglo spodnjega roba gela.

3.1.5.6 Detekcija proteinov na poliakrilamidnemuwel

Po korgani elektroforezi smo gele barvali s srebrom. Bajga srebrom sodi med najbolj
obxXutljive ne-radioaktivne metode za detekcijo prodeinJe 100 x bolj atutljiva od
barvanja npr. s Comassie briliant modrim. Meja kigje je 2— 5 ng proteina. Barvanje
temelji na vezavi srebrovih ionov na sulfidriine karboksilne skupine proteinov in
naknadni redukciji do kovinskega srebra (Merril81IR Obstaja verazlicic barvanja. Mi
smo uporabili postopek opisan v preglednici 5 (fasod., 2000).



Mikli ¢ Milek D. Vpliv biokontrolne aktivnosti kvasovk nmast nitaste glivotrytis cinereaPers..

Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiehniSka fakulteta, Interdiscipl. podipl. Studiptehnologije, 2007

Preglednica 5: Barvanje proteinov s srebrom (Yasoith., 2000)
Table 5: Silver staining of proteins (Yan et aD0R)

korak raztopina cas
fiksacija 200 ml 95 % (v/v) raztopine etanola 30 min
50 ml ledocetne kisline
bdH,O = do 500 ml
predtretiranje 150 ml 95 % raztopine etanola 30 min
10 ml 10 % (w/v) raztopine N&,0Os
34 g Na-acetata
bdH,O do 500 ml
izpiranje 250 ml bdkD/gel 3 x5 min
barvanje 6,25 ml 20 % (w/v) raztopine AgilO 20 min
bdH,O do 500 ml
izpiranje 250 ml bdkD/gel 2 x1min
razvijanje 12,5 g N&Og 2— 5 min
200ul 37 % formaldehida
bdH,O do 500 ml
ustavitev reakcije 7,3 g EDTA-Na 2H,0 10 min
bdH,O do 500 ml
izpiranje 250 ml bdkD/gel 3 x5 min

Po kortanem barvanju smo gele preslikali z ¢pitin ¢italcem.
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3.2 MATERIALI

3.2.1 Testni mikroorganizmi

3.2.1.1 Nitasta gliv8otrytis cinereaPers.

Testirali smo tri raztine seve, ki so shranjeni v Zbirki industrijskih ma&rganizmov
(ZIM, 2007):

Preglednica 6: Testirani sevi nitaste glRetrytis cinereaPers. shranjenih v ZIM
Table 6: Tested strains of flamentous fuBgtrytis cinereaPers. preserved in ZIM

Oznaka lzvor
F 58 sev izoliran s povrSine grozdja, Slovenija
F 61 sev prejet od dr. Doris Rauhut, Ngen
F 63 sev prejet od dr. Paul Bernard, Francija

Po revitalizaciji smo seve nitaste glive hranili heanilnih plogah s PDA goji&em v
inkubatorju pri 28 °C. Vitalnost nitaste glive snobiranjali s precepljanjem kulture na
svezo Petri pla® s PDA gojisem vsake dva do tri tedne.

3.2.1.2 Kvasovke

Pri naSem delu smo v prvem delu raziskovalnegarttucno izbrali 600 sevov kvasovk
razlicnin vrst povezanih z ekosistemom grozdje/most/vig®eznam vseh testiranih
kvasovk na biokontrolno aktivnost je v Prilogi A.

Kontrolno kvasovkoCandida oleophilaMontrocher NRRL Y-2317, smo prejeli iz ARS
Culture Collection in je shranjena pod Stevilko ZIRR76 v Zbirki industrijskih
mikroorganizmov, BiotehniSka fakulteta, LjubljardN1, 2007)

Prav tako je v ZIM shranjena supersenzitivha kvkaoSaccharomyces cerevisi&b
(ZIM 1859), ki smo jo uporabili za testiranje ogatavljanje delovanja zimocinov.

Po revitalizaciji smo kvasovke hranili na YM trdndmanilnem goji&u v inkubatorju pri
28 °C. Vitalnost kvasovk smo ohranjali s precepgan kulture na sveza YM gofia
vsakih tri do pet dni.
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3.2.2 SploSna goji&

Za namnoZevanje biomase, za vzdrZevanje kulturdwkas za testiranje biokontrolne
aktivnosti in drugih interakcij smo uporabili spfasuveljavljeni neselektivni gog§ kot
sta YM in YPDA. Gojiga smo pripravili po sleaén recepturah ter jih sterilizirali v
avtoklavu (121 °C, 15 minut{istost vseh kemikalij je p.a. (pro analysi).

3.2.2.1 YM (ang. yeast-malt) agar

Preglednica 7: Sestava YM trdnega g&§is
Table 7: Composition of yeast malt agar

sestavina proizvajalec masa
kvasni ekstrakt Biolife, Italija 39

sladni ekstrakt Biolife, Italija 39
pepton Oxoid, Anglija 549
glukoza Kemika, Hrvaska 109
agar Biolife, Italija 209

dH,O do 1000 ml

3.2.2.2 YPDA (ang. yeast peptone dextrose agar)

Preglednica 8: Sestava YPDA trdnega gajis
Table 8: Composition of yeast peptone dextrose agar

sestavina proizvajalec masa
kvasni ekstrakt Biolife, Italija 5¢
pepton Oxoid, Anglija 109
glukoza Kemika, Hrvaska 109
agar Biolife, Italija 209

dH,O do 1000 ml

3.2.3 Goji¥a za dol@&tanje BKA

Za testiranje biokontrolne aktivnosti in drugihardkcij smo poleg YM (poglavje 3.2.2.1)
in YPDA (poglavje 3.2.2.2) uporabili Se nasledngigga: WYPDA, NYDA, kemijsko
definirano gojige in PDA. Gojiga smo pripravili po sledé recepturah ter jih sterilizirali
v avtoklavu (121 °C, 15 minut).
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3.2.3.1 WYPDA (ang. wine yeast peptone dextrose)aga

Preglednica 9: Sestava WYPDA trdnega @@jis- modificirano po Nissen & Arneborg, 2003 z d&dat
agarja
Table 9: Composition of wine yeast peptone dexteuse

sestavina proizvajalec masa
kvasni ekstrakt Biolife, Italija 59
pepton Oxoid, Anglija 10 g
glukoza Kemika, Hrvaska 200 g
agar Biolife, Italija 20 g

dH,O do 1000 ml

3.2.3.2 NYDA (ang. nutrient yeast dextrose agar)

Preglednica 10: Sestava NYDA trdnega g@jis
Table 10: Composition of nutrient yeast dextrosarag

sestavina proizvajalec masa
kvasni ekstrakt Biolife, Italija 59
hranilna brozga Oxoid, Anglija 109
glukoza Kemika, Hrvaska 10g
agar Biolife, Italija 159

dHO do 1000 ml

3.2.3.3 KDM - kemijsko definiran most (ang. chenhidafined must)

Preglednica 11: Sestava kemijsko definiranega mo®aificiran po Henschke in Jiranek, 1992)
Table 11: Composition chemical defined must (Hekedh Jiranek, 1992)

sestavina proizvajalec kolicinana 1l  priprava

glukoza Kemika, Hrvaska 200 g

K tartrat Merck, Nertija 59

L- jaboléna kislina Sigma, USA 39 . :

tehtanje posameznih

Citronska kislina Sigma, USA 0,29 J. P 2
.. sestavin

KoHPO, Merck, Nentija 1,14 ¢

MgSQ, x 7THO Sigma, USA 1,23 g

CaCh x 2H,0 Merck, Nengija 0,44 g




52

Mikli ¢ Milek D. Vpliv biokontrolne aktivnosti kvasovk nmast nitaste glivotrytis cinereaPers..
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiehniSka fakulteta, Interdiscipl. podipl. Studiptehnologije, 2007

nadaljevanje preglednice 11: Sestava kemijsko mlafiaga mosta

MnCl, x 4H,0 Merck, Nendija 198,2ug
ZnCl, Fluka, USA 135,59
FeCb Merck, Nengija 32,0ug Izhodno raztopino
CuCh x 2H,0 Aldrich, USA 13,6ug smo la@eno pripravili
borna kislina Merck, Netja 5,7ug za vsak mineral
Co(NGs)2 x 6H,0 Sigma, USA 29,19 (preglednica 12).
Na-molibdat x 2HO Kemika, Hrvaska 24,29
KJOs / 10,8ug
Mio-inositol Sigma, USA 100 mg
piridoksin x HCI Aldrich, USA 2 mg
nikotinska kislina Sigma, USA 2 mg N
Ca-pantotenat Fluka, USA 1 mg .V|tan.1|.ne Smo :
tiamin x HCI Aldrich, USA 0,5mg prlpraV|!| v skupn_l
. . izhodni raztopini
P-amino benzojeva ksl. / 0,2 mg .
. . . (preglednica 13).
riboflavin Sigma, USA 0,2 mg
biotin Fluka, USA 0,125 mg
folna kislina Sigma, USA 0,2 mg
alanin Merck, Nertaja 100 mg
arginin Aldrich, USA 750 mg
asparagin Sigma, USA 150 mg
aspartinska kislina Sigma, USA 350 mg
glutaminska kislina Sigma, USA 500 mg
glutamin Merck, Nertaja 200 mg
glicin Sigma, USA 50 mg
histidin Sigma, USA 150 mg
izolevcin Merck, Neniija 200 mg . :
. . tehtanje posameznih
levcin Sigma, USA 300 mg sestavin
lizin Sigma, USA 250 mg
metionin Sigma, USA 150 mg
fenilalanin Sigma, USA 150 mg
prolin Sigma, USA 500 mg
serin Sigma, USA 400 mg
treonin Sigma, USA 350 mg
triptofan Sigma, USA 100 mg
tirozin Aldrich, USA 20 mg
valin Sigma, USA 200 mg
agar Biolife, Italija 209
dHO do 1000 ml

Sestavine smo zatehtali v merilnocka ob pripravi gojiga.
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Priprava zaloznih raztopin mineralov:

Preglednica 12: Priprava zaloZnih raztopin mineralo
Table 12: Preparation of stock solutions of mireral

konc. zalozne

sestavina priprava raztopine (g/l)
MnCl; x 4H,0 0,1982 g v 100 ml destilirane vode 1,982
ZnCl, 0,1355 g v 100 ml destilirane vode 1,355
FeCb 0,0320 g v 100 ml destilirane vode 0,320
CuCh x 2H,0 0,0136 g v 100 ml destilirane vode 0,136
borna kislina 0,0057 g v 100 ml destilirane vode 050,
Co(NGs)2 x 6H,0 0,0291 g v 100 ml destilirane vode 0,291
Na-molibdat x 2HO 0,0242 g v 100 ml destilirane vode 0,242
KJOs 0,0108 g v 100 ml destilirane vode 0,108

Zalozne raztopine mineralov smo pripravili posaneezRaztopine smo sterilizirali 20
minut pri temperaturi 121 °C. Dodali smo 1j0l0zaloZzne raztopine posameznega minerala
v 1 liter kemijsko definiranega mosta.

Priprava zaloZne raztopine vitaminov:

Preglednica 13: Priprava zaloZne raztopine vitamino
Table 13: Preparation of stock solution of vitamins

konc. zalozne

sestavina priprava raztopine (g/l)
Mio-inositol 10 g v 100 ml destilirane vode 100
piridoksin x HCI 2 g v 100 ml destilirane vode 20
nikotinska kislina 2 g v 100 ml destilirane vode 20
Ca-pantotenat 1 g v 100 ml destilirane vode 10

tiamin x HCI 0,5 g v 100 ml destilirane vode 5

P-amino benzojeva ksl. 0,2 g v 100 ml destilirandes 2

riboflavin 0,2 g v 100 ml destilirane vode 2

biotin 0,0125 g v 100 ml destilirane vode 0,125
folna kislina 0,2 g v 100 ml destilirane vode 2

Zalozno raztopino vitaminov smo pripravili skupagri raztopini, ki smo jo sterilizirali s
filtriranjem skozi sterilen membranski filter. Dddamo 1 ml zaloZne raztopine vitaminov
v 1 liter kemijsko definiranega mosta.
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3.2.3.4 PDA (ang. potato dextrose agar) - kromypigielkozni agar
Gojiste smo pripravili po navodilih proizvajalca (Merdkentija). S segrevanjem v vodni

kopeli smo 39 g krompirjevega glukoznega agarjaopalz v 1| destilirane vode in
sterilizirali v avtoklavu 15 min, 121 °C.

3.2.4 Goji¥e za dol&anje interakcij med kvasovkami
3.2.4.1 Gojige GM (ang. glycerol medium) (Palkova in sod., 1997)

Preglednica 14: Sestava GM (ang. glycerol medindnega gojiga
Table 14: Composition of solid glycerol medium

sestavina proizvajalec masa
kvasni ekstrakt Biolife, Italija 109
glicerol Oxoid, Anglija 30 ml
agar Biolife, Italija 209
CaCb Kemika, Hrvaska 30 mM
dH,O do 1000 ml

3.2.4.2 Gojige GM — BCP (Palkova in sod., 1997)

Preglednica 15: Sestava GM -BCP (ang. glycerol aradvith bromcresol puprle) trdnega goas
Table 15: Composition of solid glycerol medium wittomcresol purple

sestavina proizvajalec masa
kvasni ekstrakt Biolife, Italija 10g
glicerol Oxoid, Anglija 30 ml
agar Biolife, Italija 20 g
CaCb Kemika, Hrvaska 30 mM

Bromkrezol vijolicno Merck, Neniija 0,19
dH,O do 1000 mi
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3.2.4.3 Gojige GMan (ang. manose medium) (Vopalenska in so05)20

Preglednica 16: Sestava GMan (ang. mannose medidngga goji&a
Table 16: Composition of solid mannose medium

sestavina proizvajalec masa
kvasni ekstrakt Biolife, Italija 10g
manoza Oxoid, Anglija 3049

agar Biolife, Italija 20 g

CaCb Kemika, Hrvaska 30 mM
dH,O do 1000 ml

3.2.4.4 Gojige za doldanje zimocidne aktivnosti

Goji%e za doloanje zimocidnosti pripravimo tako, da v razmerjd ZmeSamo 2 x
koncentrirano YEPD-MB goji® (preglednica 17) in citratno-fosfatni pufer (pogé
3.2.5.2) z ustrezno pH vrednostjo. Steriliziramiolja1 °C, 15 minut.

Preglednica 17: Sestava YEPD - MB (ang. yeast expraptone-dextrose agar with methylene blue) gdne
gojiskta
Table 17: Composition of yeast extract peptonerdsgt+ methylene blue agar

sestavina proizvajalec masa
kvasni ekstrakt Biolife, Italija 50
pepton Oxoid, Anglija 50
glukoza Kemika, Hrvaska 10g
agar Biolife, Italija 209
metilensko modrilo  Merck, Nedija 0,03 ¢
dH,O do 1000 ml

3.2.5 Raztopine, reagenti

3.2.5.1 FizioloSka raztopina

Priprava izhodne fizioloSke raztopine:

KH,PO, (Merck) 3,449
dodamo 50 ml dkD

uravnamo pH = 7,2 z 3 M vodno raztopino NaOH

dodamo dHO do 100 ml
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Hranimo: 3 mesece pri T =4 °C

Izhodno fizioloSko raztopino hranimo v hladilnikol jo redimo pred uporabo v razmerju
1,25 : 1000 ml destilirane vode. Sledi sterilizasijavtoklavu (121 °C, 20 minut).

3.2.5.2 Citratno-fosfatni pufer

citronska kislina (gHgO; x H,O; Sigma) 0,1M
di-Natrijev-hidrogen fosfat (N&PO, x 2H,0; Merck) 0,2 M

Citratno-fosfatni pufer pripravimo tako, da raztupsitronske kisline in natrijevega fosfata
pripravimo I@&eno in ju postopoma ob stalnem merjenju vredndstzmeSamo skupaj do
pH vrednosti 4,5.

3.2.5.3 Pufer za ekstrakcijo ekstracelularnih pnaeiz agarja

Preglednica 18: Priprava pufra za ekstrakcijo pnoteiz agarja
Table 18: Preparation of buffer for protein extiart

sestavina kolégina  konéna koncentracija
1 M raztopina Tris-HCI, pH = 7,8 5 ml 50 mM

10 % (w/v) raztopina SDS 20 ml 2 % (wiv)

0,5 M raztopina EDTA (pH = 8,0) 20 ml 100 mM

Cistein (Sigma) 0,12 g 10 mM

dodamo dHO do 100 ml

Raztopine za pripravo pufra za ekstrakcijo:

1,0 M raztopina Tris-HCIl, pH =7,8

Tris-baza (Sigma) 6,00
dodamo 40 ml bdpD

uravnamo pH na 7,8 s konc. HCI

dodamo bdkHO do 50 ml

Hranimo: 3 mesece pri T =4 °C v temi

10 % (wl/v) raztopina SDS

SDS (Sigma) 10,0 g
dodamo bdkHO do 100 ml

Hranimo: 6 mesecev pri sobni temperaturi
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0,5 M EDTApH=8.0

Dinatrijeva sol EDTA dihidrat (Kemika) 18,6 g
dodamo 70 ml bdpD

uravnamo pH na 8,0 z 10 N NaOH (400 g NaOH (Mewck)l bdHO)

dodamo bdkRO do 100 ml

avtoklaviramo

Hranimo: 6 mesecev pri sobni temperaturi

3.2.5.4 Dol@anje koncentracije proteinov v aalem ekstraktu

NaCl (Merck) za pripravo 0,15 M vodne raztopine
Bradford reagent (Biorad)
BSA (Sigma) za pripravo izhodne raztopine

3.2.5.5 Raztapljanje proteinov

Vzoreni pufer 1:

Preglednica 19: Priprava vamega pufra 1 (Protein electrophoresis..., 1994)
Table 19: Preparation of sample buffer 1 (Protécteophoresis..., 1994)

sestavina koltina konéna koncentracija
0,5 M raztopina Tris-HCI, pH = 6,8 2,5ml 0,125 M

10 % (w/v) raztopina SDS 4,0 ml 4 % (w/v)

Glicerol (Sigma) 2,0 ml 20 % (viv)
Bromfenol modro (Sigma) 2,0 mg 0,02 % (w/v)

DDT (Sigma) 0,31 g 0,2M

dodamo bdH20 do 10 ml
Hranimo: 6 mesecev pri T = -20 °C (alikvoti po &5

Raztopine za pripravo vzimega pufra 1:

0,5 M raztopina Tris-HCI, pH = 6,8

Tris-baza (Sigma) 3,09
dodamo 40 ml bdpD

uravnamo pH na 6,8 s konc. HCI

dodamo bdkO do 50 ml

Hranimo: 3 mesece pri T =4 °C v temi
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10 % (w/v) raztopina SDS

SDS (Sigma) 10,09
dodamo bdkHO do 100 ml

Hranimo: 6 mesecev pri sobni temperaturi

3.2.5.6 SDS-PAGE

3.2.5.6.1 Lgailni gel

Preglednica 20: Pripravadiinega gela z debelino 1 mm z 10 % (w/v) koncerjwaakrilamida (Protein
electrophoresis..., 1994)
Table 20: Preparation of 1 mm thick running gel hwitlifferent acrylamide concentration (Protein
electrophoresis..., 1994)

sestavina koli€ina
Raztopina akrilamid/bisakrilamid (30 %/0,8 %) 13 ml
1,5 M raztopina Tris-HCI, pH = 8,8 9,8 ml
10 % (w/v) raztopina SDS 0,4 ml
bdH,O 15,7 ml
10 % (w/v) raztopina APS 194
TEMED 13l

Raztopini APS in TEMED smo dodali k ostalim Stirinsestavinam gela
(akrilamid/bisakrilamid + raztopina Tris-HCI + rapina SDS + bdkD) potem, ko smo le
te predhodno razplinili v ultraz¢ai kopeli 15 min. Koléine ustrezajo za pripravo dveh
gelov (2 x 18 ml).

3.2.5.6.2 Koncentracijski gel

Preglednica 21: Priprava koncentracijskega gelaelzeliho 1 mm z 4 % (w/v) koncentracijo akrilamida
(Protein electrophoresis..., 1994)
Table 21: Preparation of 1 mm thick running gel hwitlifferent acrylamide concentration (Protein
electrophoresis..., 1994)

sestavina koli¢ina
Raztopina akrilamid/bisakrilamid (30 %/0,8 %) 1mr
1,5 M raztopina Tris-HCI, pH = 6,8 3,4 ml
10 % (w/v) raztopina SDS 0,1 ml
bdH,O 8 mi
10 % (w/v) raztopina APS 6d

TEMED 6 pl
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Raztopini APS in TEMED smo dodali k ostalim Stirinsestavinam gela
(akrilamid/bisakrilamid + raztopina Tris-HCI + rapina SDS + bdbD) potem, ko smo le
te predhodno razplinili v ultraz¢ai kopeli (15 minut). Kokine ustrezajo za pripravo
dveh gelov.

Raztopine za pripravo ¢dnega in koncentracijskega gela:

1,5 M raztopina Tris-HCI, pH = 8,8

Tris-baza (Sigma) 36,39
dodamo 150 ml bdyD

uravnamo pH na 8,8 s konc. HCI

dodamo bdkHO do 200 ml

Hranimo: 3 mesece pri T =4 °C v temi

0,5 M raztopina Tris-HCI, pH = 6,8

Tris-baza (Sigma) 3,09
dodamo 40 ml bdpO

uravnamo pH na 6,8 s konc. HCI

dodamo bdkO do 50 ml

Hranimo: 3 mesece pri T =4 °C v temi

10 % (w/v) raztopina SDS

SDS (Sigma) 10,0 g
dodamo bdkHO do 100 ml

Hranimo: 6 mesecev pri sobni temperaturi

Raztopina akrilamid/bisakrilamid (30 %/0,8 %) (S@m

10 % (w/v) raztopina APS

Amonijev PerSulfat (Sigma) 0,19
dodamo bdkO do 1 ml

Vedno pripravimo sveze!

TEMED (TEtraMetilEtilenDiamin) (Sigma)

3.2.5.6.3 Marker — standard

raztopina obarvanih proteinov znanih molekulskitsr{i&#400 — 116000 Da) (Fermentas)
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3.2.5.6.4 SDS elektroforezni pufer

5 x SDS elektroforezni pufer (pH = 8,3)

Preglednica 22: Sestava 5 x SDS elektroforeznefya (Rrotein electrophoresis..., 1994)
Table 22: Composition of 5 x SDS electrophoresigeb{Protein electrophoresis..., 1994)

sestavina kolEina konéna koncentracija
Tris - baza (Sigma) 1509 260 mM

Glicin (Merck) 72,09 960 mM

SDS (Sigma) 5049 0,5 % (w/v)

dodamo bdHO do 1000 ml

1 x SDS elektroforezni pufer

1 x SDS elektroforezni pufer, lahko pripravimo takda k 1/5 volumna 5 x SDS
elektroforeznega pufra dodamo 4/5 bAH Lahko pa ga pripravimo posebej — glej
preglednico 23.

Preglednica 23: Sestava 1 x SDS elektroforeznefya (farotein electrophoresis..., 1994)
Table 23: Composition of 1 x SDS electrophoresiéeb{Protein electrophoresis..., 1994)

sestavina koltina konéna koncentracija
Tris- baza (Sigma) 3,09 25 mM

Glicin (Merck) 14,4 g 192 mM

SDS (Sigma) 109 0,1 % (w/v)

dodamo bdKHO do 1000 ml

3.2.5.6.5 Detekcija proteinov na poliakrilamidneeiluy- barvanje s srebrom

95 % (v/v) raztopina etanola
100 % (v/v) etanol (Merck) 190 ml
bdH,O 10 ml

10 % (w/v) raztopina N&;Os

NaS;03x 5 H,O (Merck) 15,79
dodamo bdkHO do 100 ml

Hranimo: 6 mesecev pri sobni temperaturi v temi
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20 % (w/v) raztopina AGQN®

AgNO; (Sigma) 20 ¢
dodamo bdkHO do 100 ml

Hranimo: 6 mesecev pri sobni temperaturi v temi

100 % ledocetna kislina (Merck)
Na-acetat (Fluka)

NaCOs (Merck)

37 % formaldehid (Merck)

EDTA-Na x 2H,0 (Kemika)

3.2.6 Oprema in pribor

Pri delu smo uporabljali standardno laboratorijepoemo in pribor. Poleg tega pa Se:

Naprave:

avtoklav (Sutjeska, Beograd;G)

pH meter Sevenmulti (Mettler, Toledo)

hladilnik (LTH, Skofja Loka, Slovenija)
zamrzovalnik (-20 °C) (LTH, Skofja Loka, Slovg)i
zamrzovalnik (-80 °C) (HETO Ultra Freeze)
ultrazvaina kopel (Bandelin, Berlin, Netijg)
tehtnica Exacta 1200EB (Sartorius, Nga)

vrtin¢nik (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)
inkubacijska komora Ceromat HK (B.Braun, Melsumgeentija)
brezprasna komora PIO SMBC 122AV (Iskra P10, Bioja)
mikroskop (ATC 2000) (Leica, Nemmg)
mikromanipulator M152 (Narishige, Japonska)
spektrofotometer MA 9510 (Iskra PIO, Slovenija)
spektrofotometer Pharmacia Bioteh Ultraspec 2000

opticni ¢italec HP SCAN JET 5P (HP, ZDA)

fotoaparat Minolta X-300s (Konica Minolta, Toky@aponska)
digitalni fotoaparat PowerShot S400 (Canon, Tokiaponska)
avtomatske pipete (Eppendorf, Hamburg Kigj

(Gilson, Francija)
centrifuga (Eppendorf, Hamburg N&ja)
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SDS-PAGE
Vertikalni diskontinuirni elektroforetski sistem S0 (Hoeffer Scientific Instruments)
e 1 mm glavniki
e 1 mm distagniki
» steklene ploZe
e zgornja in spodnja posoda z elektrodama
* hladilni sistem v obliki pret&nih cevi

Steklovina (raztini proizvajalci):

case

merilni valji

epruvete

erlenmajerice

steklene kroglice

Stevne plo&ce Burker-Turk (Brand)
objektna in krovna stekelca

PlastEéni material:
merilni valji

plasténe cepilne zanke
plastEne kivete Sarstedt
plasténe Petri plo&e

polipropilenske epruvete po Eppendorfu (Eppenddainburg, Nertija)
polipropilenske centrifugirke z navojnim zamask&pgendorf, Hamburg, Netija)
nastavki za avtomatske pipete (Eppendorf, Hagbuentija)

plasténe banjice

Ostalo:

pinceta

Skarje

parafilm

vata

aluminijasta folija
ravnilo
milimetrski papir
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4 REZULTATI

Z raziskovalnim delom smo skuSali ugotoviti, katereasovke imajo biokontrolno
aktivnost na rast nitaste glivigotrytis cinereaPers. Zanimalo nas je, kako je ta lastnost
povezana s posameznim rodom, vrsto ali sevom kkaséuwa namen smo v skladu z
delovno hipotezo 1 izbrali iz Zbirke industrijskinikroorganizmov (ZIM) 607 sevov
razlicnih vrst in rodov kvasovk (preglednica 24 in préogd). V&ino izbranih kvasovk
povezuje lastnost, da so bile izolirane iz ekosistdrta-grozdje-most-vino-klet, pretezno
iz slovenskega geografskega ol#ap kar pomeni, da imajo morda ze naravno izrazene
obrambne mehanizme proti fitopatogeni glivi. V tdetu testa smo uporabili fitopatogeno
glivo B. cinereaprav tako izolirano s povrSine grozdja v Slovienijshranjeno v ZIM.

V skladu s hipotezo 2 smo skusSali ugotoviti, alhpfa do interakcij med kvasovkami ter
nitasto glivo na daljavo in med celicami kvasovkeposrednem stiku na trdnem g&jis

V ta namen smo raziskovali Stiri kombinacije:

kvasovka in nitasta gliva na daljavo — test biokolnmie aktivnosti (BKA);

kvasovka in nitasta gliva v direktnem stiku — prin@ smo en organizem nanesli na
goji&ke, sekundarno pa smo po d@oemcasu nanesli drugega;

kvasovka in kvasovka na daljavo — na delwe razdalje (po pripravljenem vzorcu) smo
nanesli kvasovke istih ali razhih vrst;

kvasovka in kvasovka v direktnem stiku — na tegjojisce smo primarno nanesli eno vrsto
kvasovk, po doleéenem¢asu pa smo sekundarno nanesli drugo vrsto kvasovk.

Preverili smo tudi kompetitivho prednost kvasovkralaste glive tako, da smo kvasovko
ali nitasto glivo nacepili na trdno gajis z dol@eno ¢asovno prednostjo, pa tudi s
prednostjo v smislu direktnega stika s podlago.

Ugotovljeno biokontrolno aktivnost izbranih sevawma nato preverili Se gemi in vivo
pogojih, to je na groznih jagodah dveh sort vinske (Vitis viniferaL.) v laboratorijskih
pogojih. Izbrali smo, na okuzbo z nitasto gliBocinerea,bolj odporno sorto chardonnay
(Vitis vinifera L. cv. Chardonnay) in manj odporno sorto rebWatig vinifera L. cv.
Rebula).

Za potrditev hipoteze 3 smo kvasovke iste ali &a#h vrst nanesli na trdno go§is in po

dolocenemc¢asu ugotavljali tvorbo signalnih molekul. Koncestja proteinov v vzorcu
smo dol@ali z metodo po Bradfordu. Proteine pa smo analiz& poliakrilamidno gelsko
elektroforezo (SDS-PAGE).
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4.1 BIOKONTROLNA AKTIVNOST (BKA)IN VITRO

Testiranje biokontrolne aktivnosti vitro smo izvedli na 607 avtohtonih sevih (priloga A)
razlicnih vrst in rodov kvasovk, ter 1 sev kontrolne kwde vrsteCandida oleophila
Montrocher. Skupine posameznih vrst niso bile enedlke, saj je bilo Stevilo sevov
znotraj posamezne vrste r&no (preglednica 24). Biokontrolno aktivnost (BKA)
posameznega seva smo izrazili kot odstotek inlgbraisti nitaste glive (edha 2) in nato
izracunali povpréno vrednost biokontrolne aktivnosti za posamezistovfslika 8).

Preglednica 24: Skupno Stevilo sevov r&azl vrst kvasovk vkljgenih v raziskavo
Table 24: Number of total yeast strains testediinresearch

Vrste kvasovk St. sevov
Candida oleophilaviontrocher 1
Aureobasidium pullulans 24
Bulleromyces albus 10
Candidaspp. 41
Cryptococcuspp. 97
Debaryomyces hansenii var. hansenii 37
Hanseniaspora uvarum 75
Metschnikowia pulcherrima 46
Metschnikowia reukaufii 4
Pichiaspp. 29
Rhodotorula aurantiaca 10
Rhodotorula glutinis 62
Saccharomyces bayanus 4
Saccharomyces cerevisiae 56
Sporidiobolus pararoseus 29
Sporobolomyces roseus 74
Druge vrste kvasovk / Other yeast spp. 9
Skupaj 608

KvasovkaCandida oleophilge dosegla 24,1 % inhibicijo rasti nitaste gliBokontrolna
aktivnost te kvasovke je zelo stabilna, njen odstate ob inkubaciji 30 dni ni spremenil
(slika 8).

Povpréna vrednost biokontrolne aktivnosti vrstaureobasidium pullulange bila po
sedmih dneh viSja od BKA kvasovka oleophilain je dosegla 41,5 %, po 30 dneh pa se
je odstotek BKA znizal na 40,1 % (slika 8).
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Tudi vrsta Metschnikowia pulcherrimaje po sedmih dneh dosegla visji odstotek
biokontrolne aktivnosti od vrst€. oleophila (39,1 %), po 30 dneh inkubacije pa se je
odstotek BKA znizal na 33,1 %. Njej sorodna vrMareukaufii je dosegla 30,5 % po
sedmih dneh, 28,0 % biokontrolno aktivnhost na mésiste glive pa po 30 dneh (slika 8).

60 1 07 dni

| oo

10 1 |.

Biokontrolna aktivnost kvasovk (%) na
rast Botrytis cinerea

9 10 11 12 13
Vrste kvasovk

Slika 8: Biokontrolna aktivnost (%) posameznih \wgasovk na rast nitaste gli@otrytis cinerea
Figure 8: Biocontrol activity (%) of individual ysaispecies oBotrytis cinereagrowth

Legenda/Legend: 1 €andida oleophila2 —Aureobasidium pullulans3 —Bulleromyces albyst —Candida
spp-; 5 —Cryptococcusspp.; 6 —Debaryomyces hanseniiar. hansenii 7 — Hanseniaspora uvarupB —
Metschnikowia pulcherrimad —Metschnikowia reukaufiilO —Pichia guillermondij 11 —Pichia kluyverj
12 —Pichia membranifaciend 3 —Rhodotorula aurantiacal4 —Rhodotorula glutinis15 —Saccharomyces
bayanus 16 —Saccharomyces cerevisjake? —Sporidiobolus pararosey48 —Sporobolomyces roseus9 —
Druge vrste kvasovk (Other yeast species)

Vrsta Pichia guillermondiije po sedmih dneh dosegla 32,1 %, po 30 dneh p&%27
biokontrolno aktivnost rasti nitaste glive.

VrstaSaccharomyces cerevisipedosegla 18,9 % biokontrolno aktivnost po seddmah,
odstotek BKA pa se je do 30. dne znizala na 8,1 %.

Tudi nekatere druge vrste so presegle mejo 24,G8kobtrolne aktivnosti, ki jo je
izkazala kvasovk&. oleophila npr.: Candidaspp. 24,7 % po sedmih dneh in 9,4 % po 30
dneh; terPichia membranifacienki je dosegla 26,4 % po sedmih dneh in 11,6 % @o 3
dneh.
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Vrste Hanseniaspora uvarum, Rhodotorula aurantiaca, GCogptcus spp.,
Saccharomyces bayanus, Sporidiobolus parargseuSporobolomyces rosews® imele
biokontrolno aktivnost zelo nizko ze po sedmih dnpb 30 dneh pa praktio niso
zavirale rasti nitaste glive (slika 8). Rezultatbkontrolne aktivnosti izrazeni kot odstotek
inhibicije rasti nitaste glive drugih testiranirstkvasovk so prikazani v prilogi A.

Rezultati kaZejo, da so imele tri vrste kvasovk. gullulans M. pulcherrima in
P. guillermondi) viSjo biokontrolno aktivnost od kvasovk€andida oleophila Visjo
biokontrolno aktivnost je imela tudi vrskd. reukaufii,a je kljub dobri povpr&i vrednosti
nismo uvrstili med izbrane vrste, saj so jo predgh le Stirje sevi (priloga A) (slika 8).

Zato smo od izbranih vrst iskali tiste seve, ki jonanotraj vrste najvisjo biokontrolno
aktivnost. Biokontrolno aktivnost posameznih sevo& smo preverili tudi pri vrsti
Saccharomyces cerevisiae

Izmed skupno 24 sevov vrsfaureobasidium pullulangh je 16 doseglo visok odstotek

inhibicije (nad 40 %) rasti nitaste gli\g& cinerea Opazna lastnost sevov te vrste je tudi,
da so kvasovke zatno m@ inhibicije rasti glive véinoma obdrzale tudi po 30 dneh

skupne inkubacije. NajboljSe rezultate pa je pokedmani sev s Stevilko ZIM 2098, saj je

dosegel 50,7 % inhibicije po sedmih dneh, enakénoga je zaviral rast nitaste glive tudi

Se po 30 dneh skupne inkubacije (slika 9).
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razliéni sevi vrste Aureobasidium pullulans

Slika 9: Biokontrolna aktivnost (%) posameznih sevosteAureobasidium pullulanea rast nitaste glive
Figure 9: Biocontrol activity (%) oAureobasidium pullulangeast strains on filamentous fungi growth
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razllcnl sevi kvasovk vrste Metschnikowia pulcherrima

Slika 10: Biokontrolna aktivnost (%) posameznih mewrste Metschnikowia pulcherrimaa rast nitaste
glive
Figure 10: Biocontrol activity (%) dfletschnikowia pulcherrimgeast strains on filamentous fungi growth

Pri vrstiMetschnikowia pulcherrimamo testirali 46 razinih sevov. 1zmed teh je polovica
(24) sevov po sedmih dneh inkubacije pokazala vistdtotek inhibicije rasti (nad 40 %).
Mocno inhibicijo rasti (nad 40 %) nitaste glive po &@eh skupne inkubacije, pa je imelo
le nekaj sevov. Kot najboljSega smo izbrali setesikko ZIM 2055 (slika 10).
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razli¢ni sevi kvasovk rodu Pichia spp.

Slika 11: Biokontrolna aktivnost (%) posameznihaexoduPichiana rast nitaste glive
Figure 11: Biocontrol activity (%)dPichia spp. yeast strains on filamentous fungi growth

Le Stirje sevi rodWPichia so pokazali vé kot 30,0 % inhibicijo rasti nitaste glive in v s
pripadali vrstiPichia guillermondii(priloga A). Kot najboljSi pa je bil izbran sevZiM
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Stevilko 624. Po sedmih dneh inkubacije je zaviest nitaste glive 47,2 %, po 30 dneh
inkubacije pa 45,0 % (slika 11).
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Slika 12: Biokontrolna aktivnost (%) posameznih@evrsteSaccharomyces cerevisiaa rast nitaste glive
Figure 12: Biocontrol activity (%) ddaccharomyces cerevisigeast strains on filamentous fungi growth

Vrsto Saccharomyces cerevisiammo analizirali prav zaradi njene vloge pri alkioiho
fermentaciji,ceprav njena povptga biokontrolna aktivnost ni bila nad mejno vredjoms
kvasovke C. oleophila (slika 12). Opazili smo, da je bila pri vrsBaccharomyces
cerevisiaezaetna (po sedmih dneh inkubacije) biokontrolna aldst pri Sestih sevih
visja od 30,0 %. Po 30 dneh inkubacije pa je nadréalnostjo ostala le pri dveh sevih —
ZIM 2152 in ZIM 2180. Izbrali smo sev z ZIM Stevilk2180, saj je imel viSje vrednosti
inhibicije rasti nitaste glive tako sedmi (36,9 %9t 30. dan (33,3 %).

Za nadaljnjo analizo smo tako izmed testiranih \Wgasovk izbrali posamezne seve
(preglednica 25). Poleg kontrolne kvasovBandida oleophilaMontrocher smo izbrali
avtohtone seve kvasovk, ki so bili izolirani iz \@oskega vinorodnega podja. Njihove
vrednosti biokontrolne aktivnosti, kot tudi vredtiokontrolne kvasovkeCandida
oleophilaso izrazene kot odstotek inhibicije rasti nitaglige B. cinereain predstavljene
na sliki 13.
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Preglednica 25: Izbrani sevi kvasovk z viSjo bidkolmo aktivnostjo znotraj vrste
Table 25: Selected yeast strains with higher bitrebactivity

kvasovke oznaka izvor

Povrsina grozdne jagode sorte Zametna
¢rnina, Trska gora, 2000

PovrSina grozdne jagode sorte Rebula,
GoriSka Brda, 2004

PovrSina grozdne jagode sorte Modra
frankinja, Hom, 2000

Most sorte Kraljevina - spontana
fermentacija, 2000

Aureobasidium pullulans AP 2098
Pichia guillermondii PG 624
Metschnikowia pulcherrima MP 2055

Saccharomyces cerevisiae SC 2180

60 - 07 dni
50 - T O30 dni

] il T

BKA (%) kvasovk na rast
Botrytis cinerea

CO 2276 AP 2098 MP 2055 PG 624 SC 2180

izbrani sevi kvasovk

Slika 13: Izbrani sevi kvasovk z viSjo biokontrola&tivnostjo — BKA (%) od kontrolne kvasovkgandida
oleophilaMontrocher.

Figure 13: Yeast strains selected from yeast speuith higher biocontrol activity — BCA (%) than rdool
yeastCandida oleophilaviontrocher.
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4.2 VPLIV GOJISSA NA BIOKONTROLNO AKTIVNOST

Vpliv petih razleénih sinteténih trdnih goji€ (sestava posameznega gtaije opisana v
poglavjih 3.2.2 in 3.2.3) na biokontrolno aktivhd®&KA) kvasovk smo ugotavljali s
testom biokontrolne aktivnosti (poglavje 3.1.2)tdét so bili vkljgeni nakljieno izbrani

trije sevi razlénih vrst kvasovk (seznam sevov glej prilogo A). Deh rezultati tako
odrazajo povprno vrednost treh izbranih sevov, razen pri kvas@vétndida oleophila
Montrocher, kjer smo imeli samo en sev za testiran;

4.2.1 Vpliv goji¥a na BKA kvasovkeCandida oleophila Montrocher

Biokontrolna aktivnost kvasovk€andida oleophilaMontrocher na razinih goji&ih je
prikazana na sliki 14. Razlike med posameznimiyoge pokazejo Ze tretji dan, bolj
ofitne pa postanejocetrti oz. peti dan. Razpon biokontrolne aktivnokirasovke
C. oleophilaMontrocher na razinih goji&ih je bil peti dan od 61 do 32 %. Biokontrolna
aktivnost kvasovke je bila po sedmih dneh na gojNYDA 28 % in se do 30. dne skoraj
ni zmanjSala (24 %). Na goj§i® YPDA in KDM je bila sedmi dan biokontrolna aktiost
34 % in 29 %, vendar se je vrednost do 30. dnealmina 18 % in 11 %. Na gaqjib
WYPDA in YM je sedmi dan kvasovka kazala 16 % in%2%iokontrolno aktivnost, ki se
je do 30. dne znizala na 8 % in 0 %.
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d B e \NYP D A
= 80
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‘C 70 A
° ---0--- YPDA
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= 50
g
o 40+
=
8 30 +
,,,,,,,,,,, . -
2 20 ~e M o
= - o
< 10 - [T — —3
0 T T T T T T T T T T T \\ - TI=A

¢as (dnevi)

Slika 14: Biokontrolna aktivnost (%) kvasovkandida oleophilaMontrocher na rast nitaste gliBotrytis
cinereana razlénih trdnih sintetinih goji&ih

Figure 14: Biocontrol activity (%) of yeast spectésndida oleophildMontrocher orBotrytis cinereagrowth
on different solid synthetic medium
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4.2.2 Vpliv goji¥a na BKA kvasovkeAureobasidium pullulans

Vpliv razli¢nih goji& na biokontrolno aktivnost kvasoviaureobasidium pullulankaze,
da kvasovka na gojith WYDPA in KDM hitro izgublja svojo biokontrolnokdivnost. Ta
je bila na obeh gojtéh ze peti dan 10 % o0z 23 %, do sedmega dne japadb %, do 30.
dne pa na 0 %. Vrednosti biokontrolne aktivhostitasovke na goji&h NYDA in YPDA
so bilecetrti dan 46 % in 49 %, sedmi dan so vrednosti dmbdlolne aktivnosti na obeh
gojis¢u YM smo zaznali podoben potek krivulje, le da sedwnosti vseskozi za priblizno
8 % nizje.Cetrti dan je imela kvasovka 43 % biokontrolno afést, sedmi dan 24 %, 30.
dan pa 13 % (slika 15).

100 4 —e— NYDA
X
o —-a- YM
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Slika 15: Biokontrolna aktivhost (%) kvasovk vrgi@reobasidium pullulansa rast nitaste glivBotrytis
cinereana razl€nih trdnih sintetinih gojigih

Figure 15: Biocontrol activity (%) of yeast speci®greobasidium pullulansn Botrytis cinereagrowth on
different solid synthetic medium
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4.2.3 Vpliv goji& na BKA kvasovkeMetschnikowia pulcherrima

Pri biokontrolni aktivnosti kvasovkéetschnikowia pulcherrimana razlénih goji&ih
vidimo, da krivulje biokontrolne aktivnosti na razlih goji&ih potekajo podobno.
Vrednosti so se peti dan gibale od 27 % na §oj@/YPDA, do 34 % na YM mediju,
35 % na KDM, 40 % na gojsi YPDA ter do 45 % pri NYDA. Vrednosti biokontrolne
vrednosti so $asom padale, sedmi dan je imela najvisjo biokontraktivnost kvasovka
M. pulcherrimana gojigu NYDA (41 %). Vrednosti na ostalih gajis YPDA, KDM,

YM in WYPDA pa so bile za vsako gofig posebej 33 %, 30 %, 28 % in 22 %. Na koncu
skupne inkubacije — 30. dan, pa je imela kvasoVkgulcherrimana goji€u NYDA
najvisjo vrednost biokontrolne aktivnosti 24 %, gajis¢ih KDM in YPDA sta bili
vrednosti 19 % in 17 %, na gajii YM in WYPDA pa je bila biokontrolna aktivnost Ipe

nizka 5 % in 4 % (slika 16).

100 +

BKA kvasovke na rast B. cinerea (%)

o e

¢as (dnevi)

Slika 16: Biokontrolna aktivnost (%) kvasovk vréfietschnikowia pulcherrimaa rast nitaste glivBotrytis
cinereana razlénih trdnih sintetinih goji&ih
Figure 16: Biocontrol activity (%) of yeast specietschnikowia pulcherriman Botrytis cinereagrowth
on different solid synthetic medium



73

Mikli ¢ Milek D. Vpliv biokontrolne aktivnosti kvasovk nmast nitaste glivotrytis cinereaPers..
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiehniSka fakulteta, Interdiscipl. podipl. Studiptehnologije, 2007

4.2.4 Vpliv goji¥a na BKA kvasovkePichia guillermondii

KvasovkaP. guillermondiiima na gojisu NYDA visoko biokontrolno aktivnost, skozi ves
¢as skupne inkubacij€etrti dan je njena vrednost 64 %, medtem ko jerogitl goji&ih
nizja: 50 % in 49 % na YPDA in YM, 43 % na KDM 82 % na WYPDA. Sedmi dan so
razlike Se ¢itnejSe; medtem ko kvasovka na g®jiSNYDA Se vedno dobro zavira rast
nitaste glive (49 %), pa se vrednosti na drugihisgidj znizajo na 34 % na YPDA, 22 % na
goji&u YM, ter na pod 10 % na gojis WYPDA in KDM. Vrednost biokontrolne
aktivnosti se 30. dan ustali pri 32 % na gajiNYDA, ter pri 21 % na goji& YPDA. Na
ostalih treh goji&ih ni vet zaznati biokontrolne aktivnosti kvasovke, na gojiSVYPDA
lahko to opazimo Ze osmi dan (slika 17).
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Slika 17: Biokontrolna aktivnost (%) kvasovk vr&tiehia guillermondiina rast nitaste glivBotrytis cinerea
na razlénih trdnih sintetinih gojiih

Figure 17: Biocontrol activity (%) of yeast specieghia guillermondii on Botrytis cinereagrowth on
different solid synthetic medium
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4.2.5 Vpliv gojis¢a na BKA kvasovkeSaccharomyces cerevisiae

Pri kvasovkiSaccharomyces cerevisiapazimo, da biokontrolna aktivnost ni najboljSa na
gojis¢u NYDA, kot je to pri drugih vrstah kvasovk. Kvad@ ima visoke vrednost
biokontrolne aktivnosti in jih obdrzi do konca irdacije na goji&u KDM in WYPDA, ki
imata oba pow&ano vsebnost glukoze. Peti dan kvasovka zaviranisite glive na KDM
83 %, na WYPDA pa 71 %. Njuna vrednost do sedmegamhde na 82 % ter 64 %, na
koncu inkubacije pa sta vrednosti 74 % na KDM teebna WYPDA. Na goji&i NYDA,
kjer so druge kvasovke dosegale dobro biokontralkiivnost paS. cerevisiageti dan
54 % zavira rast glive, sedmi dan pade vrednost4®@do, na koncu inkubacije pa
biokontrolne aktivnosti ni. Na gojih YM in YPDA je biokontrolna aktivnost peti dan
36 % in 48 %, sedmi dan pa 21 % in 32 odstotna3@dneh skupne inkubacije kvasovka
zavira rast nitaste glive na ga@jis YPDA 12 %, na goji&i YM pa biokontrolne aktivnosti
ni vet ze po 15 dneh skupne inkubacije (slika 18).
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Slika 18: Biokontrolna aktivnost (%) kvasovk vr&accharomyces cerevisia@a rast nitaste glivBotrytis
cinereana razlénih trdnih sintetinih gojigih

Figure 18: Biocontrol activity (%) of yeast spectesccharomyces cerevisiaa Botrytis cinereagrowth on
different solid synthetic medium
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4.2.6 Primerjava biokontrolne aktivnosti kvasovk narazliénih gojis¢ih

Ce povzamemo rezultat lahko ugotovimo, da so izbrkmasovke najbolj stabilno
biokontrolno aktivnost izrazale na gajs NYDA. Podobne rezultate so dosegale na
gojiu YPDA, vendar so se vrednosti 30. dan skupne ia&i#d na gojisu NYDA
obdrzale na vrednostih od 24 do 32 % (ra3enerevisia@ma 0 %), na goji&i YPDA pa so
bile vrednosti 30. dan od 12 do 28 % (slika 19).

100 -
a) 7.da OCO AP mMP @PG ESC

BKA kvasovk (%

NYDA YPDA YM WYPDA  KDM
trdna gojis¢a

100 -
b) 30. da ] 0CO mAP OMP @PG mSC

BKA kvasovk (%

NYDA YPDA YM WYPDA  KDM
trdna gojis¢a

Slika 19: Biokontrolna aktivnost (%) radtiih vrst kvasovk na rast nitaste gliBetrytis cinereana razlénih
trdnih gojigih; (a) 7. dan in (b) 30. dan inkubacije
Figure 19: Biocontrol activity (%) of different ystaspecies oiBotrytis cinereagrowth on different solid
medium after (a) 7 days and (b) 30 days of incobati

Goji%e YM je na biokontrolno aktivnost vseh izbranih &wek delovalo podobno, prvih
sedem dni smo opazili hiter padec vrednosti na 38+8ato pa so se vrednost posameznih
vrst kvasovk znizevale in 30. dan padle pod 15 I%a(4.9).

Goji&i KDM in WYPDA pa sta pokazali, da im&. cerevisiaaa takem goji& izrazito
prednost, saj je po 30 dneh skupne inkubacijevogavirala njeno rast 51 % na WYPDA
mediju in 74 % na KDM (slika 19).
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4.3 VPLIV KVASOVK NA RAST NITASTE GLIVESEMI IN VIVO

Vpliv izbranih sevov kvasovk na rast nitaste glsmo testiralisemi in vivg na grozdnih
jagodah v laboratorijskih pogojih, kot je opisanopeglavju 3.1.3. Po inkubaciji smo
ocenili gnilobo posamezne grozdne jagode (glej lptbgco 3) in izréunali odstotek
okuzenosti po erdi 3. Rezultati so predstavljeni deno glede na k& nanaSanja
fitopatogene glive ter kvasovke (z injekcijsko igith s prSilko) za sorto grozdja rebula
(sliki 20 in 21) in za sorto grozdja chardonnayk{22 in 23).

4.3.1 Sorta rebula Vitisvinifera L. cv. Rebula)

Okuzenost skupin grozdnih jagod sorte rebula, &mo razltne vrste kvasovk in nitasto
glivo nanasali z injekcijsko iglo, vidimo na sliRD. Opazimo lahko da, vsaka posamezna
vrsta kvasovk (skupina C) vpliva na okuzZzenost gnizgagod. Okuzenost skupine C je pri
razlicnin vrstah kvasovk razien in se giblje od 11,1 % pf$. cerevisiae 18,9 % pri
P. guillermondij 23,9 % pri A. pullulans 24,7 % pri M. pulcherrima do 26,1 % pri
C. oleophilaMontrocher. Pri grozdnih jagodah skupin A, tretiraaaiasno s kvasovkami
in nitasto glivo ugotovimo, da vpliv ni zaviralenkot smo préakovali. Oba
mikroorganizma skupaj izkogiata hranila, ki so jima na voljo in povzaia ViSjo
okuzenost grozdnih jagod, k@e bi bila na jagodah prisotna posamezno. OkuZenost
grozdnih jagod skupine A, kjer smo nanaSali kvaso¥k pullulansje bila 74,2 %.
Grozdne jagode skupine A v &snem stiku z nitasto glivo in kvasovKa oleophila
Montrocher so bile okuzene 71,1 %, pri vrBtiguillermondiiin glivi je bila okuzba
grozdnih jagod skupine A 66,7 %, vrskd pulcherrima pa je skupaj z nitasto glivo
povzraila 65,8 % okuzenost grozdnih jagod skupine A. &rSt cerevisiaeskupaj z
nitasto glivo povzré 61,7 % stopnjo okuzenosti grozdnih jagod skupfeGrozdne
jagode kontrolne skupine D (tretirane samo z rotagivo na zdetku) so imele manjSo
stopnjo okuzenosti v vseh primerih, razen v komtijn& kvasovkoS. cerevisiaePri
skupini B smo kvasovko nanesli nacetku, fitopatogeno glivo pa 24 ur kasneje.
Pricakovali smo, da bo populacija kvasovk izkoristdasovno prednost tako, da bo
zavirala rast nitaste glive. Okuzenost grozdnitogagkupine B je manjSa. Pri grozdnih
jagodah skupine B tretiranih s kvasovRoguillermondiina zg&etku, po 24 urah pa Se z
B. cinerea je okuzenost 27,5 %. Skupina B grozdnih jagodirtneih s kvasovko
A. pullulans 24 ur pred nanosom glive je 22,2 % okuZena. Ps&ti V€. oleophila
Montrocher je okuzenost grozdnih jagod 20,0 %, ysti M. pulcherrima 17,2 %, pri
S. cerevisiaga 18,6 %. Na grozdnih jagodah kontrolne skupined&katere smo nanesli
samo nitasto glivo po 24 urah, se je okuzenostdynbzjagod gibala od 14,4 % do 20,0 %.
Kontrolna skupina grozdnih jagod, ki smo ji stewilfizioloSko raztopino dodali z iglo, ni
pokazala bistvene okuzenosti (2,5 %) (slika 20).
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Slika 20: Okuzenost grozdnih jagod (%) sorte relfMitis viniferaL. cv. Rebula) pri nanaSanfl. cinerea
in kvasovk z injekcijsko iglo

Figure 20.Vitis vinifera L. cv. Rebula grape berries infection (%) whenlgipg B. cinereaand yeasts by
medical needle
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C. oleophila A. pullulans M. pulcherrima P. guillermondii S. cerevisiae

Slika 21: Okuzenost grozdnih jagod (%) sorte relfultis viniferaL. cv. Rebula) ob nanaSariu cinereain
kvasovk s prsilko

Figure 21.Vitis vinifera L. cv. Rebula grape berries infection (%) whenlgipg B. cinereaand yeasts by
spraying
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Pri nanosu fitopatogene gliv. cinereain kvasovke na grozdne jagode sorte Rebula s
prsilko je stopnja okuzenosti grozdnih jagod nizjgpod 25,0 %. Pri skupini K lahko
opazimo biokontrolno aktivnost kvasovk, saj so grez jagode te skupine manj okuzene
od skupine N, Kkjer je s prSilko nanesena samo taitgliva. Kvasovke so zmanjSale
okuzenost grozdnih jagod; vrs@ oleophilaMontrocher za 3,6 %, vrstd. pulcherrima
za 6,1 %, vrstaP. guillermondiiza 2,5 % in vrsteS. cerevisiaeza 2,2 %. Le pri vrsti
A. pullulansje bila okuzenost skupine K &a (za 2,5 %) od okuZenosti grozdnih jagod
skupine N. Okuzenost grozdnih jagod skupine L (@kwmo na grozdne jagode nanesli 24
ur po nanosu kvasovke) je bila pri kvasowki oleophila Montrocher 23,1 %, pri
A. pullulans25,3 %, pri vrstM. pulcherrimal4,7 %, pri kvasovkP. guillermondii20,6 %
ter 15,3 % pri vrstS. cerevisiaeV teh primerih je bila okuzenost grozdnih jagédigne

L ve¢ja od okuzenosti skupine O, ki smo jo, s 24 urnamikom prSili samo s suspenzijo
spor nitaste glive. Okuzenost kontrolne skupinesikio jo prSili s sterilno fizioloSko
raztopino, je bila 1,7 % (slika 21).

4.3.2 Sorta chardonnay Yitisvinifera L. cv. Chardonnay)

Pri skupini A grozdnih jagodah sorte chardonnayk#sP?2), lahko ugotovimo, da sta
kvasovki C. oleophila Montrocher inA. pullulans pokazali biokontrolno aktivnost, ne
glede na to ali je bila gliva nanesengasno z njima ali 24 ur kasneje. Stopnja okuzenosti
skupine A tretirane s kvasovk oleophilaMontrocher (17,5 %) in skupine D (28,6 %) se
je razlikovala za 11,1 %, okuzenost skupine B pge sazlikovala za 5,3 % od skupine E.
Pri kvasovkiA. pullulansso bile grozdne jagode skupine A okuZene 13,6 Razenost
grozdnih jagod skupine D pa je bila 24,4 %. Skufine bila okuZzena 10,3 %, skupina E,
pa je bila okuzena 12,8 %. KvasoWdi pulcherrimain S. cerevisiaeta zavirali rast glive
B. cinereasamo v primeru ko sta bili na grozdne jagode nemesgasno z glivo (skupina
A). Pri nanosu glive na grozdne jagode 24 ur kaspej tega vpliva ni bilo (skupina B).
Stopnja okuzbe skupine A tretiran@/z pulcherrimaje bila 19,2 %, skupine D pa 29,4 %.
Pri skupini A tretirani s kvasovk8. cerevisiaso bile grozdne jagode okuzene 29,7 %, pri
skupini D pa 32,2 %. Skupini A in D tretirani s lsewkoP. guillermondiista bili okuzeni
enako (25,0 %). Skupine B in E so bile pri kvasovkipulcherrimaokuzene 16,4 % in
15 %, pri kvasovkP. guillermondiil0,3 % in 8,6 %, pri kvasovi8. cerevisiagpa 22,8 %

in 13,6 %. Kontrolna skupina grozdnih jagod, teeta s sterilno fizioloSko raztopino
skoraj ni bila okuzena (1,7 %) (slika 22).
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Slika 22: Okuzenost grozdnih jagod (%) sorte chandy {itis viniferaL. cv. Chardonnay) pri nanaSanju
B. cinereain kvasovk z injekcijsko iglo

Figure 22.Vitis viniferaL. cv. Chardonnay grape berries infection (%)wheplying B. cinereaand yeasts
by medical needle
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C. oleophila A. pullulans M. pulcherrima P. guillermondii S. cerevisiae

Slika 23: Okuzenost grozdnih jagod (%) sorte chandy {itis vinifera L. cv. Chardonnay) ob nanaSanju
B. cinereain kvasovk s prsilko
Figure 23.Vitis viniferaL. cv. Chardonnay grape berries infection (%) wheplyingB. cinereaand yeasts

by spraying
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Pri nanaSanju gliv8. cinereain kvasovk s prSenjem na grozdne jagode sortedohaay
so bile najmanj okuzene skupine tretirane s kvas@koleophilaMontrocher. Okuzenost
grozdnih jagod tretiranih samo s to vrsto kvasgekbila 3,3 % (skupina M). S kvasovko
C. oleophilaMontrocher tretirana skupina K &sni nano®. cinereain kvasovke) je bila
okuzena 3,1 %, skupina L (24 ur kasneje naneseimo) gla je okuzena 2,8 %. Kvasovki
M. pulcherrimain S. cerevisiagmanjSata okuzenost grozdnih jagod skupine K2d®in
1,6 %, okuzenost skupine K pri kvasovkahpullulansin P. guillermondiipa je 10,6 % in
14,2 %. Grozdne jagode, ki so bile tretirane s &vks, po 24 urah pa Se z glivo (skupina
L), so bile v primeru kvasovR. pullulans,M. pulcherrimain S. cerevisiaédolj okuzene
od grozdnih jagod skupine O. KvasovRaguillermondiije zmanjSala okuZzenost grozdnih
jagod skupine L v primerjavi s skupino O. Kontrolslkeupina grozdnih jagod, ki smo jo
tretirali s sterilno fizioloSko raztopino, prastio ni okuzena (0,7 %) (slika 23).

Razlike med okuzenostjo grozdnih jagod sorte reberaorte chardonnay lahko opazimo
na slikah 20 — 23. Sorta rebula je za okuzbe ztaitglivo B. cinereabolj dovzetna od
sorte chardonnay. Glede na rezultate pa lahko ugoty da so razlike v stopnji
okuzenosti grozdnih jagod povezane tudi Zimam nanosa kvasovk in nitaste glive
B. cinerea Skupine grozdnih jagod, ki smo jim z injekcijsigto poskodovali povrsino, so
bile bolj okuzene od skupin grozdnih jagod, ki seele povrSino neposkodovano in smo
glivo B. cinereain kvasovke nanasali s prSenjem.

4.3.3 Razlike med sevi nitaste glive

Razlike v okuzenosti grozdnih jagod smo opazili tmeéd posameznimi sevi nitaste glive
B. cinerea(slika 24). Najvéjo okuzenost grozdnih jagod povzeosev z oznako ZIM F58,
ki je bil izoliran s povrSine grozdne jagode v Sdaii. Sev ZIM F58 nanesen nacesku
eksperimenta v grozdne jagode sorte chardonnayekcijsko iglo povzrdi okuzenost
med 61,7 % in 85,8 %. Pri nanosu tega seva 24 smef@ pa so grozdne jagode sorte
chardonnay okuzene od 10,8 % do 28,3 %, grozdredgagorte rebula pa od 6,7 % do
22,5 %. Ob uporabi prSilke za nanos nitaste glaeaetku eksperimenta (akasu Oh) je
stopnja okuzenosti grozdnih jagod sorte chardonméyl4,2 % do 21,7 %, okuZenost
grozdnih jagod sorte rebula pa se giblje med 24j8 38,0 %. Pri nanosu glive po 24 urah
je okuzenost grozdnih jagod sorte chardonnay o6 #40do 20,0 %, pri sorti rebula se
odstotek okuzenih grozdnih jagod giblje med 13,51%24,2 % (slika 24).
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Slika 24: Okuzenost grozdnih jagod (%), ki jo pa¢a posamezen sev nitaste glBecinerea(F58, F61 in
F63), ter posamezna vrsta kvasovk nanesenih naigegagode a) z iglo; b) z brizgo sasu 0 h in
24 h
Figure 24: Grape berries infection (%) caused bgehdifferentB. cinereastrains (F58, F61 and F63) and
individual yeast strain placed on grape berridseeia)) with a needle or b) with a spray at time 0 h
and 24 h later

Legenda/Legend: C-CO: grozdne jagode sorte chaejorretirane s kvasovkdCandida oleophila
Montrocher; C-AP; grozdne jagode sorte chardonretyrane s kvasovkéureobasidium pullulansC-MP;
grozdne jagode sorte chardonnay tretirane s kvashdtschnikowia pulcherrimaC-PG; grozdne jagode
sorte chardonnay tretirane s kvasoWiohia guillermondij C-SC; grozdne jagode sorte chardonnay tretirane
s kvasovkoSaccharomyces cerevisjaB-CO: grozdne jagode sorte rebula tretirane ssdwieo Candida
oleophilaMontrocher; R-AP; grozdne jagode sorte rebulareé s kvasovkéureobasidium pullulansk-

MP; grozdne jagode sorte rebula tretirane s kvasdktschnikowia pulcherrimaR-PG; grozdne jagode
sorte rebula tretirane s kvasoviichia guillermondij R-SC; grozdne jagode sorte rebula tretirane s
kvasovkoSaccharomyces cerevisiae
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Sev z oznako ZIM F61 smo prejeli od raziskovaleeWentije. Pri nanosu z injekcijsko
iglo je bila okuzenost skupine D grozdnih jagodtesarhardonnay od 13,3 % do 33,3 %,
grozdnih jagod sorte rebula pa med 37,5 % in 57,%ftnanosu fitopatogene glive po 24
urah pa se je okuzenost skupine E gibala med 42 24,7 % pri grozdnih jagodah sorte
chardonnay oz. med 15,8 % in 25,8 % pri grozdndogiah sorte rebula. Pri uporabi
prSilke za nanos seva z oznako ZIM F61 je bila ekost skupine N grozdnih jagod sorte
chardonnay od 4,2 % do 13,3 % 0z. med 5,0 % ind)g8i skupini O. Pri sorti rebula smo
opazili nekoliko véje vrednosti okuzenosti grozdnih jagod in sicer2dg7 % do 28,3 %
pri skupini N in med 11,7 % in 18,3 % pri skupinj & smo glivo nanesli 24 ur kasneje
(slika 24).

Sev B. cinereaiz Francije smo v zbirko ZIM shranili pod oznako 3-&ri nanosu na
grozdne jagode sorte chardonnay z injekcijsko apdaz&etku eksperimenta (skupina D),
smo opazili, da je okuzenost grozdnih jagod od%,d0 13,3 %¢e pa smo glivo nanesli
24 ur kasneje, je bila okuzenost grozdnih jagodosi@ E od 6,7 % do 11,7 %. Pri sorti
rebula je bila okuzZenost grozdnih jagodah viSjastOk okuzZenosti grozdnih jagod
skupine D je bila med 53,3 % in 71,7 %, pri skufitnpa se je odstotek okuzZenosti znizal
na 15,0 % do 22,5 %. Pri nanaSanju suspenzije spaste glive s prSilko na povrsino
grozdnih jagod sorte chardonnay je bila okuZen&spise N od 3,3 % do 9,2 %, pri
skupini O pa so se vrednosti gibale med 0,8 % %4, Pri sorti rebula je bila okuzenost
grozdnih jagod skupine N od 8,3 % do 21,7 %, skeiginpa med 6,7 % in 11,7 % (slika
24).

Slika 25: OkuZenost grozdnih jagod (a) sorte reljMiéis vinifera L. cv. Rebula) in (b) sorte chardonnay
(Vitis vinifera L. cv. Chardonnay) pri nanosu kvasovkandida oleophilaMontrocher in glive
Botrytis cinereaz injekcijsko iglo na zgetku eksperimenta (skupina A)

Figure 25: Grape berries infection of (a) cultivRebula Vitis vinifera L. cv. Rebula) and (b) cultivar
Chardonnay Yitis vinifera L. cv. Chardonnay) when yeaSandida oleophilaMontrocher and
filamentous fungiBotrytis cinereawere applied by needle injection in the beginniof
experiment (group A)
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4.4 VPLIV CELICNEGA STIKA

4.4.1 Vpliv celénega stika med kvasovko in nitasto glivo

Vpliv celicnega stika med kvasovko in nitasto glivo smo spedimha trdnem goji&u.
Izbrali smo dva raztnha trdna medija; gojtg& NYDA ter gojige PDA, katerih sestava in
priprava sta opisani v poglavju 3.2.3. Izvedba dtipbv testa (A in B) je opisana v
poglavju 3.1.2.2. Test smo izvajali v treh paradlkPrisotnost rasti nitaste glive (pri testu
A) oz. kvasovk (pri testu B) v primerjavi s kontnol plo€o smo spremljali sedmi, 15. in
30. dan in jo oznmali z 0, ¢e na nobeni pla@s ni bilo rasti; z 1,6e smo rast opazili na eni
plogi; z 2, ¢e je bila rast vidna na dveh ptad; in s 3¢e je bila rast prisotna na vseh treh
paralelkah.

Na koncu, po 30 dneh inkubacije, smo kolonije gledevelikost razvrstili v velikostne
razrede: ni rasti (-); premer kolonije do 1 cm (gemer kolonije od 1- 2 cm (1-2);
premer kolonije od 2— 3 cm (2-3); premer kolonigek33- 4 cm (3-4); premer kolonije od 4—
5 cm (4-5); premer kolonije nad 5 cm (>5).

4.4.1.1 Test A — primarni nanos kvasovk

Rast vseh treh sevov nitaste glBecinereana kontrolni plo&i brez nanosa celic kvasovk
je pri inkubaciji na sobni temperaturi potekalamamo. V petih do sedmih dneh je gliva
dosegla rob pla®g tako na goji& NYDA, kot na gojisu PDA. Trideseti dan, ko smo
pregledovali rezultate, pa je bila kontrolna gkp§opolnoma prerasla z nitasto glivo
B. cinerea(preglednica 26). Premer kolonije nitaste glivekoatrolni plog€i je tako enak
premeru plo& same, to je 9 cm, zato podatek ni prikazan viededgi 26.

Pri rasti nitaste glive na pléiss primarnim nanosom kvasovk pa so vsi trije sataste
glive B. cinerearasli bolj p@&asi. Po petih do sedmih dneh inkubacije smo s ipnost
otesom komaj zaznali zatek rasti micelija. Plé& smo inkubirali naprej in 15. ter 30. dan
ponovno ocenili prisotnost rasti. S statisb obdelavo podatkov (priloga B) dobljenih pri
testu A smo ugotovili, da se prisotnost oz. odssttnasti nitaste glive pokaze ze sedmi dan
inkubacije in se statigino zn&ilno ne razlikuje od rezultatov dobljenih po 15 &l dneh
inkubacije.

V preglednici 26 lahko vidimo, da testirani seviakovk Aureobasidium pullulans
Metschnikowia pulcherriman Pichia guillermondiina goji€u NYDA popolnoma zavirajo
rast vseh treh sevov nitaste gliBetrytis cinereaNa goji€u PDA pa je rast nitaste glive
prisotna na pla&h, kjer smo kvasovke in nitasto glivo nanesli bikad ¢asu O (tj. ob
posusitvi plog). Tudi kvasovkaCandida oleophilaMontrocher zavira rast nitaste glive na



84

Mikli ¢ Milek D. Vpliv biokontrolne aktivnosti kvasovk mast nitaste gliv@otrytis cinereaPers..
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiehniSka fakulteta, Interdiscipl. podipl. Studiptehnologije, 2007

goji&u NYDA, z izjemo rasti sevov F61 in F63 na miogokulirani na zé&etku (obcasu

0Oh). KvasovkaSaccharomyces cerevisiapusga rast nitaste glive na plBsz nizjo
koncentracijo celic kvasovk na&ku (obcasu 0h), ob kasnejSem nanosu nitaste glive na
primarni nanos kvasovk pa rast ni opazna. Nacploss PDA goji&em s primarnim
nanosom raztnih vrst kvasovk na zatku (obc¢asu Oh) zrastejo vsi sevi nitaste glive,
nekateri tudi pri kasnejSi inokulaciji. Sev nitagfiéve F63 je najbolje premagoval oviro
primarnega nanosa kvasovk (preglednica 26).

Iz dobljenih rezultatov smo tudi ugotovili, da posgzne vrste kvasovk razio mano
zavirajo rast nitaste glive. Najitioeje seveda zavirajo rast tiste kvasovke, kjer sgdoh

ni bilo. Tam, kjer pa se je rast kolonije nitastve pojavila, pa smo opazili, da je bila
velikost kolonije po 30 dneh inkubacije r&no velika. Na primer: pri kvasovki
P. guillermondiiod manj kot 1 cm do najge2 cm, medtem ko je na primarnem nanosu
kvasovkeS. cerevisiaaitasta gliva zrasla v premer tudiévieot 3 cm. Na sliki 26 vidimo
razlike v premeru rasti seva F61 nitaste glB/ecinereana povrSini primarnega nanosa
kvasovkeC. oleophilaMontrocher in na povrsini primarnega nanbkagulcherrima

AA -O 4%,
o 2276 |40 B:P g, %
weA |10t e Shoe
b 7 i
A N POA

S—

Slika 26: Rast seva nitaste gli#e cinereaF61 po 30 dneh skupne inkubacije na gldfez primarnega
nanosa kvasovke (AK - kontrola) ter na gio$ primarnim nanosom kvasovke @) oleophila
Montrocher; in bM. pulcherrima

Figure 26: Growth oB. cinereaF61 strain after 30 days incubation on agar phathout yeast biocoating
(AK - control plate) and on agar plate with yegsCaoleophilaMontrocher or bM. pulcherrima
biocoats
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Preglednica 26: Rast treh raziih sevov nitaste gliv8. cinerea(F58, F61, F63) na trdnem ga@isNYDA

Table 26: Growth of differenB. cinereastrains (F58, F61, F63) on solid NYDA or PDA meadiwith

ali PDA s primarnim nanosom raatih vrst in koncentracij kvasovk

different yeast strains and their concentratiorcdiding

nitasta glivaBotrytis cinerea

9oj sev F58 sev F61 sev F63
. konc frok rasf 2 (cm) rast 2r (cm) rast 2r (cm)
7 15 30 Vv 7 15 30 Vv 7 15 30 Vv
primarni nanos kvasovke Candida oleophila Montroche
olo o0 o - 0 0 © - 0 0 0 -
N 1¢%10" 240 o0 o0 - 0 0 0 - 0 0 © -
Y 48|10 0 o0 - 0O 0 0 - 0 0 0 -
D o|l0 0 O - 1 2 3 1-2 |3 3 3 1-2
A 10°010° 24| 0 0 O - 0 0 0 - 0 0 © -
48|10 0 o0 - 0 0 © - 0O 0 0 -
o|3 3 3 12 |3 3 3 23 |0 0 0O -
b 110" 2410 0 0O - o 1 2 23 |0 0 © -
b 48|10 0 o0 - 0 0 © - 0O 0 0 -
A o|3 3 3 12 |2 3 3 34 |3 3 3 2-3
1010° 24|12 2 2 12 |0 2 2 23 |3 3 3 2-3
48|10 0 o0 - 0O 0 0 - 0O 0 0 -
primarni nanos kvasovke Aureobasidium pullulans
olo o o - 0 0 O - 0 0 0O -
N 10%10* 24|10 o0 0 - 0O 0 0 - 0 0 © -
Y 48|10 0 0 - 0O 0 O - 0O 0 0 -
D 0o]l0 0 o© - 0O 0 O - 0O 0 0 -
A 10710° 24|10 0 O - 0 0 0 - 0O 0 0 -
48|10 0 0 - 0O 0 O - 0O 0 O -
o|l3 3 3 233 3 3 23 |3 3 3 2-3
P 107168 24|10 0 0 - 0O 0 0 - 1 2 2 1-2
b 48|10 0 0 - 0O 0 O - 0O 0 0O -
A o|3 3 3 23 |3 3 3 23 |3 3 3 2-3
10716 24|10 0 0 - 3 3 3 1-2 |3 3 3 1-2
48|10 0 0 - 0O 0 O - 3 3 3 1-2
primarni nanos kvasovkdetschnikowia pulcherrima
olo o o - 0 0 O - 0 0 0 -
N 10%10" 24|10 o0 0 - 0O 0 O - 0O 0 O -
Y 48|10 0 o0 - 0O 0 O - 0O 0 0 -
D 0o]lo0 0 o© - 0O 0 O - 0O 0 0 -
A 10°10° 240 0 o0 - 0O 0 0 - 0O 0 O -
48|10 0 0 - 0O 0 O - 0O 0 0 -
o|l3 3 3 23 |3 3 3 <1 3 3 3 1-2
b %10 24|13 3 3 12 |3 3 3 <1 3 3 3 1-2
b 48|10 0 0 - 0 0 O - 3 3 3 <1
A o|3 3 3 23 |3 3 3 23 |3 3 3 2-3
10410*° 24|13 3 3 12 |3 3 3 1-2 |3 3 3 2-3
48|10 0 0 - o 2 3 1-2 |3 3 3 1-2
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nadaljevanje preglednice 26: Rast treh taiti sevov nitaste gliv8. cinerea(F58, F61, F63) na trdnem
goji&u NYDA ali PDA s primarnim nanosom raatih vrst in koncentracij kvasovk

primarni nanos kvasovKeichia guillermondii

olo o o - 0O 0 O - 0 0 O -
N 10%10* 240 o0 0 - 0O 0 0 - 0O 0 O -
Y 4810 0 o0 - 0O 0 0 - 0O 0 O -
D olo o o - 0 0 0 - 0 0 © -
A 10710° 24|10 0 O - 0O 0 0 - 0O 0 0 -

4810 0 o0 - 0O 0 0 - 0O 0 O -
0 3 3 3 <1 3 3 3 <1 3 3 3 <1
P 107168 24|10 0 0 - 0O 0 0 - 0O 0 0 -
5 4810 0 o0 - 0O 0 0 - 0O 0 O -
A o|3 3 3 12 |3 3 3 12 [3 3 3 1-2
10716 24|10 0 0O - 0O 0 0O - 3 3 3 <1
4810 0 o0 - 0O 0 0 - 0O 0 O -
primarni nanos kvasovk&accharomyces cerevisiae
olo o o - o 1 2 12 [0 o0 1 1-2
N 10%10* 240 0 0 - 0 1 1 23 |0 2 2 2-3
Y 4810 0 O - o 1 2 23 |0 0 2 1-2
D 0|3 3 3 34 |3 3 3 34 |3 3 3 3-4
A 10°10° 24|l 0 0 o0 - 0 0 0 - 0O 0 © -
4810 0 O - 0 0 0 - 0 0 0 -
o|]3 3 3 233 3 3 34 |3 3 3 2-3
b 107100 2410 o0 o0 - 0O 2 3 34 |0 0 O -
b 4810 0 o0 - 0o 2 3 23 |0 0 O -
A 0|3 3 3 34 |3 3 3 34 |3 3 3 3-4
101° 24|12 2 2 34 |0 0 O - 2 2 2 34
4810 0 o0 - 0O 0 0 - 0O 0 O -

Legenda? - rast smo ocenili po sistemu 0,1,2,3: 0 — niirdst rast je vidna na eni pki§2 — rast je vidna
na dveh plodah; 3 — rast je prisotna na vseh treh paralelRapremer kolonij je podan kot povgrea
vrednost velikosti premera kolonij na treh paraidlo 30 dneh inkubacijéfas skupne inkubacije (dnevi);
V —vzorec;

Legend:® — estimated growth, according to 0,1,2,3 systera: fib growth; 1 — growth on one plate; 2 —
growth on two plates; 3 — growth on all three patgilates;” — colony diameter as mean value of all three
parallel, after 30 days of incubatiditime of co-incubation (days); V - sample

4.4.1.2 Test B — primarni nanos nitaste glive

S testom B smo ugotovili, da kvasovke vr§andida oleophila Montrocher,
Metschnikowia pulcherrimaichia guillermondiiin Saccharomyces cerevisiaeastejo na
povrSini goji€a NYDA s primarnim nanosom vseh treh sevov nitagtee Botrytis
cinereane glede na koncentracijo celic as zamika inokulacije. Na goji3 PDA s
primarnim nanosom vseh treh sevov nitaste gBwegrytis cinereapa se rast teh kvasovk
pojavi v koncentracijskem razmerju ®100° ob inokulaciji 48 h po posusitvi plos
Ugotovili smo tudi, da kvasovkAureobasidium pullulangzraste na pl@h obeh goji&s
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primarnim nanosom nitaste glivB. cinereale v koncentracijskem razmerju %00
(preglednica 27).

Velikosti kolonij kvasovk, ki so zrasle na ptah s primarnim nanosom nitaste glive so
razlicne v primerjavi z velikostjo kolonije kvasovk nabglah brez nanosa (preglednica 27
in slika 27). Razlike v velikosti premera kolonyjdsovk, so evidentne, kar pomeni, da tudi
nitasta gliva vpliva zaviralno na rast kvasovk.

Iz priloge B ugotovimo, dé&as skupne inkubacije v testu B na rezultate nevapkaj se
rezultati oditani 7. dan statistno zn&ilno ne razlikujejo od dobljenih rezultatov po 16 a
30 dneh.



Preglednica 27: Rast raatih kvasovk na trdnem gofi§ NYDA ali PDA s primarnim nanosom raghih sevov nitaste gliv8. cinereain njihovih koncentracij v
primerjavi z rastjo na trdnem gajif brez primarnega nanosa nitaste glive
Table 27: Growth of different yeasts on solid NYDAPDA medium with or without biocoating with difentB. cinereastrains and their concentration

kvasovke
Candida Aureobasidium Metschnikowia Pichia Saccharomyces
oleophilaMontrocher pullulans pulcherrima guillermondii cerevisiae
rasf 27 (cm) rast 2r (cm) rast 2r (cm rast 2r (cm) rast r (c2n)
gojie konc. t| 7 15 30| K V| 7 15 30 K V| 7 15 30 K \ 7 1530| K V| 7 15 30| K V
primarni nanosBotrytis cinereasev F58
48( 3 3 323120 O O 34 -|3 3 3 34123 3 3 34123 3 3 2312
10%10° 72| 3 3 3 23 <1|0 0 0O 34 - 3 3 3 34 1-2| 3 3 3 34 1-2| 3 3 3 23 1-2
NYDA 9 | 3 3 3 23 <1|0 0 0O 34 - 3 3 3 23 12| 3 3 3 34 <1/ 3 3 3 23 «1
481 3 3 334123 3 3 45123 3 3 34123 3 3 34123 3 3 2312
10°10° 72| 3 3 334 <1|0 O O 45 -|3 3 3 34123 3 3 34123 3 3 23 <1
% 3 3 334<1/0 O O 45 -|3 3 3 23123 3 3 34123 3 3 23 <«
48 | O 0 0 34 - 0 0 0 45 - 0 0 0 23 - 3 3 3 34 1-2| 0 0 0 34 -
10%10* 721 0 0 034 -|0 O O 45 -|0 O 023 -|0 O 034 -|0 0 O 34 -
PDA 96| O 0 0 34 - 0 0 0 45 - 0 0 0 23 - 0 0 0O 34 - 0 0 0 34 -
48 | 1 1 1 34 1-2| 3 3 3 > 1-2 3 3 3 34 1-2| 3 3 3 34 1-2| 1 1 1 23 <1
010> 72 0 0 034 -|0 O O > -|0 0O O 34 -3 3 3 34<1|{0 0 0 23 -
96| O 0 0 23 - 0 0 0O > - 0 0 0 34 - 0 0 0O 34 - 0 0 0 23 -
primarni nanosBotrytis cinereasev F61
48 | 3 3 3 23120 0 0O 34 - 3 3 3 34 1-2| 3 3 3 34 2-3| 3 3 3 23 1-2
1010 721 3 3 3 2312/0 O O 34 -|3 3 3 34123 3 3 34233 3 3 2312
NYDA %| 2 3 32312/,0 O O 34 -|3 3 3 23123 3 3 34123 3 3 2312
48 | 3 3 3 34 23| 3 3 3 45 34| 3 3 3 34 2-3| 3 3 3 34 2-3| 3 3 3 23 1-2
10°10° 72| 3 3 3 3423/ 0 O 0 45 -|3 3 3 34123 3 3 34233 3 3 2312
96 | 3 3 3 34 12| 0 0 0 45 - 3 3 3 23 12| 3 3 3 34 1-2| 3 3 3 23 1-2
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nadaljevanje preglednice 27: Rast r&zilh kvasovk na trdnem gofid NYDA ali PDA s primarnim nanosom raatih sevov nitaste gliv®. cinereain njihovih
koncentracij v primerjavi z rastjo na trdnem gg&jirez primarnega nanosa nitaste glive

48[ 2 2 33423/ 0 0 0 45 -[3 3 3 2312[3 3 3 34233 3 3 3423
1010 72| 2 2 2 3412/ 0 0O 0 45 -|3 3 3 23120 0O 0 34 -3 3 3 3423
PDA %61 1 13412/ 0 O 0 45 -3 3 3 23120 0 0 34 -|3 3 3 3423
48] 2 2 3 3423/ 3 3 3 > 453 3 3 34 12[3 3 3 3423/1 1 1 2323
10710° 72| 2 2 3 3412 3 3 3 > 45 0 0O 0 34 - |3 3 3 34230 0 0 23 -
%61 1 1 2312/0 O 0 >» -/0 0 034 -3 3 3 3423/ 0 0 0 23 -

primarni nanosBotrytis cinereasev F63
48 [ 3 3 32312/ 0 0 0 34 -[3 3 3 34 23[3 3 3 34233 3 3 2323
110 72 |3 3 323120 O 0 34 -|3 3 3 34233 3 3 34233 3 3 2312
NYDA %6 | 3 3 32312/ 0 O 0 34 -3 3 3 23233 3 3 34233 3 3 2312
48 [ 3 3 3 3412/ 3 3 3 45233 3 3 34233 3 3 34233 3 3 2323
10°10° 72 | 3 3 33412/ 0 0O 0 45 -|3 3 3 34233 3 3 34123 3 3 2312
%6 | 3 3 33412/ 0 O 0 45 -3 3 3 23233 3 3 34123 3 3 2312
48 | o 0o 034 -|0 0 O 45 -[3 3 3 2323[/3 3 3 3423/ 0 0 0 34 -
1072 | o o 034 -|0 O 045 -|0 1 1 23120 O 034 -/0 0 O 34 -
PDA %6 | 0 O 034 -0 O O 45 -|]0 O 023 -|0 O 034 -/0 0 0 34 -
48 | 2 2 2 3412/ 3 3 3 > 12/ 3 3 3 34 23]/ 3 3 3 34233 3 3 2312
101072 | 0 0 0 34 -|1 2 2 > 120 2 3 34233 3 3 34233 3 3 2312
%6 | 0 0 023 -0 O O >» -/]0 1 3 3412{0 0O 034 -/0 0 0 23 -

Legenda? - rast smo ocenili po sistemu 0,1,2,3: 0 — niiydst- rast je vidna na eni pki§2 — rast je vidna na dveh pl@h; 3 — rast je prisotna na vseh treh
paralelkah® premer kolonij je podan kot povgrea vrednost velikosti premera kolonij na treh pelkaih po 30 dneh inkubacijegas skupne inkubacije (dnevi); K
— kontrolna plo&a; V - vzorec

Legend:? — estimated growth, according to 0,1,2,3 systemn@ growth; 1 — growth on one plate; 2 — growthtwo plates; 3 — growth on all three parallel gtat
®_ colony diameter as mean value of all three peralfter 30 days of incubatiohtime of co-incubation (days); K — control plate: $ample
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Slika 27: Rast kvasovk na povrsini trdnega @@jig ali brez primarnega nanosa enega od sevovenghge
B. cinereapo 30 dneh. (a) kvasovia pullulans(10° cfu/ml) nanesena po 72 urah na PDA dii$
s suhim bioslojemB. cinerea F61 (13 spor/ml), (b) kvasovkaP. guillermondii (1 cfu/ml)
nanesena po 96 urah na PDA g&i$ suhim bioslojerB. cinereaF61 (1G spor/ml), (c) kvasovka
S. cerevisiad10® cfu/ml) nanesena po 96 urah na PDA ggii§ suhim bioslojerB. cinereaF61
(10" spor/ml), (d) kvasovka. pulcherrima(10° cfu/ml) nanesena po 72 urah na PDA d@ji$
suhim bioslojenB. cinereaF63 (1d spor/ml); (e) kvasovk&. oleophilaMontrocher (16 cfu/ml)
nanesena po 48 urah na NYDA g&§iSs suhim bioslojenB. cinereaF63 (16 spor/ml); (f)
kvasovkaM. pulcherrima (1 cfu/ml) nanesena po 96 urah na PDA dgi$ suhim bioslojem
B. cinereaF61 (18 spor/ml)

Figure 27: Yeast growth on solid medium surfaceénwit withoutB. cinereastrains biocoat after 30 days. (a)
yeastA. pullulans(10° cfu/ml) inoculated after 72 h on the top of PDAdien biocoted with
B. cinereaF61 (16 spores/ml) (b) yeast. guillermondi{10° cfu/ml) inoculated after 96 h on the
top of PDA medium biocoted witB. cinereaF61 (16 spores/ml), (c) yeas$. cerevisia@d(?
cfu/ml) inoculated after 96 h on the top of PDA roed biocoted withB. cinereaF61 (10
spores/ml), (d) yeastl. pulcherrima(10® cfu/ml) inoculated after 72 h on the top of PDAduen
biocoted withB. cinereaF63 (18 spores/ml); (e) yeasE. oleophila Montrocher (18 cfu/ml)
inoculated after 48 h on the top of NYDA mediumdaited withB. cinereaF63 (1§ spores/ml);
(f) yeastM. pulcherrima(10® cfu/ml) inoculated after 96 h on the top of PDAdien biocoted
with B. cinereaF61 (16 spores/ml).
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4.4.2 Vpliv celénega stika med kvasovko in kvasovko

Vpliv ene vrste kvasovk na drugo, smo dalb s testom za dot@anje zimocidne
aktivnosti. Izbranim sevom kvasovk smo zimocidnawadost dol@ili na goji&u YEPD z
metilenskim modrilom in uravnano pH vrednostjo (M in 5,0). Po povrsSini plé8 smo
nanesli celice supersenzitivne kvasov&accharomyces cerevisi&t (ZIM 1859). Na
primarni nanos teh celic smo po posusitvi pfoSekundarno nanasali izbrane seve. Za
ugotavljanje medsebojnega vpliva posamezne vrsesduke v direktnem stiku smo
izvedli tudi navzkrizni test zimocidne aktivnosto PovrSini goji§a smo enakomerno
porazdelili vsako od testiranih kvasovk.

Preglednica 28: Zimocidna aktivnost kvasovk pri yigddnostih 3,0, 4,0 in 5,0 (+++ @wa, ++ zmerna, +
Sibka, - ni zimocidne aktivnosti)
Table 28: Yeast killer activity at pH values 3.00 4nd 5.0 (+++ strong, ++ medium, + weak, - ndekil

activity)
zimocidna aktivnost pri pH
kvasovke 3 4 5
AP 2098 ++ +++ ++
CO 2276 + + +
MP 2055 +++ +++ +++
PG 624 ++ +++ ++
SC 2180 - - -

Sevi izbranih vrst kvasovk so pokazali réaath mano zimocidno aktivnost. Sev kvasovke
Candida oleophilaviontrocher je imel Sibko zimocidno aktivhost natte® supersenzitivho
kvasovkoS. cerevisiaé&s6. Izbrani sevi kvasovRureobasidium pullulandMetschnikowia
pulcherrimain Pichia guillermondij ki so imeli dobro biokontrolno aktivnost na rast
nitaste gliveB. cinerea,so pokazali zmerno do mwo zimocidno aktivnost. Njihova
zimocidna aktivnost je bila najbolj izrazena pri pHO. KvasovkaSaccharomyces
cerevisiagpa zimocidne aktivnosti ni pokazala (pregledni8a 2

Preglednica 29: Navzkrizna zimocidna aktivnost kw&spri pH vrednosti 4,5 (+++ ntoa, ++ zmerna, +
Sibka, - ni zimocidne aktivnosti)
Table 29: Crossway yeast killer activity at pH wdu4.5 (+++ strong, ++ medium, + weak, - no killer
activity)

primarni nanos kvasovk
testne kvasovké Ap 2098 CO 2276 MP 2055 PG 624 SC 2180

AP 2098 + + + +++
CO 2276 + + - ++
MP 2055 +++ +++ +++ +++
PG 624 +++ ++ +++ +++

SC 2180 - - - -
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Pri testu navzkrizne zimocidne aktivnosti (pregiedn29), smo ugotovili, da kvasovki
M. pulcherrimasev ZIM 2055 inP. guillermondiisev ZIM 624 moéno zimocidno delujeta
na vse vrste kvasovk nanesene kot primarni nanogestaem goji& (razen zmerne
zimocidne aktivnostiP. guillermondii na primarnem nanosu kvasovke. oleophila
Montrocher). Kvasovka. pullulansZIM 2098 deluje méno zimocidno samo na vrsto
S. cerevisiaeZIM 2180, na ostale tri vrste kvasovk pa ima Sildimocidno aktivnost.
Kvasovka C. oleophila Montrocher ima Sibko zimocidno aktivhost na kvdsov
A. pullulansZIM 2098 terM. pulcherrimaZIM 2055 in zmerno zimocidno aktivnost na
kvasovkoS. cerevisia&IM 2180. Kvasovkéa. cerevisiaZIM 2180 zimocidne aktivnosti
do drugih vrst kvasovk ni pokazala.
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4.5  SIGNALNE MOLEKULE

Prisotnost signalnih molekul smo dééd med kvasovkami iste vrste (ang. intra species)
ter med kvasovkami razhih vrst (ang. inter species). Na testnih difiS smo
makroskopsko spremljali nastanek oz. pojav motraliimistre cone okoli posamezne
kolonije kvasovk.

4.5.1 Signalne molekule med kvasovkami iste vrste

Pojav motne oz. bistre cone okoli posamezne kaokyasovke iste vrste smo najprej
zaznali pri vrstiAureobasidium pulluland?o 21 dneh inkubacije smo okoli kolonije lahko
opazili kolobar bistre cone, ki je mejil na motnoeno. Pri kvasovkiC. oleophila
Montrocher smo take kolobarje opazili po 28 dnekubacije (slika 28). Kvasovka
S. cerevisiage Sele po 45 dneh inkubacije tvorila take kolgganedtem ko pri kvasovkah
M. pulcherrimain P. guillermondii tovrstnega pojava nismo zaznali niti po dolgotrajn
inkubaciji (preglednica 30).

Preglednica 30: Pojav (+) bistre 0z. motne coneliokolonij kvasovk iste vrste na GM mediju ter
sprememba barve GM-BCP medija
Table 30: Appearance (+) of clear and/or turbidezaround yeast colonies of same species on GM mediu
and color change of GM-BCP medium

Prisotnost cone na GM (dnevi) Pojav barvne reakwy GM-BCP (h)
MONO | 3-5 14 21 28 45 24 48 72 96 120 144 168
AP - - + + + + + + +
CO - - - + - - - - -+
MP - - - - - - - - -
PG - - - - - - - - -
SC - - - - + - - - -

Na plog€ah z barvilom bromkrezol vijaino smo spremljali spremembo barve g@iskot
posledico spremembe pH. Ze po 24 urah se je baijig&a okoli kolonij vrsteA. pullulans
spremenila iz rumene v vijého (slika 29a). Pri kvasovkE. oleophilaMontrocher se je
Sibka sprememba barvila pokazala po 96 urah inogtagala proti koncu inkubacije vse
izrazitejSa (slika 29). Kolonije drugih vrst kvagowiso spremenile barve gajgé GM-BCP

iz rumene v vijokno v svoji okolici niti po sedmih dneh (168 h) ifdacije (preglednica
30, slika 29).
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Slika 28: Prisotnost pojava bistre (svetla dies) in motne (temna pti€a) cone okoli posameznih kolonij
kvasovkeCandida oleophilaviontrocher
Figure 28: Appearance of clear (light arrow) andbiai (dark arrow) zone aroun@andida oleophila
Montrocher colonies

24 h

168 h

Slika 29: Sprememba barve trdnega g@ji&SM-BCP v okolici kolonij po (zgoraj) 24 urah irthacije in
(spodaj) po 168 h inkubacije pri kvasovkah f&)pullulans (b) C. oleophila Montrocher, (c)
M. pulcherrima (d) P. guillermondij (e)S. cerevisiae

Figure 29: Color change of solid medium GM-BCP raftg) 24 h incubation and (down) 168 h incubation
around colonies (a)A. pullulans, (b) C. oleophila Montrocher, (c) M. pulcherrima (d)
P. guillermondii,(e) S. cerevisiae

4.5.2 Signalne molekule med kvasovkami razinih vrst

Pojav motne in/ali bistre cone okoli kolonij kvago&ureobasidium pullulansmo opazili
21. dan inkubacije na plégh v kombinaciji z vsemi drugimi kvasovkami. Prideovki
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C. oleophilaMontrocher smo take kolobarje opazili po 28 dn&étubacije na pla&h, kjer
je bila ta kvasovka nanesena v blizino bodisi kv&ed\. pulcherrima (slika 30a) ali
kvasovkeS. cerevisiadslika 30b). Pri ostalih kombinacijah kvasovk nsaaznali pojava
motne in/ali bistre cone niti po 45 dneh skupneaibdcije (preglednica 31).

Preglednica 31: Pojav (+) bistre oz. motne conelidka@onij kvasovk razknih vrst na GM mediju ter
sprememba barve GM-BCP medija
Table 31: Appearance (+) of clear and/or turbidezaround yeast colonies of different yeast spemeGM
medium and color change of GM-BCP medium

Prisotnost cone na GMan (dneyi) Pojav barvne igaka GM-BCP (h)
MESANA | 3-5 14 21 28 45 24 48 72 96 144

AP-CO - - + + + + - + + + + + + + +
AP-MP - - + + + + - + - + +/-  ++/- + +
AP-PG - - + + + + - + - + +/- + +/- + +
AP-SC - - + + + + - + - + - + +/- + +
CO-MP - - - + + - - - - - - + - + -
CO-PG - - - - - + - + - + - + - + -
CO-SC - - - + + -- +/- - + - + - + +/-
MP-PG - - - - - - - - - - - - - - -
MP-SC - - - - - - - - - - - - - - -
PG-SC - - - - - - - - - - - - - - -

Iz slike 30b je vidna usmerjenost motne cone od lergrugi koloniji kvasovk vrste
C. oleophilaMontrocher (véje kolonije — oznéena z CO), kar nakazuje komunikacijo
med kolonijami na daljavo. Vrsta. cerevisiadmanjSa kolonija vmes — ozfena kot SC)
pri tej komunikacije sodeluje, saj je cona usmeajardi proti oz. stran od kolonije.

Na testnih plo&h, ki v mediju vsebujejo barvni indikator, smo espljali spremembo
barve gojiga, kot posledico spremembe pH. Barvilo bromkrezpli¢no v GM mediju
spremeni barvo iz rumene (pH pod 5,2) v vijob (pH nad 6,8). Ze po 24 urah se je barva
gojis¢a okoli kolonij vrsteA. pullulans spremenila iz rumene v vijégho na plo&ah v
prisotnosti vseh Stirih vrst kvasovk (slika 31)r&pemba barve gojia okoli kolonij vrste

A. pullulanspa je postajala intenzivnejSa, hkrati pa so b@gojisca za&ele v svoji okolici
spreminjati tudi kolonije drugih vrst kvasovk.
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Slika 30: Pojav bistre in/ali motne cone med kgkmi kvasovk (a)Candida oleophilaviontrocher (CO) in
Metschnikowia pulcherrimgMP); (b) Candida oleophilaMontrocher (CO) inSaccharomyces
cerevisiag(SC)

Figure 30: Appearance of clear and/or turbid zomeurd yeast colonies of (afandida oleophila

Montrocher (CO) andletschnikowia pulcherrim@VP); (b) Candida oleophilaviontrocher (CO)
andSaccharomyces cerevisigeC)

Slika 31: Sprememba barve gdpSGM-BCP okoli kolonij (zgoraj) 24 h inkubacije {spodaj) po 144h
inkubacije. (a)A. pullulans— C. oleophila (b) A. pullulans— M. pulcherrima (c) A. pullulans—
P. guillermondij (d) A. pullulans-S. cerevisiae

Figure 31: Color change of solid GM-BCP medium abaolonies (up) after 24 h of incubation and (dpwn
after 144 h of incubation (&. pullulans— C. oleophila (b) A. pullulans— M. pulcherrima (c)
A. pullulans—P. guillermondij (d) A. pullulans-S. cerevisiae
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Pri kvasovkiC. oleophilaMontrocher se je neznatna sprememba barvila ptkama 96
urah in je stasom postajala vse bolj izrazita (slika 32). Po Wieh inkubacije je barva
okoli kolonij kvasovkeC. oleophila Montrocher méno izrazena, hkrati pa se okolica
kolonij drugih vrst ni spremenila.

24 h

Slika 32: Sprememba barve g6aSGM-BCP okoli kolonij kvasovk (zgoraj) po 24 h uldacije in (spodaj)
po 144 h inkubacije. (&F. oleophilaMontrocher -M. pulcherrima (b) C. oleophilaMontrocher —
P. guillermondii(c) C. oleophilaMontrocher -S. cerevisiae

Figure 32: Color change of solid GM.BCP medium arbyeast colonies (up) after 24 h of incubation and
(down) after 144 h of incubation. (&) oleophilaMontrocher— M. pulcherrima (b) C. oleophila
Montrocher —P. guillermondii(c) C. oleophilaMontrocher -S. cerevisiae

Ostale kolonije iste vrste kvasovk niso spremebideve goji§a v svoji okolici niti po
sedmih dneh inkubacije (slika 33 in preglednica .38e ve&, okolica kolonij
M. pulcherrimain P. guillermondiise je spremenila v Se bolj rumeno, kar kaze nagad
pH pod 5,2, medtem ko je okolica kolonij v&tcerevisia®stala nespremenjena.
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Slika 33: Barva gojis&a GM-BCP okoli kolonij kvasovk po 144 h inkubacijéa) M. pulcherrima —
P. guillermondij (b) M. pulcherrima—S. cerevisiag(c) P. guillermondii— S. cerevisiae

Figure 33: Color of solid GM-BCP medium around yea®lonies after 144 h of incubation. (a)
M. pulcherrima— P. guillermondii; (b) M. pulcherrima— S. cerevisiaejc) P. guillermondii—
S. cerevisiae

4.5.3 Kolitina ekstracelularnih proteinov

Koli¢ino proteinov v vzorcih motne in/ali bistre cone akolice kolonij smo izmerili
spektrofotomettino. Maso 0z. koncentracijo proteinov v vzorcu srotodli z umeritveno
krivuljo (priloga C).

Preglednica 32: Masa proteinqw] v okolici kolonij dola@enih z mikro proceduro po Bradfordu
Table 32: Protein masgd) in colony surrounding agar, determined usingdByed micro-procedure

Razlika konc.
proteinov (1g/ml)
Masa proteinovy(g) Konc. med vzorcem in
vzorec Asos v 100ul vzorca (ng/mil) kontrolo
K GMar 0,461 10,07 100,7 /
1 AP -B 0,468 10,22 102,2 +1,5
2 AP -M 0,366 7,88 78,8 -21,9
3 CO-B 0,515 11,30 113,0 +12,3
4 CO -M 0,479 10,47 104,7 +4
5 AP-MP -B 0,457 9,96 99,6 -1,1
6 AP-MP -M 0,624 13,81 138,1 + 37,4
7 AP-SC -B 0,462 10,08 100,8 +0,1
8 AP-SC -M 0,469 10,25 102,5 +1,8
9 CO-MP -B 0,414 8,99 89,9 - 10,8
10 CO-MP -M 0,448 9,77 97,7 -3
11 AP-CO -B 0,462 10,09 100,9 +0,2
12 AP-CO -M 0,419 9,09 90,9 -9,8
13 AP-PG -B 0,468 10,23 102,3 +1,6
14 AP-PG -M 0,469 10,24 102,4 +1,7
15 CO-SC -pot 0,399 8,64 86,4 -14,3

16 CO-MP -B 0,424 9,21 92,1 - 8,6
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Kolic¢ine izoliranih proteinov v vseh vzorcih in tudi zarcu kontrolnega trdnega ga@js
se nahajajo v istem velikostnem razredu (pregled@2). Izrgunane razlike vsebnosti
proteinov glede na kontrolni medij GMan ne morenowgzati z motnostjo oz. bistrostjo
cone.

4.5.4 SDS - PAGE

S poliakrilamidno gelsko elektroforezo smo protdim#li, po barvanju s srebrom pa smo
na gelu opazili profile posameznih vzorcev. Ugdiosmo, da v vzorcu kontrolnega
medija (K) ni proteinov v obnigu 18,4 do 116,0 kDa (sliki 34 in 35).

Pri vrsti Candida oleophildMontrocher (slika 34) v vzorcu bistre cone (linav obmaju
med 18,4 in 116,0 kDa nismo opazili nobenega bendaorcu motne cone (linija 4) pa
smo opazili prisotnost enega benda ocenjene vélil@oli 55 kDa. Podobno smo
ugotovili tudi pri vzorcih, ki so vsebovali cone akolice kolonij te vrste (slika 34, linija 9
in 10 —C. oleophilaMontrocher inM. pulcherrima;ter slika 35, linija 15 -C. oleophila
Montrocher inS. cerevisiager linija 16 —C. oleophilaMontrocher inM. pulcherrima.

Vzorec cone izolirane iz okolice posamezne kolowige Aureobasidium pullulangslika
34, liniji 1, 2), na gelu pokaze veliko Stevilo kelstno razlénih proteinov. Vidimo tudi,
da se vzorec z bistro cono razlikuje od vzorca znma@ono v enem proteinu ocenjene
velikosti okoli 25,0 kDa (slika 34). Podoben proti profil opazimo pri vzorcih con, kjer
je ena od kolonij pripadala vrsA. pullulans (slika 34, liniji 5, 6 -A. pullulansin M.
pulcherrimg liniji 7, 8 - A. pullulans in S. cerevisiage ter slika 35, liniji 11, 12 -
A. pullulansin C. oleophilaMontrocher, liniji 13, 14 A. pullulansin P. guillermondi).

V vzorcu cone medA. pullulansin M. pulcherrima (slika 34, liniji 5, 6) smo opazili
proteina ocenjenih velikosti okoli 45 kDa in 35 kxase pojavita tudi v vzorcu cone med
C. oleophilaMontrocher inM. pulcherrima(slika 35, linija 16).

V vzorcu bistre cone med kvasovkamapullulansin S. cerevisiadslika 34, linija 7) se
pojavita dva proteina ocenjene velikosti okoli 45akin 25 kDa. V vzorcu motne cone
med kvasovkamaA. pullulansin S. cerevisiag(slika 34, linija 8) pa se pojavi protein
ocenjene velikosti okoli 40 kDa. Proteina z ocemenvelikostma 40 kDa in 25 kDa smo
poleg proteina z ocenjeno velikostjo 55 kDa opaziizorcu usmerjene motne cone (slika
30b) med kvasovkam@. oleophilaMontrocher inS. cerevisiagslika 35, linija 15).
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Slika 34: SDS — PAGE analiza ekstracelularnih pnote M — raztopina proteinov znanih Mr v kDa; K —
kontrolno trdno goji&, 1 — 10 vzorci; l&ilni gel: 10 % (w/v) akrilamid, koncentracijski ge4 %
(w/v) akrilamid. Proteini so bili detektirani s sirem.

Figure 34: SDS — PAGE analysis of extra cellulat@ns. M — solution of proteins with known Mr iD&;
K — control solid medium, 1 — 10 samples, runnieg §0 % (w/v) acrylamid, stacking gel: 4 %
(w/v) acrylamid. Proteins were stained with silver.
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Slika 35: SDS — PAGE analiza ekstracelularnih pnote M — raztopina proteinov znanih Mr v kDa; K —
kontrolno trdno goji&e, 11 — 16 vzorci, kIni gel: 10 % (w/v) akrilamid, koncentracijski get %
(w/v) akrilamid. Proteini so bili detektirani s sirem.
Figure 35: SDS — PAGE analysis of extra cellulat@ns. M — solution of proteins with known Mr iD&;
K — control solid medium, 11 — 16 samples, runrgeyy 10 % (w/v) acrylamid, stacking gel: 4 %
(w/v) acrylamid. Proteins were stained with silver.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Grozdje-most-vino so ekosistemi, v katerih je pnsomeSana populacija kvasovk, gliv,
bakterij in drugih mikroorganizmov (Fleet, 1993;efrius, 2000; Fleet, 2003). Glive
razlicnin rodov povzréajo bolezni grozdja in vinske trte, tvorijo mikogke in s tem
spreminjajo biokemijske lastnosti grozdja (Fleef)02). Okuzbe, ki jih s svojim
delovanjem v vinogradu povaziigo gliva Botryotinia fuckeliana(de Bary) Whetzel oz.
predvsem njena nespolna obliBatrytis cinereaPers. in njej sorodne glive, imajo velik
gospodarski pomen (Rosslenbroich in Stuebler, 20B0asovke, prisotne na grozdju,
prehajajo v most, kjer imajo vodilno viogo pri feentaciji mosta v vino. Razlha sestava
populacije kvasovk in gliv na grozdni jagodi je @ha od vé dejavnikov (Barnett in sod.,
1972; Davenport, 1974; Rosini in sod., 1982; Yadagin sod., 1992; Fleet, 1993;
Vaughan-Matrtini in Martini, 1995; Martini in sodl996; T6rok in sod., 1996; De La Torre
in sod., 1999; Mortimer in Polsinelli, 1999; Pretsrin sod., 1999; Pretorius, 2000; Fleet,
2003). Vinogradniki za zagotovitev dobre kakovosfiozdja uporabljajo razine
fungicidne pripravke, ki so iz raZhih kemijskih skupin in specifno delujejo na Klitje
spor, zavirajo podaljSevanje konidioforov in zajdraast micelijaB. cinerea(Forster in
Staub, 1996; Rosslenbroich in Stuebler, 2000). Me&afungicidna fitofarmacevtska
sredstva delujejo inhibitorno na rast fermentativhvasovk, kar lahko povzépb zamik
fermentacije (Cabras in sod., 1999; Cabras in Amgid000). Okuzba grozdnih jagod z
nitastimi glivami spremeni biokedmo sestavo in s tem pogoje za rast kvasovk na grozd
ter kasneje med fermentacijo (Fleet, 2003).

Razvoj odpornosti gliv na fungicide in vednocyepritisk potroSnikov, da se zmanjSa
uporaba fitofarmacevtskih sredstev, vodita v raawoyih strategij kontrole rasti gliv na
grozdju. Te zajemajo predvsem uporabo kvasovk kdmolno aktivnostjo. Biokontrola
je zanimiva nadomestna moznost za konvencionalerazatiranja bolezni, saj so
biokontrolni mikroorganizmi manj zahtevni za okolgihov kompleksen ri@n delovanja
pa zmanjSa moznost za razvoj odpornosti (Elad ew&td, 2004). V svetu se zato vedno
vet finantnih sredstev namenja za raziskave potencialnihdpitwkinih mikroorganizmov
in njihovih mehanizmov delovanja. Trenutno je naljovokar nekaj komercialnih
biokontrolnih proizvodov, vendar sta samo dva, $elwjeta kvasovki, in sicer kvasovko
Candida oleophilasev 1-182 (Aspire®) aliCryptococcus albidus(YieldPlus®), z
dokazano biokontrolno aktivnostjo na rast nitasiteedPassoth in Schnirer, 2003). Rast in
razvoj kvasovk v tekiem ekosistemu most-vino so (in Se pngejo) prowevali Stevilni
raziskovalci, medtem ko je o okoljskih signalih,Jglivajo na rast in razvoj kolonije na
trdnih substratih, Se vedno znanega zelo malo. Rdima razlika med tekam in trdnim
substratom je v dostopnosti hranil, saj niso vdieeenotraj ene kolonije enako oddaljene



103

Mikli ¢ Milek D. Vpliv biokontrolne aktivnosti kvasovk nmast nitaste glivotrytis cinereaPers..
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiehniSka fakulteta, Interdiscipl. podipl. Studiptehnologije, 2007

od hranil. Na podlagi omenjenega smo za izR@edi&ziskovalne hipoteze postavili malo
raziskano podrge interakcij med razthimi vrstami in sevi kvasovk ter njihovega
biokontrolnega delovanja na rast nitaste glive nazdju. Zeleli smo ugotoviti, ali so
avtohtono prisotne kvasovke v okolju trta-grozdjestavino biokontrolno aktivne in ali
njihova biokontrolna aktivnost vpliva na rast veist okolju prisotne nitaste glive
B. cinerea Pers. Zanimalo nas je tudi, ali med njimi na thdmodlagah prihaja do
interakcij med kolonijami na daljavo ali med celiwav neposrednem stiku. Prav tako smo
Zeleli tudi prouiti, ali se pri interakcijah na trdnem substratokolje sprogajo signalne
molekule proteinske narave.

5.1.1 Vpliv biokontrolne aktivnosti kvasovkin vitro

Vpliv biokontrolne aktivnosti (BKA) kvasovin vitro smo dol@ali z enostavnim testom
(Spadaro in sod., 2002). Primerjali smo BKA avtolito kvasovk z BKA kontrolne
kvasovke Candida oleophilaMontrocher, ki smo jo dobili iz zbirke ARS Culture
Collection. Ugotovili smo, da rast nitaste gliBe cinereanekatere vrste kvasovk zavirajo
bolj kot kontrolna kvasovka. oleophila(slika 8). Ta je rast nitaste glive zavirala 24-
odstotno med celotno 30-dnevno inkubacijo. ViSjaietao povpréno biokontrolno
aktivnost (merjeno sedmi dan inkubacije) na gojilYDA so imele vrstéAureobasidium
pullulans (41,5 %), Metschnikowia pulcherrima(39,1 %) ter M. reukaufii (30,5 %).
Njihova BKA se je proti koncu inkubacije (30. dasiyer znizala, vendar ne pod 25 %.
Glede na dobljene rezultate BKA lahko ugotovimo, sta ti primerljivi s podatki v
literaturi. Se v&, z istim testom so Spadaro in sodelavci (20025t seve kvasovke
M. pulcherrimapokazali, da na gogsi NYDA zavirajo rast nitaste gliv8. cinereaod
12,5 % do 18,8 %. Tudi Guinebretiere in sodela2000) so za tri seve vrshké. reukaufii
ter en sev vrst®l. pulcherrimaugotovili, da zavirajo rast fitopatogene gliBe cinereana
goji&u PDA tako, da je cona inhibicije rasti velika 0@ 2nm do 3,5 mm, na go§g YM

pa od 2,3 mm do 3,7 mm (Guinebretiere in sod., 2000naSem primeru so bile cone
velike od 5 do 15 mm, kar kaze na boljSo BKA na@kov. Masih in sodelavci (2001) ter
Masih in Paul (2002) so ugotovili, da vrdeachia membranifaciensa plogi z nitasto
glivo B. cinereatvori majhno cono inhibicije. BKA te vrste kvas@/kna rast glive
B. cinereasorodnih fitopatogenih gliv sta na sinteeém mediju, ki vsebuje jahsii sok,
dokazala Chan in Tian (2005). Santos in sodela20D4) so pri tej vrsti na plosz
dodatkom NaCl (6 %) ugotovili od 6 do 32 mm velikaono inhibicije. Vrste
P. guillermondij ki je v naSem poskusu pokazala najboljSe reayltatraziskavo niso
zajeli. Rast nitaste glive je po sedmih dneh inkiybanhibirala 32,1 %, po 30 dneh pa
27,9 %. Njej sorodni vrstP. membranifaciengn P. kluyverista imeli nizjo BKA, vrsta
P. membranifacienpa je rast nitaste glive sedmi dan zavirala zd 26, vendar je njena
biokontrolna aktivnost do 30. dne padla na 11,6 %.
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Kvasovke drugih vrst nprBulleromyces albysCandida spp., Debaryomyces hansenii
Rhodotorula glutinis Saccharomyces bayanugs S. cerevisiaeso v nasem poskusu
pokazale viSjo ali enako &etno biokontrolno aktivnost kot kontrolna kvasovka
oleophilg vendar je njihova BKA po daljSemasu inkubacije padla (slika 8). Vrste
Cryptococcus spp., Hanseniaspora uvarum, Rhodotorula aurantiaca, Stiokolus
pararoseusin Sporobolomyces rosews® imele biokontrolno aktivnost zelo nizko Ze na
zaetku, po 30 dneh pa praktio niso inhibirale rasti nitaste glive (slika 8)od®bne
rezultate so v svoji Studiji predstavili tudi Sasita sodelavci (2004). Vrstary. albidus ki

se kot biokontrolni mikroorganizem nahaja v patamgem izdelku Yieldplus®,dinkovito
deluje proti nitasti gliviB. cinereana zelenjavi ter jagodah (Dik in Elad, 1999; Hglbi
2002). V naSem poskusu so trije testirani sevirstevsedmi dan inkubacije pokazali od 3
do 4 % BKA, po 30 dneh pa se je BKA znizala na%,5Tudi ostali sevi, predstavniki &e
razlicnih vrst roduCryptococcusso pokazali povpt®o 11 % BKA na zéetku, ki pa je
padla na 1 % po 30 dneh inkubacije (priloga A).c8greeno za&etno vrednostjo (18,9 %)
biokontrolne aktivnosti se je kot zanimiva pokazaidi vrstaS. cerevisiaePo 30 dneh je
vrednost BKA padla na 8,1 %. Kljub znani zimocidiktivnosti vrsteS. cerevisiagki
deluje predvsem na seve iste vrste, se s to kvaswvi&mislu biokontrolne aktivnosti
raziskovalci niso posebej ukvarjali. Gognies in edadci (2001) trdijo, da je kvasovka
fitopatogena za vinsko triditis vinifera StarejSa Studija (Suzzi in sod., 1995) zajame 586
sevov razknih vrst kvasovk, izoliranih s povrSine grozdjataliji, med njimi 393 sevov
vrste S. cerevisiae Na osnovi presejalnega testa so ugotovili, da sE@ov vrste
S. cerevisiaeter Stirje sevi vrsteZygosacharomycesspp. Winkovito zavirajo rast
fitopatogenih glivCladosporium variabilePhomopsis longicolamedtem ko druge vrste
testiranih fitopatogenih gliv npB. cinereazavirajo slabSe ali sploh ne. Vrd& glutinis
nekateri viri (Castoria in sod., 1997; Calventesaa., 2001; Qin in sod., 2004; Sansone in
sod., 2005) navajajo kot biokontrolno aktivno vrstendar nasSi sevi tega niso potrdili.

Ceprav podatki v literaturi nekatere vrste kvasodggsteje omenjajo kot biokontrolno
aktivne kot druge, je vse ¥eaziskovalcev preptanih, da je ta lastnost sevno speaié
(Suzzi in sod., 1995; Lima in sod., 1999; Guinebretin sod., 2000; Castoria in sod.,
2001; Spadaro in sod., 2002; Santos in sod., 2D04efors in Schnurer, 2005; Bleve in
sod., 2006). Tudi v naSem primeru so se znotragampegne biokontrolno aktivne vrste
kvasovk pokazale razlike med sevi (slike 9-12). Wstah z nizko povptmo BKA so
razlike v BKA posameznih sevov §je (priloga A). Zato smo znotraj vrst z visoko BKA
izbrali seve, ki so mimo BKA pokazali takoj na Zetku ter so méno zavirali rast tudi Se
po dolgotrajni inkubaciji.
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5.1.2 Vpliv goji&¥a na biokontrolno aktivnost

Vpliv petih razlénih sinteténih trdnih goji€ na pojav BKA kvasovk smo ugotavljali s
testom biokontrolne aktivnosti. V test so bili wideni trije naklj&no izbrani sevi vsake od
16 razlenih vrst kvasovk (priloga A).

Vpliv gojis¢a na pojav BKA posamezne vrste kvasovk sénegakazati Ze tretji dan
inkubacije. Iz rezultatov, predstavljenih na slikb-18, lahko ugotovimo, da so izbrane
kvasovke na posameznem gojiSizrazale raztino biokontrolno aktivnost. Najbolj
stabilno BKA so kvasovke izrazale na gojisNYDA in YPDA. Biokontrolna aktivnost
izbranih petih sevov raziih vrst kvasovk €. oleophilaMontrocher,A. pullulans2098,

M. pulcherrima2055,P. guillermondii624 inS. cerevisia®180) na goji&u NYDA se je

30. dan skupne inkubacije v povpiregibala med 24 in 32 % za vse kvasovke, razete vrs
S. cerevisiag0 %), na gojiu YPDA pa so bile vrednosti med 12 in 28 %. Podobne
vrednosti niso presenetljive, saj imata medija fbodo sestavo. Verjetno je razlika v
vrednostih posledica prisotnosti 2 g/l NaCl v medjYDA (gojis¢e YPDA ne vsebuje
NacCl). Vpliv NaCl na zimocidno delovanje kvasovk\sgvoji Studiji predstavili Llorente

in sodelavci (1997). Ugotovili so, da prisotnostQMla koncentraciji do 6 % (w/v) pova
ob¢utljivost tagnih sevov na izleene zimocine (ang. killer toxin). Tudi gaj&s YM je na
BKA vseh izbranih kvasovk delovalo podobno, le @hkb 30. dan zaznamo padec
vrednosti BKA pod 15 %. Rezultati so pokazali tudh, kar trije sevi vrst®l. pulcherrima
zavirajo rast nitaste glivB. cinereapo petih dneh inkubacije na g@isNYDA za 45 %,

na gojigu YPDA za 40 %, na gojisl YM pa za 34 %, medtem ko so Spadaro in sodelavci
(2002) za svoje seve dgib vrednosti BKA na gojisu NYDA od 12,5 do 18,8 %, na
gojis¢u YPDA od 6,3 do 10,4 %, na gajis YM pa sploh ne. BKA sevoM!. pulcherrima

je bila visoka tudi na gojt&i KDM (35 %) in na goji&u WYPDA (27 %).

V nas poskus smo vkiii tudi dve gojigi, po sestavi podobni vsebini grozdne jagode v
casu zrelosti oz. mosStu. Obe g¢jiSKDM in WYPDA vsebujeta 200 g/l glukoze,
razlikujeta se v vsebnosti ostalih makro- in mikeoeentov (preglednici 9, 11). Vsebnost
visoke koncentracije glukoze v mediju je najboljkaristila kvasovkes. cerevisiaén po

30 dneh skupne inkubacije zavirala rast glive z&®bha gojisu WYPDA ter 74 % na
KDM (sliki 18 in 19), kar pomeni, da je bila conahibicije velika 16 mm oz. 24 mm.
Ugotovljena BKA kvasovkeS. cerevisiaena mediju, po sestavi podobnemu grozdju oz.
mostu, predstavlja pomembno odkritje in odpirakelnoznosti uporabe.

5.1.3 Vpliv biokontrolne aktivnosti kvasovksemi in vivo

Sadje je kot vir hranil primerno mesto za rast aavoj ne samo kvasovk, ampak tudi
insektov in drugih organizmov. To je odprt sistemnkaterem prihaja do nestabilnosti
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populacije kvasovk zaradi sprememb, ki jih s svpjisotnostjo povzréajo razleni
organizmi (Abranches in sod., 2001). Raailiraziskovalci so BKA kvasovk in drugih
mikroorganizmovsemi in vivotestirali na razinem sadju. Nekateri raziskovalci so
problem zastavili SirSe in préevali trojne sisteme — razho sadje kot gostitelj, razhe
glive kot patogen in razine kvasovke kot biokontrolni organizem (Lima in sd®99) ali
dvojne sisteme — ena vrsta sadja, tadi fitopatogene glive in razhe biokontrolne
kvasovke (Spadaro in sod., 2002; Qin in sod., 200NBkateri so se usmerili bolj
specifcno in predevali biokontrolno delovanje ene vrste/seva kvasomk eno ali dve
fitopatogeni glivi na eni vrsti sadja (Mercier inidbn, 1995; El-Ghaouth in sod., 1998;
Droby in sod., 2002). V naSem poskusu smo imelesisdveh sort grozdj¥itis vinifera
L. cv. Rebula irv. viniferaL. cv. Chardonnay, tri seve fitopatogene glB.ecinerea(F 58,

F 61 in F 63) ter po en sev kvasovk vrSteoleophilaMontrocher A. pullulansZIM 2098,

M. pulcherrima ZIM 2055 P. guillermondii ZIM 624 in S. cerevisiaeZIM 2180 z
ugotovljeno biokontrolno aktivnostjo.

Iz rezultatov, predstavljenih na slikah 20-23, @higotovimo, da je sorta grozdja rebula
bolj dovzetna za okuzbe z nitasto gliB cinereaod sorte chardonnay. OkuZenost
grozdnih jagod sorte rebula skupine A, tretiraniigln, je od 62 % do 74 % (slika 20),
medtem ko se okuzenost grozdnih jagod sorte chaedorprav tako tretiranih z iglo,
giblje med 13 % in 34 % (slika 22). Okuzenost skepkK, tretirane z brizganjem, se pri
sorti rebula giblje med 13 % in 24 % (slika 21), swrti chardonnay pa med 3 % in 14 %
(slika 23). Ugotovimo lahko tudi, da v skladu z tmdjeno BKA na sintetinih goji&ih
WYPDA in KDM kvasovkaS. cerevisiae2180, ne glede na to, kako smo jo nanesli, na
grozdju obeh sort zavira rast in razvoj nitasteveylB. cinerea Tudi C. oleophila
Montrocher inM. pulcherrima2055 na zéetku znizata stopnjo okuzenosti grozdnih jagod
sorte chardonnay, tretiranih bodisi z injekcijsgtoiali brizgo (skupina A), medtem ko na
grozdju sorte rebula znizata stopnjo okuzendstista naneseni s prSenjem (skupina K).
Popolnoma nasprotno ne glede na to, kako smo reljgrobeh sort nanesli biokontrolno
kvasovkoP. guillermondii624, le-ta pow& stopnjo okuzenosti v primerjavi s skupinama
D oz. N. Tudi kvasovkaA. pullulans 2098 namesto pfakovane znizane stopnje
okuZenosti le-to powa razen v skupini A na grozdju sorte chardoniiy pa 24 ur pred
okuzbo s fitopatogeno glivo nanesemo biokontrolmaskvko, je slika nekoliko drugaa.

Na grozdju sorte rebula je stopnja okuzenosti gndzgagod skupin B in L wga od
stopnje okuzenosti skupin grozdnih jagod, na katwr® po 24 urah nanesli samo
fitopatogeno glivo (skupini E in O). Na grozdju sochardonnay stopnjo okuzbe zniZzata
vrsti C. oleophilaMontrocher inA. pullulans zvetata pa jo kvasovkM. pulcherrimain

S. cerevisiaeNekatere Studije, ki obravnavajo predvsem namigrazdje, navajajo, da
lahko pojav bolezni na grozdju zmanjSajo kvasoykeullulans (Lima in sod., 1999;
Schena in sod., 2003M. pulcherrima(Bleve in sod., 2006) te€andida guillermondii
(Zahavi in sod., 2000).
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O poveani stopnji okuzenosti 0z. o grozdni gnilobi kosfaalici okuzbe s kvasovkami so
pred 20 leti por&ali Bisiach in sodelavci (1986). Kot mimo invazivne navajajo vrste

Hanseniaspora uvarum/Kloeckera apiculata, Sacchaaopsis vini, Kluyveromyces

lactis, Torulaspora delbrueckii, Zygosaccharomybasii in druge, za katere danes vemo,
da so pomembne pri fermentaciji mosta.

5.1.4 Vpliv cel€nega stika

Vpliv celicnega stika smo spremljali med kvasovko in nitasicogB. cinereana trdnem
sintetcnem goji€u. Iz rezultatov, predstavljenih v preglednici #hko povzamemo, da je
celicni stik pomemben dejavnik, ki vpliva na BKA posamezrste oz. seva kvasovke.
Kvasovke vrstA. pullulans, M. pulcherriman P. guillermondiipopolnoma inhibirajo rast
treh testiranih sevov nitaste glii. cinereana goji€u NYDA. Ovrednotenje BKA v
smislu spremljanja kinetike rasti nitaste glivepmemarnem nanosu raziih vrst oz. sevov
kvasovk ni bilo mogee, saj je sedmi dan inkubacije gliva na kontrolosfi dosegla njen
rob. Mehanska ovira 0z. pomanjkanje prostora jejtonemogsilo spremljati kinetiko
rasti nitaste glive na plész nanosom/brez nanosa kvasovk.

Iz rezultatov, predstavljenih v preglednici 27, Kahugotovimo, da si kvasovke vrst
C. oleophila Montrocher M. pulcherrima, P. guillermondiin S. cerevisiaena gojisu
NYDA s primarnim nanosom razhih sevov nitaste glive izborijo prostor in hrafm 30
dneh inkubacije opazimo razlike v velikosti kolon@ plogah s primarnim nanosom v
primerjavi z velikostjo kolonij nitaste glive na kiwolnih plo€ah. Ena od mogth razlag
bi lahko bilacasovna prednost — glivo smo na glm$ianesli 48, 72 ali 96 ur pred nanosom
kvasovke, vendar kolonija kvasovk po 30 dneh skupkebacije doseze isto k®émo
velikost ne glede na to, ali smo jo nanesli 48,ali2pa 96 ur po posusitvi ples. Bolj
verjetna je torej razlaga, da je zaradiasme rasti nitaste glive in kvasovke na isti §ilp®
30 dneh inkubacije zmanjkalo hranil in prostora.dde je tudi, da nitasta gliva s svojo
prisotnostjo zavira rast kvasovkvasovkaA. pullulansje sposobna rasti na povrSini
primarnega nanosa gli& cinereale v koncentracijskem razmerju®.010°,

Vpliv celicnega stika med dvema vrstama kvasovk smocdble testom za dotanje
zimocidne aktivnosti. Rezultati kazejo, da imajoakevke raztino mano zimocidno
aktivnost in tako druga na drugo r&nlo vplivajo. Izbrani sev vrst8. cerevisiaani kazal
zimocidne aktivnosti niti na zelo obtljivo kvasovkoS. cerevisiaéS6 niti na kvasovke
drugih vrst. Njegove BKA na rast nitaste gli& cinerea ugotovljene na goj&h z
visokim delezem glukoze ter na grozdnih jagodahmoeemo povezati z zimocidnostjo.
Zimocidno aktivnost vrst®. guillermondiiin drugih vrst roduPichia so dokazali razdni
raziskovalci (Izgu in sod., 1997; Santos in so@Q0® Zagorc in sod., 2001; Comitini in
sod., 2004a; Comitini in sod., 2004b; Santos inddara, 2004; Izgu in sod., 2005; Izgu in
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sod., 2006), medtem ko naj bi bil za inhibitorndoganje vrsteM. pulcherrimana rast
drugih kvasovk odgovoren pigment pulherimin, kitgakvasovka izléa v svojo okolico
(Nguyen in Panon, 1998). Sibko do zmerno zimocidetvanje sta pokazali kvasovki
C. oleophilain A. pullulansna kvasovkdS. cerevisiaeéS6 ter na druge vrste kvasovk pri
navzkriznem testu.

5.1.5 Signalne molekule

Celice kvasovk, ki rastejo na trdnih g@ji$, lahko tvorijo organizirane enote — kolonije, ki
so nemobilne, zato je oblika kolonije odvisna odima celtne delitve kvasovk. Prav zato
verjetno obstajajo pozicijske informacije in zn@tedicni signali, ki dol@ajo mesto
zaetka naslednje cele delitve, smer rasti in razporeditev celic zrjok@onije. V tem
pogledu je tvorba kolonije kvasovk podobna orgatijeapecializiranih tkiv pri visjih
evkariontih (Minarikova in sod., 2001). V starefudiji so Palkova in sodelavci (1997)
dokazali, da so kvasovke iste vrste sposobne spatjen oddajati signale na daljavo. Kot
signalno molekulo so dokazali amoniak. Dokazalitsdi, da kolonija, ki prva preide v
fazo intenzivne tvorbe amoniaka, kot odgovor sptedibo amoniaka sosednjih kolonij in
posledéno sinhronizacijo rasti (Palkova in Forstova, 2000)

V nasi raziskavi smo pojav signalne molekule amkaidolaali posredno kot spremembo
barve gojiga v okolici kolonij kvasovk po metodi, ki so jo pistavili Palkova in sodelavci
(1997). Na testnem barvnem gojiSse zaradi tvorbe zunajagiih signalnih molekul
(najverjetneje amoniaka) okolica kolonij spremeéprememba barve goj& iz rumene v
vijoli ¢no je posledica dviga vrednosti pH s 5,2 na 6,8aReezne celice kvasovk iste vrste
(monokolonije) smo z mikromanipulatorjem nanesli to&no dol@eno razdaljo med
kolonijami (slika 7). Pri kvasovih. pullulans se je zé&ela spreminjati barva gofia kmalu

po inokulaciji (po 24 urah), v okolici vseh kolomig glede na oddaljenost (slika 29). Tudi
okolica kolonije kvasovkeC. oleophila se je spremenila, vendar Sele po Stirih dneh
inkubacije. Pri drugih kvasovkah spremembe barye&g&ov vijolicno kot posledice tvorbe
signalne molekule nismo opazili niti po sedmih dniéh vrstiCandida mogiiso Palkova

in sodelavci (1997) pojav tvorbe amoniaka spreimgi@tlem dni in dokazali zatek tvorbe
amoniaka po 19 urah inkubacije. Temu pojavu jeikleadec vrednosti pH 0z. pojav
rumene barve v okolici kolonije kot odgovor na ptiwst sosednje kolonije. Zaradi
zaznavanja sosednje kolonije je sledil drugi, S€ma@i impulz tvorbe amoniaka, ki se je
pri tej vrsti pojavil po 114 urah inkubacije. V @&$ primeru pojavu vijotine barve ni
sledil pojav rumene, temyge signal postajal mimejsi in vijolicna barva se je do sedmega
dne inkubacije méno razvila, kar kaze na to, da kolonije kvasov& iatsteA. pullulansali

C. oleophila tvorijo zunajcekne signalne molekule, vendar te molekule kvasovke n
zaznavajo kot povratnega signala komunikacije.
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Kvasovke razlinih vrst smo na testno pka® na doléeno razdaljo med kolonijami (slika
7) nanesli kot suspenzijo celic. Pojav vijole barve smo opazili po 24 urah inkubacije na
tistih ploZxah, na katerih je bila prisotna kvasovka pullulans. Nastanek signalne
molekule (najverjetneje amoniaka) so zaznale kvesalrugih vrst in nanj odgovorile s
spremembo barvila v svoji okolici. Ta se pri kondmiji kvasovk A. pullulans in

C. oleophila pojavi Ze po dveh dneh. Pri kombinacij&h pullulans z drugimi tremi
kvasovkami pa je izrazena po Sestih dneh inkub4slilea 31). Opazimo lahko tudi, da je
v okolici bolj oddaljenih kolonij (vrsP. guillermondiiin M. pulcherrima)od kolonij vrste
A. pullulansvidna sprememba go§ig v rumeno barvo (slika 31). Na pte#, na katerih
smo nacepili kombinaciji kvasoviC. oleophila in M. pulcherrima, C. oleophilain

P. guillermondii ter C. oleophilain S. cerevisiagse barva goji& po doléenem casu
spremeni samo v okolici kolonij vrst€. oleophila(slika 32). Glede na rezultate lahko
sklepamo, da vrst@. oleophilatvori signalne molekule, ki zviSajo vrednost pHa2imo
tudi, da druge tri vrste kvasovk spremenijo banaisga okoli kolonije v rumeno.
Verjetno gre v teh primerih za nastanek signalndtekul, ki vrednost pH v okolici kolonij
znizajo pod 5,2. Spremembo barvila g&gisv rumeno opazimo tudi pri kombinaciji
kvasovk M. pulcherrima in P. guillermondii, M. pulcherrimain S. cerevisiae ter
P. guillermondiiin S. cerevisiaéslika 33).

Na minimalnem goji& z manozo smo po 21 dneh inkubacije motno ozradvisbno
opazili med kvasovkami vrst&. pullulansin drugimi tremi vrstami kvasovk. Usmerjeno
motno cono, ki nakazuje komunikacijo med kolonijamai daljavo, smo med kolonijama
kvasovkC. oleophilain S. cerevisia®pazili po 28 dneh inkubacije (preglednica 31kasli
30b). Motna ali bistra cona se je pojavila tudi kombinaciji kvasovkC. oleophilain
M. pulcherrima

Poliakrilamidna gelska elektroforeza (SDS-PAGE &@aal zunajcelinih proteinov je
pokazala, da kontrolni vzorec ne vsebuje proteifstiki 34, 35). Najvé proteinov v svojo
okolico izlatajo kvasovke vrstéA. pullulans Razlika med motno in bistro cono okoli
monokolonije kvasovkeA. pullulansse je pokazala kot dodaten protein velikosti okoli
25 kDa, ki se je pojavil v bistri coni. Pri vrs€. oleophila Montrocher smo opazili
prisotnost enega proteina ocenjene velikosti okdi kDa. Ta se je poleg dveh, ki
najverjetneje izhajata od kvasovke cerevisiaez ocenjenima velikostma 40 kDa in
25 kDa pokazal tudi v vzorcu usmerjene motne cord @ oleophilain S. cerevisiaeV
vzorcih cone, ki smo jo izolirali iz okolice kolgrkvasovkC. oleophilain M. pulcherrima,
lahko poleg Ze omenjenega, priblizno 55 kDa vekkpgpteina, opazimo Se dva proteina, z
ocenjeno velikostjo okoli 40 kDa in 35 kDa.

Na podlagi napisanega lahko ugotovimo, da so astwhprisotne kvasovke v okolju trta-
grozdje-most-vino biokontrolno aktivne in da njilkoBKA vpliva na rast v istem okolju
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prisotne nitaste gliv8. cinereaPers. Hkrati smo BKA dokazali tudi za vodilno keeako
alkoholne fermentacijé&saccharomyces cerevisiajena BKA je na goji&h, podobnih
vsebini grozdne jagode oz. mosta, tudi po dolgoitiakubaciji zelo visoka. To odkritje
odpira nove moznosti v razumevanju pojavnosti odsognosti primarne populacije
vinskih kvasovk in drugih gliv Ze na grozdju tetarakcij med njimi. Med kvasovkami in
nitasto glivo prihaja do interakcij v neposrednéikius najverjetneje gre za kompeticijo za
hrano in prostor. &tne so tudi interakcije med kolonijami iste alelignih vrst kvasovk
na daljavo, saj pri tem med kolonijami r&niih vrst kvasovk nastane usmerjena motna oz.
bistra cona. Za komunikacijo med kvasovkamableophilain S. cerevisia@i znanstvenih
objav. Zato bodo pridobljene ugotovitve pomembnospgavale k razumevanju
komunikacije med razlnimi rodovi in vrstami kvasovk, hkrati pa so lahkpoznanja s
tega podrgja uporabna tudi SirSe v naravnem okolju, saj dekdakvasovke kot
biokontrolni agenti v praksi zelo raatio uporabljajo.
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5.2 SKLEPI

Nekatere vrste kvasovke, izolirane iz ekosisten@agrozdje-most-vino v Sloveniji, imajo
mocno BKA na rast nitaste gliv8. cinereaPers. ViSjo povpr@o BKA so na gojidu
NYDA imele vrsteA. pullulans M. pulcherrima P. guillermondii Kvasovke drugih vrst
npr.: Bulleromyces albysCandida spp., Debaryomyces hanseniRhodotorula glutinis
Saccharomyces bayanus S. cerevisiaeso pokazale zmerno &tno biokontrolno
aktivnost, vendar je njihova BKA ¥asu inkubacije padala. Vrs€ryptococcusspp.,
Hanseniaspora uvarum, Rhodotorula aurantiaca, Spobolus pararoseus in
Sporobolomyces roseps niso biokontrolno aktivne.

Biokontrolna aktivnost je sevno speéifa lastnost. Med kvasovkami z visoko
biokontrolno aktivnostjo smo izbrali seve z najuiSBKA: A. pullulans ZIM 2098,
M. pulcherrimaZIM 2055, P. guillermondiiZIM 624 inS. cerevisia&IM 2180.

Na BKA kvasovk vpliva sestava gajg MoStu podobna medija WYPDA in KDM
vplivata na BKA kvasovkes. cerevisiaePo 30 dneh skupne inkubacije le-ta zavira rast
glive za 51 % na gojt&i WYPDA in 74 % na KDM.

Sorta grozdja rebula/(tis viniferaL.) je bolj dovzetna za okuzbo z nitasto glBocinerea
kot sorta chardonnay( viniferaL.). Okuzenost grozdnih jagod sorte rebwa \{inifera
L.), tretiranih z injekcijsko iglo, je znaSala o@ % do 74 %, medtem ko se okuzenost
grozdnih jagod sorte chardonnay. iniferal.), prav tako inficiranih z injekcijsko iglo,
giblje med 13 % in 34 %. Okuzenost skupine, tragra prSenjem, je bila pri sorti rebula
(V. viniferaL.) med 13 % in 24 %, pri sorti chardonnay. yiniferalL.) pa med 3 % in
14 %.

KvasovkaS. cerevisia@a grozdju obeh sort zavira rast in razvoj nitgsitee B. cinereane
glede na to, kako smo biokontrolno kvasovko nan&sit dobri biokontrolni kvasovki se
semi in vivgpokazeta tudi seva vrs&e oleophilain M. pulcherrima

Celicni stik je pomemben dejavnik, ki vpliva na BKA paosezne vrste 0z. seva kvasovke.
Primarni nanos kvasovk vrd. pullulans, M. pulcherriman P. guillermondii na trdno
gojis¢e NYDA popolnoma inhibira rast treh testiranih sewuaitaste gliveB. cinerea.
Obratno pa si, na gofid NYDA s primarnim nanosom glivB. cinerea,vse kvasovke
izborijo prostor in hrano.

Izbrani sevi kvasovk imajo razho izrazeno zimocidno aktivnost. M zimocidno
delovanje sta pokazala seva vrBteguillermondiiZIM 624 in sev vrsteM. pulcherrima
ZIM 2055. Sibko do zmerno zimocidno delovanje stgzali kvasovkiC. oleophilaZIM
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2276 in A. pullulansZIM 2098. Sev vrsteS. cerevisiaeZIM 2180 ni kazal zimocidne
aktivnosti.

Tvorbo signalne molekule, najverjetneje amoniakay posredno opazili pri kolonijah vrst
A. pullulansin C. oleophila,pri drugih vrstah tega nismo zaznali. Kvasovkegpullulans
tvori signalne molekule, ki spremenijo vrednost gjisca v prisotnosti kolonij drugih vrst
kvasovk. Te po dokenem ¢asu odgovorijo z lastno tvorbo signalnih molekuldir
kvasovkaC. oleophilana plogi v prisotnosti kolonij drugih vrst tvori signalmaolekule.
KvasovkeM. pulcherrima, P. guillermondiin S. cerevisiaee tvorijo signalnin molekul,
ki bi barvo spremenile v vijaino, se pa barva v okolici njihovih kolonij spremeni

T

vrste kvasovk tvorijo drugae vrste signalnih molekul.

Med kolonijama kvasovlC. oleophilain S. cerevisiaese po doldenemcasu inkubacije
tvori usmerjena motna cona, ki nakazuje interakeijed kolonijami razlinih rodov
kvasovk na daljavo.

Razlike v proteinskem profilu motne in bistre cormorca kvasovkeA. pullulanslahko

opazimo kot dodaten protein (velikosti okoli 25 RDa bistri coni vzorcev. V vzorcu
usmerjene motne cone med kvasovkamaleophilain S. cerevisiadahko opazimo tri
proteine, velike priblizno 55 kDa, 40 kDa in 25 kDa
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6 POVZETEK (SUMMARY)
6.1 POVZETEK

Gliva Botrytis cinereaPers. in njej sorodne glive po svetu po¥ajo veliko gospodarsko
Skodo pri pridelavi grozdja ter drugega sadja itergave, okrasnega cvetja ter pri
shranjevanju in transportu kmetijskih pridelkov. uporabo fungicidnih sredstev, t. i.
botriticidov, lahko zmanjSamo pojav, rast in raz\gjv na rastlinah. Biokontrola je
zanimiva nadomestna moznost za konvencionalne metaj so botriticidi vedno man;
zazeleni. Mikrobni biokontrolni organizmi so manpremenjuj@i za okolje, njihov

kompleksen n&n delovanja pa zmanjSa moznost pojava odpornosti.

V prvem delu smo ugotavljali biokontrolno aktivno@KA) 607 avtohtonih sevov
razlicnin vrst kvasovk na rast nitaste gli\g cinerea ki se v Sloveniji pojavlja na
substratih trta-grozdje-most-vino. BKA sevov smdodali in vitro na sintettnih trdnih
gojis&ih. Rast gliveB. cinereaso nekatere vrste kvasovk zavirale bolj kot kdn&o
kvasovkaC. oleophilaMontrocher. Med posameznimi sevi znotraj isteevistasovk so se
pokazale razlike v BKA. NajviSjo BKA so pokazalibiani sevi vrstA. pullulansZIM
2098,M. pulcherrimaZIM 2055, P. guillermondiiZIM 624 terS. cerevisia&ZIM 2180. Na
BKA je vplivala tudi sestava sintétiega hranilnega gojia. Na gojig§ih KDM in
WYPDA, ki vsebujeta 200 g/l glukoze, je kvasovBacerevisiaezavirala rast glive za
74 % na KDM in za 51 % na go§is WYPDA.

V nadaljevanju nasih raziskav smo BKA izbranih sepeeverili v sistemisemi in vivona
grozdnih jagodah dveh sort. Okuzenost grozdnihdagmrte rebula\(itis vinifera L. cv.
Rebula), tretiranih z injekcijsko iglo, je preceaglika, in sicer od 62 do 74 %, medtem ko
se okuzenost grozdnih jagod sorte chardonN@is(viniferaL. cv. Chardonnay), prav tako
tretiranih z injekcijsko iglo, giblje med 13 in 34. OkuzZenost grozdnih jagod, tretiranih s
prSenjem, je bila pri sorti rebula med 13 in 24p¥bsorti chardonnay pa med 3 % in 14 %.
Kvasovka S. cerevisiaeje na grozdju obeh sort zavirala rast in razvdpsie glive
B. cinerea.

Prav tako smo raziskave usmerili v ptevanje interakcij med kvasovkami in nitasto glivo
v celicnem stiku. Primarni nanos kvasovk vr#. pullulans M. pulcherrima in

P. guillermondij na trdno goji& NYDA, popolnoma inhibira rast treh testiranih ®ev
nitaste gliveB. cinerea In obratno — na gojisi NYDA s primarnim nanosom nitaste glive
si kvasovkeC. oleophila M. pulcherrima P. guillermondiiin S. cerevisiaézborijo prostor

in hrano ter na ta &an omejijo rast gliveB. cinerea

Ugotavljali smo vpliv celinega stika med dvema vrstama kvasovk. Izbrani gete v
S. cerevisia&IM 2180 ni kazal zimocidne aktivnosti na izbraastne kvasovke. Sibko do
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zmerno zimocidno delovanje sta pokazali kvasd@kioleophilain A. pullulansna sev
kvasovkeS. cerevisia&6 ter na druge vrste kvasovk pri navzkriznenutest

Pojav signalnih molekul, ki na trdnem géjiSomog@ajo komunikacijo med kolonijami
kvasovk na daljavo, smo ugotavljali v zadnjem deltiskav. Po 24 urah je okolica kolonij
kvasovkeA. pullulanszaela spreminjati barvo, kot posledico tvorbe sigitalmolekul,
najverjetneje amoniaka. Pri kvasouRi oleophilasmo tvorbo signalnih molekul opazili
Sele po stirih dneh inkubacije. Pri drugih vrstalagovk tvorbe signalnin molekul kot
spremembo vrednosti pH v okolici kolonij nismo oiiaz

Na minimalnem goji& smo po 28 dneh inkubacije med kolonijama kvagovkleophila

in S. cerevisiampazili usmerjeno motno cono, kar kaze na komuijianed kolonijami
na daljavo. Motna ali bistra cona se je pojavildi tpri drugih kombinacijah kvasovk.
Koli¢ino proteinov v vzorcih motne ali bistre cone smamerili spektrofotometéno. Z
poliakrilamidno gelsko elektroforezo (SDS-PAGE) samalizirali zunajceline proteine.
Vzorci con izoliranih iz okolice kolonij kvasovké. pullulans so vsebovali enake
proteinske profile, z razliko enega proteina vedikaokoli 25 kDa, ki se je pojavil v
vzorcih bistre cone. Pri vrstC. oleophila Montrocher smo opazili prisothost enega
proteina ocenjene velikosti okoli 55 kDa. Polegatege v vzorcu usmerjene motne cone
med C. oleophilain S. cerevisiaenahajata Se dva z ocenjenima velikostma 40 kDa in
25 kDa, ki najverjetneje izhajata od kvasovgecerevisiaeV vzorcih cone, ki smo jo
izolirali iz okolice kolonij kvasoviC. oleophilain M. pulcherrima,pa smo poleg priblizno
55 kDa velikega proteina opazili Se dva z ocenjeelikostjo okoli 40 kDa in 35 kDa.
Potrebne so nadaljnje raziskave, saj medckui v vzorcih dol@enih proteinov in
rezultati, dobljenimi z gelsko elektroforezo, nveaave.
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6.2 SUMMARY

Filamentous fungiBotrytis cinereaPers. and related species are of great economical
importance, since they affect many fruits includigigpes and vegetables, flowers and
other products. Chemical control and use of botdés is by now most effective way to
prevent occurrence oBotrytis disease. But since increased public concern astl fa
development resistance by fungi to novel fungicid@scontrol became an interesting
alternative to conventional methods. Microbe bidomnagents are less demanding to
nature, and their complex way of working decreamsisfor resistance development.

The aim of our study was to screen 607 autochtm®iyeast strains for their biocontrol
activity (BCA). BCA of yeast strains was tested vitro on solid synthetic medium.
Between yeast species differences in their bioobntctivity (%) were found:
Aureobasidium pullulans (41.5 %), Metschnikowia pulcherrima(39.1 %), Pichia
guillermondii (29.6 %) andSaccharomyces cerevisig@5.9 %), respectively. Selected
strainsA. pullulansZIM 2098, M. pulcherrimaZIM 2055, P. guillermondiiZIM 624 and
S. cerevisiaeZIM 2180 showed best BCA between the strains eirtbwn species. The
composition of solid synthetic medium had impactB@A. S. cerevisiaesshowed 74 %
and 51 % inhibition of filamentous fungi growth d@DM and WYPDA medium,
respectively.

Biocontrol activity of selected yeast strains waaleated also osemi in vivaests. Grape
berries of two cultivars\(itis viniferalL.) were treated either with needle or with spngyi
Grape berries of cultivar Rebula were more serssitiy Botrytis infection than grape
berries of cv. Chardonnay. Degree of infected gtagreies was 62 % to 74 % on berries
cv. Rebula treated with needle, while on cv. Chardy infection was 13 % to 34 %.
Berries treated with spraying were 13 % to 24 % ar¥d to 14 % for cv. Rebula and
Chardonnay, respectively. Ye&tcerevisiaénhibited occurrence d. cinereadisease on
grapes of both cultivars.

In our work, the interaction between yeasts arahféntous fungi in cell-to-cell contact
were studied as well. On solid medium primary baied with yeast speciés pullulans,
M. pulcherrimaandP. guillermondiigrowth ofB. cinereawas completely inhibited. And
vice versa, on solid synthetic medium previouslyainited withB. cinereayeast species
C. oleophila, M. pulcherrima, P. guillermondindS. cerevisiadind their place and food
for growth.

Cell-to-cell contact between two yeast species wesemated on the basis of Kkiller
activity. Yeast strainS. cerevisiaeZIM 2180 had no killer activity neither on
supersensitive yea&. cerevisiaes6, neither on yeasts of other species. Weak tiiume
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killer activity showed yeast§. oleophilaandA. pullulanson S. cerevisia&s6é and to other
yeast species.

Signal molecules enables long-distance communicdigtween yeast colonies. After 24
hours of incubation the surrounding @. pullulans colonies changed color, as
consequence of signal molecules (most likelysNptoduction. Medium color change were
also observed aroun@. oleophilacolonies, but only after 4 days of incubation. riig
molecule production as changes in pH value in tlegliom around colonies were not
observed for any other yeast species.

After 28 days of incubation the directed turbidhpatas observed between colonies of
C. oleophilaandS. cerevisiaeTurbid or clear zone was also observed with offeasts.
Quantity of proteins were measured spectrophotocadlyr and analyzed using SDS-
PAGE analysis. Samples collected from surroundihgAopullulans colonies showed
identical protein profiles for clear and turbid zorwith difference of one protein with
approximate size of 25 kDa present in clear zonesamples collected ne@x. oleophila
colonies protein with approximate size of 55 kDaswaticed. Beside this one, in sample
of directed turbid zone betwedl. oleophilaand S. cerevisiaetwo more proteins with
approximate size 40 kDa and 25 kDa, probably oaigid fromS. cerevisiaewere found.

In samples of turbid zone between coloniesCobleophilaand M. pulcherrima,beside
protein with approx. size 55 kDa, proteins with @pp size 40 kDa and 35 kDa were
noticed. For detailed protein profile further expents should be performed.
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PRILOGE

Priloga A: Seznam testiranih sevoX: (608) kvasovk izoliranih iz sistema trta/grozdje&tivino in
shranjenih v Zbirko industrijskih mikroorganizmo(ZIM, BiotehniSka fakulteta, Ljubljana),
njihova biokontrolna aktivnost - BKA (%) na rastaste gliveBotrytis cinereana trdnem goji&u
NYDA po 7. in 30. dneh inkubacije.

* krepko — so ozn&eni sevi, pripadniki 16 razinih vrst kvasovk izbrani za testiranje vpliva gojis

Sevi kvasovk (ZIM) BKA (%)
Candida oleophila 7. dan 30. dan
1 2276 24,14 24,14
Aureobasidium pullulans 7. dan 30. dan
1 2018 40,48 39,29
2 2027 42,11 42,11
3 2028 39,73 39,73
4 2036 40,54 39,19
5 2059 45,21 36,99
6 2063 46,15 46,15
7 2070 32,35 32,35
8 2086 40,00 40,00
9 2094 42,11 42,11
10 2098 38,89 38,89
11 2103 43,04 43,04
12 2105 47,30 47,30
13 626 42,31 42,31
14 627 38,67 38,67
15 628 42,17 42,17
16 659 42,86 42,86
17 660 50,67 50,67
18 661 46,25 46,25
19 714 51,32 43,42
20 k220 31,11 23,33
21 k134 42,86 38,96
22 s/96/406 36,99 34,25
23 s/96/407 34,25 34,25
24 s/96/408 39,47 39,47
Bulleromyces albus 7. dan 30. dan
1 s202 21,25 17,50
2 645 23,46 18,52
3 646 20,48 16,87
4 643 31,52 23,40
5 644 30,93 0,00
6 k303 30,88 0,00
7 k322 23,96 0,00
8 m207 27,84 0,00
9 m308 19,35 0,00
10 0305 27,37 0,00
Candida spp. 7. dan 30. dan
1 2110 33,33 28,40
2 2184 31,11 14,44
3 383 44,12 14,71
4 510 42,86 28,57

5 523 41,84 11,46
6 573 28,26 2,20
7 1990 34,52 34,52
8 1996 31,00 9,09
9 1998 29,90 4,17
10 1999 36,36 1,03
11 2000 38,96 38,96
12 2002 27,55 3,06
13 2003 36,08 3,06
14 2004 37,25 8,08
15 2005 25,00 25,00
16 69 24,69 24,69
17 2136 24,71 24,71
18 2049 28,05 17,07
19 2111 18,48 11,96
20 2112 21,18 14,12
21 2121 20,93 11,63
22 1876 15,73 7,87
23 1903 13,48 4,49
24 1904 17,98 6,74
25 1906 18,68 9,89
26 1910 18,39 8,05
27 1911 13,95 5,81
28 1912 10,71 3,57
29 1913 15,73 6,74
30 1838 16,33 0,00
31 1842 0,00 0,00
32 1843 19,78 0,00
33 1844 22,58 0,00
34 1982 26,51 24,51
35 1984 24,68 23,38
36 1989 22,92 16,54
37 2011 24,39 24,39
38 2010 30,49 30,49
39 1766 30,49 30,49
40 62 32,50 11,25
41 1786 32,43 21,62
Cryptococcus spp. 7. dan 30. dan

1 665 9,30 1,16
2 2062 3,66 0,00
3 640 3,85 2,56
4 715 12,82 2,56
5 638 0,00 0,00
6 639 0,00 0,00
7 2060 2,78 2,78
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nadaljevanje priloge A: Seznam testiranih sevov...

8 2039 3.70 0,00 62 ml04 14,10 0,00
9 2058 0.00 0.00 63 M201 0,00 0,00
10 2066 6.58 305 64 m202 14,10 0,00
11 2073 11,39 5,06 65 M203 0,00 0,00
12 2077 6.49 3.90 66 m204 7,35 0,00
13 2084 14,81 6,17 67  m205 6,17 0,00
14 647 6,10 4,88 68 m215 18,60 0,00
15 634 11,34 0,00 69 m216 10,67 0,00
16 635 0.00 0.00 70 m217 20,99 0,00
17 636 0.00 0.00 71 m218 5,33 0,00
18 637 11,22 2,04 72 m219 8,57 0,00
19 109 12,79 0,00 73 m220 0,00 0,00
20 s110 16,87 9,64 74 M223 0,00 0,00
23 5113 0.00 0.00 77 m227 10,39 0,00
24 5120 12,66 0,00 78 m228 19,79 1,04
25 s121 11,22 0,00 79 m229 6,58 0,00
26 s122 13,58 0,00 80 m301 11,11 0,00
27  s123 21,62 0.00 81 m302 10,81 0,00
28 s124 1111 0.00 82 m303 10,98 0,00
29 125 8,33 0.00 83 m307 11,46 0,00
30 s139 6.25 0.00 84 m312 8,86 0,00
31 201 1429 0.00 85 m313 12,50 0,00
32 S212 21,79 12,82 86 0104 4,04 0,00
35 s215 15,00 0,00 89 o0l16 14,47 0,00
36 s216 12,00 0,00 90 oll7 15,63 1,04
37 s217 21,52 13,92 91 0301 12,37 0,00
38 s302 722 0.00 92 0306 17,07 0,00
39 304 8.64 0.00 93 0307 13,25 0,00
40 k202 13,10 0.00 94 0308 18,75 0,00
41 k203 16.05 0.00 95 0309 15,79 0,00
42 k204 15,38 0,00 96 0310 1,03 0,00
43 k205 11,39 0,00 97 0314 9,38 0,00
44 k206 10,53 0,00 Debaryomyces hansenii 7. dan 30. dan
45 K207 0,00 0,00 var. hansenii
46 k208 19,51 0,00 1 2025 2927 29,27
47 k209 11,11 0.00 2 2120 31,46 31,46
48 k210 3,03 0,00 3 2186 26,44 21,84
49 k222 12,50 0,00 4 716 10,98 10,98
50 k302 21,79 0,00 S 717 9,85 9,85
51 k309 15,38 0,00 6 0/1152/401 10,59 10,59
52 k316 19,51 0,00 7 0/1152/402 8,16 0,00
53 k317 13,00 0,00 8  0/1152/407 6,06 0,00
54 k318 18,06 0,00 9 0/1152/413 39,81 0,00
55 K319 0,00 0,00 10 0/1152/414 10,13 10,13
56 k320 16,00 0,00 11 0/1152/418 5,10 0,00
57 k321 0,00 0,00 12 0/1152/419 14,46 14,46
58 k331 10,20 0,00 13 0/1152/420 31,00 0,00
59 mi101 11,84 0,00 14 0/1152/421 20,20 0,00
60 m102 20,41 10,20 15 0/1152/422 23,96 3,13
61 m103 12,50 0,00 16 0/1152/423 20,20 3,06
17  0/1152/425 8,64 8,64
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nadaljevanje priloge A: Seznam testiranih sevov...

18 0/1152/426 21,51 4,30
19 0/1152/429 8,86 8,86
20 0/1152/430 16,00 0,00
21 0/1152/433 13,25 13,25
22 0/1152/434 8,91 0,00
23 k/1152/404 10,81 10,81
24 k/1152/405 22,68 1,03
25 k/1152/406 9,21 9,21
26 k/1152/413 31,00 0,00
27 k/1152/414 10,39 0,00
28 k/1344/401 34,74 0,00
29 k/1344/402 15,85 15,85
30 k/1344/403 23,00 0,00
31 0/1680/404 8,00 0,00
32 k/1680/401 31,87 0,00
33 k/1680/402 8,86 0,00
34 k/1680/403 11,67 0,00
35 k/1680/404 8,79 0,00
36 k/2112/401 15,00 0,00
37 k/2112/402 33,98 0,00
Hanseniaspora uvarum 7. dan 30. dan
1 2015 8,79 0,00
2 2022 10,42 0,00
3 2032 20,83 0,00
4 2040 1,32 0,00
5 2048 13,54 0,00
6 2057 5,21 0,00
7 2068 9,78 0,00
8 2080 0,00 0,00
9 2088 3,75 0,00
10 2096 9,68 0,00
11 2109 0,00 0,00
12 2115 0,00 0,00
13 2117 1,16 0,00
14 1902 4,65 0,00
15 1905 0,00 0,00
16 1907 0,00 0,00
17 668 0,00 0,00
18 718 0,00 0,00
19 719 0,00 0,00
20 720 0,00 0,00
21 721 0,00 0,00
22 0102 0,00 0,00
23 ol11 0,00 0,00
24 0113 1,08 0,00
25 k/0/501 0,00 0,00
26 k/0/502 6,32 0,00
27 m/0/601 0,00 0,00
28 0/96/401 7,53 0,00
29 0/96/402 0,00 0,00
30 k/96/501 3,66 0,00
31 k/96/502 0,00 0,00
32 m/96/401 10,31 0,00
33  m/96/402 0,00 0,00

34 s/96/401 0,00 0,00
35 s/96/402 0,00 0,00
36 0/240/401 0,00 0,00
37 0/240/402 0,00 0,00
38 0/240/404 13,83 0,00
39 0/240/405 0,00 0,00
40 0/240/411 0,00 0,00
41 0/240/412 0,00 0,00
42  k/240/501 15,05 0,00
43  k/240/502 0,00 0,00
44 m/240/401 0,00 0,00
45 m/240/402 0,00 0,00
46 m/240/601 0,00 0,00
47 m/240/602 0,00 0,00
48 s/240/401 8,33 0,00
49 0/432/401 13,83 0,00
50 0/432/402 0,00 0,00
51 k/432/401 6,52 0,00
52 k/432/402 0,00 0,00
53 m/432/401 13,68 0,00
54 m/432/402 1,16 0,00
55 0/672/402 0,00 0,00
56 k/672/401 7,29 0,00
57 k/672/402 0,00 0,00
58 m/672/601 11,46 0,00
59 m/672/602 1,25 0,00
60 s/672/401 0,00 0,00
61 s/672/402 0,00 0,00
62 0/1152/501 0,00 0,00
63 0/1152/502 0,00 0,00
64 0/1152/503 0,00 0,00
65 k/1152/402 0,00 0,00
66 m/1152/601 0,00 0,00
67 m/1152/602 0,00 0,00
68 s/1152/601 0,00 0,00
69 s/1152/602 8,57 0,00
70 0/2112/501 0,00 0,00
71 0/2112/502 0,00 0,00
72 m/2112/601 0,00 0,00
73 m/2112/602 0,00 0,00
74 s/2112/601 2,63 0,00
75 s/2112/601 0,00 0,00
Metschnikowia 7. dan 30. dan
pulcherrima

1 112 31,71 28,05
2 622 35,96 35,96
3 669 46,58 34,25
4 722 33,33 30,77
5 723 44,05 29,76
6 724 45,88 43,53
7 1850 26,44 26,44
8 2016 37,93 37,93
9 2023 21,43 21,43
10 2043 26,14 26,14
11 2055 45,83 42,71
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nadaljevanje priloge A: Seznam testiranih sevov...

12 2082 32,53 27,71 4 2050 28,09 22,47
13 2092 32,93 32,93 5 2053 27,71 21,69
14 k/0/503 40,28 40,28 6 2089 23,53 14,12
15  k/0/504 37,50 28,75 7 2090 23,53 20,00
16  k/240/401 45,88 40,00 8 2108 20,83 20,83
17  k/240/402 41,67 39,29 9 2118 24,71 16,47
18 k/432/403 43,37 39,76 10 2119 29,49 29,49
19 k/432/404 33,73 31,33 Pichia membranifaciens 7. dan 30. dan
20 k/672/403 46,15 37,18 1 2091 15,73 15,73
21 k/672/404 34,44 25,56 2 2093 20,69 20,69
22 k/96/402 41,67 37,50 3 2183 15,66 15,66
23 k157 27,91 27,91 4 1908 25,61 18,29
24 m/0/501 42,86 29,87 5 727 32,91 30,38
25 m/0/502 43,75 35,00 6 728 28,77 28,77
26 m/240/403 41,57 33,71 7 0/1152/404 29,33 28,00
27 m/240/404 39,51 28,40 8 0/1152/409 21,59 13,64
28 m/432/403 34,83 29,21 9 0/1152/410 25,00 11,11
29 m/432/404 39,29 29,76 10 o0/2112/401 26,09 16,30
30 m/96/403 32,47 24,68 11 0/2112/402 24,44 14,61
31 m/96/404 44,87 37,18 Rhodotorula aurantiaca 7. dan 30. dan
32 0/0/501 36,00 30,67 1 2051 2,11 0,00
33 0/0/502 45,68 32,10 2 2052 6,32 0,00
34 0/240/403 35,80 30,86 3 2071 2,08 0,00
35 0/432/502 49,40 40,96 4 2078 2,06 0,00
36 0/672/501 46,34 34,15 5 2099 1,05 0,00
37 0/672/502 39,29 35,71 6 2100 1,04 0,00
38 0/96/501 4512 32,93 7 2102 8,60 0,00
39 0/96/502 45,45 34,09 8 657 8,25 0,00
40 s/240/501 40,28 34,72 9 658 417 0,00
41 s/240/502 35,00 26,25 10 S306 10,53 1,05
42 s/432/403 44,32 37,50 Rhodotorula glutinis 7. dan 30. dan
Metschnikowia reukaufii 7. dan 30. dan 5 2034 17,07 1,22
1 2019 30,23 26,74 6 2037 26,32 9,21
2 2021 27,14 25,71 7 2042 24,39 0,00
3 2064 32,18 32,18 8 2045 14,29 1,30
4 2069 31,76 27,06 9 2047 23,81 0,00
Pichia fermentas 7. dan 30. dan 10 2056 25,93 8,64
1 2185 23,33 15,56 11 2061 7,41 0,00
Pichia guillermondii 7. dan 30. dan 12 2065 15,63 6,32
1 _ 624 47.25 25 05 13 2072 25,61 0,00
2  mi33 40,66 40,66 14 2075 14,89 1,08
3 mi42 40,00 40,00 15 2083 20,55 0,00
4 726 31,25 31,25 16 2085 14,74 1,08
5  0/96/404 22,11 13,98 17 2097 9,28 0,00
6  0/240/408 20,83 11,58 18 2101 28,92 19,28
7  0/2112/504 22,34 12,63 19 615 23,75 0,00
Pichia kluyveri 7. dan 30. dan 20 616 10,64 3,19
1 2031 2561 20,73 21 617 11,58 1,05

3 2046 2353 23,53 23 633 10,31 0,00
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24 654 14,58 0,00
25 655 17,28 0,00
26 656 26,19 0,00
27 730 36,59 20,73
28 731 34,57 17,28
29 s101 19,77 0,00
30 s102 20,20 5,21
31 s133 16,67 0,00
32 s141 29,27 19,51
33 s203 16,05 0,00
34 s204 19,23 0,00
35 k227 19,23 0,00
36 k304 18,07 9,64
37 k314 23,81 11,90
38 k315 14,43 9,38
39 k324 22,35 0,00
40 k325 12,63 2,15
41 m213 15,46 8,25
42 m230 23,46 0,00
43 m305 7,37 0,00
44 m314 16,00 0,00
45 0120 23,81 0,00
46 0302 13,68 0,00
47 0120 14,58 4,26
48 k102 6,32 0,00
49 k113 23,46 0,00
50 k127 27,38 0,00
51 k140 31,33 9,64
52 k144 19,59 7,22
53 k155 29,76 15,48
54 m107 30,12 22,89
55 m113 15,15 2,08
56 ml14, 26,74 15,12
57 m119, 26,51 15,66
58 sl110, 23,26 0,00
59 s111 11,46 2,08
60 0/240/407 19,74 10,53
61 0/240/409 29,55 20,45
62 0/240/410 31,17 20,78
Saccharomyces bayanus 7. dan 30. dan
1 2113 17,86 0,00
2 2114 21,92 0,00
3 2122 15,91 0,00
4 2123 9,76 0,00
Saccharomyces 7. dan 30. dan
cerevisiae

1 2139 26,44 2,30
2 2140 19,51 3,66
3 2141 23,26 13,95
4 2142 18,00 8,00
5 2143 20,24 8,33
6 2144 22,45 9,38
7 2145 31,71 24,39
8 2146 19,79 8,33

9 2147 27,91 11,63
10 2148 22,09 11,63
11 2149 25,30 7,23
12 2150 22,62 7,14
13 2151 13,54 3,13
14 2152 15,15 4,04
15 2170 32,18 27,59
16 2171 16,84 3,19
17 2172 36,25 31,25
18 2173 17,58 0,00
19 2174 14,89 6,45
20 2175 20,78 11,69
21 2176 18,75 9,28
22 2177 19,59 10,31
23 2179 26,44 21,84
24 2180 21,88 16,67
25 2181 19,39 11,22
26 2182 32,47 22,08
27 2196 24,10 6,02
28 2197 36,90 33,33
29 2198 34,12 21,18
30 2199 14,43 8,25
31 2200 23,81 8,33
32 2201 16,16 9,09
33 m/432/501 15,85 4,88
34 m/432/502 27,16 4,94
35 m/432/503 15,46 3,09
36 s/432/405 24,05 10,13
37 s/432/406 13,13 6,12
38 m/672/401 11,34 2,13
39 m/672/402 8,91 2,02
40 m/672/403 10,10 0,00
41 m/672/404 7,00 0,99
42 m/1152/401 9,71 3,06
43 m/1152/402 8,57 2,94
44  s/1152/401 12,12 1,01
45 s/1152/402 11,11 1,98
46 s/1344/401 28,57 0,00
47 s/1680/401 17,71 4,76
48 s/1680/402 11,22 2,91
49 s/1680/501 7,14 0,00
50 s/1680/502 11,11 1,94
51 s/2112/401 17,48 4,76
52 s/2112/402 11,65 1,94
53 781 577 0,97
54 1886 8,16 0,97
55 1887 12,12 3,85
56 2155 18,00 9,00
Sporidiobolus pararoseus 7. dan 30. dan

1 648 25,26 0,00
2 650 18,42 0,00
3 651 7,22 4,12
4 652 6,76 0,00
5 s106 10,31 5,32
6 sl107 20,99 0,00
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nadaljevanje priloge A: Seznam testiranih sevov...

7 sl117 9,18 5,15
8 s118 571 0,00
9 s152 0,00 0,00
10 s208 11,58 5,32
11 s301 21,62 0,00
12 s303 6,06 3,09
13 k308 8,33 2,13
14 k311 2,11 0,00
15 k312 10,39 0,00
16 k323 11,22 3,19
17 k328 4,00 0,00
18 m110 2,67 0,00
19 m209 14,10 0,00

20 m306 12,16 0,00
21 m310 13,43 0,00
22 m315 3,09 1,03
23 m316 10,00 6,82
24 0110 17,14 0,00
25 0128 13,89 0,00
26 0129 11,76 0,00
27 0130 14,08 0,00

28 0304 14,94 0,00
29 0316 7,35 0,00
Sporobolomyces roseus 7. dan 30. dan

1 2038 6,33 5,06
2 2067 10,75 5,49
3 2074 26,32 7,53

4 2076 4,21 0,00
5 2087 4,12 1,03
6 2095 11,36 5,68
7 649 6,15 0,00
8 s104 10,34 6,90
9 s105 15,19 0,00
10 sl115 6,25 0,00
11 sl116 1,20 0,00
12 s119 32,50 21,25
13 Ss127 3,65 0,00
14 S136 4,89 0,00
15 s137 8,33 0,00
16 S138 1,03 0,00
17 sl140 11,43 0,00
18 S142 2,08 0,00
19 S143 1,03 0,00
20 s145 1,27 0,00
21 S146 3,03 0,00
22 S147 4,04 0,00
23 s148 3,70 0,00
24 S149 1,00 0,00
25 s150 14,47 6,58
26 S151 1,03 0,00
27 S153 5,68 0,00
28 s206 17,95 6,41

29 S209 0,00 0,00
30 s210 19,10 0,00

31 $S305 0,00 0,00
32 S308 9,87 1,03
33 K214 0,00 0,00
34 k215 13,10 0,00
35 K216 0,00 0,00
36 k217 6,33 0,00
37 K218 0,00 0,00
38 K219 0,00 0,00
39 K223 0,00 0,00
40 K224 0,00 0,00
41 k305 5,13 0,00
42 k306 19,05 0,00
43 K307 10,21 1,03
44 K313 0,00 0,00
45 k326 16,00 0,00
46 K327 7,35 0,00
47 K329 6,25 0,00
48 k330 16,46 11,39
49 M107 6,16 0,00
50 M108 1,27 0,00
51 M208 6,19 3,13
52 m210 12,20 2,44
53 M211 3,65 0,00
54 m212 4,94 0,00
55 M214 3,03 0,00
56 m221 11,54 0,00
57 M222 5,16 0,00
58 m231 9,88 0,00
59 M309 1,03 0,00
60 m311 7,04 2,82
61 M317 1,00 0,00
62 M318 2,08 0,00
63 0106 4,21 2,11
64 0107 13,58 0,00
65 o121 3,80 0,00

66 0122 17,28 0,00
67 0123 24,71 0,00
68 0124 0,00 0,00
69 0126 11,39 0,00
70 0127 3,03 0,00
71 0131 5,48 0,00
72 0303 6,18 0,00
73 0312 21,62 0,00
74 0313 3,13 1,04
Druge vrste 7. dan 30. dan

1 371 27,38 27,38
2 623 0,00 0,00
3 664 0,00 0,00

4 2041 17,19 3,13

5 2044 18,33 0,00

6 202 19,75 0,00

7 2029 7,32 0,00

8 2124 27,06 21,18

9 365 24,14 17,24
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Priloga Al: Biokontrolna aktivnost nekaterih sewost kvasovk posneto z optiim citalcem po 30 dneh
inkubacije na trdnem gojii NYDA. (1) Candida oleophilaMontrocher, (2)Aureobasidium
pullulans (3) Candida spp., (4) Cryptococcus laurentii (5) Debaryomyces hansenii6)
Hanseniaspora uvarum(7) Metschnikowia pulcherrima(8) Pichia guillermondij (9) Pichia
kluyveri (10)Rhodotorula glutinis(11) Saccharomyces cerevisjgé2) Sporobolomyces roseus
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Priloga B: Statistina analiza rezultatov biokontrolne aktivnosti meddovkami in nitasto glivo v céliem
stiku — test A

Priloga B1: Vpliv vrste 0z. seva kvasovke v poskAsua rast v odvisnosti othsa inokulacije (N=36).

éas sev kvasovke

. . P-vrednost
inokulacije (h) AP 2098 CO 2276 MP 2055 PG 624 SC 2180
0 15+¢1,8 1,614 15+1,% 15+1,P 2,3+17 0,1023
24 1,1+1,4 0,6+1,6° 1,5+1,% 0,3+t0,8 0,6+1,6° 0,0004
48 0,3t0,8 0,0t0,0 0,6+1,2 0,0£t0,0 0,3%0,7 0,0029

N — Stevilo obravnavanj v skupini<B,05 — zavrnemo &éIno hipotezo, po kateri trdimo, da med testiranimi
skupinami ni razlik®**% skupine, ki v oznaki nimajo enake nobene:dd se statistino znailno razlikujejo
(P<0,05).

Priloga B2: Vpliv seva nitaste glive v poskusu Araat v odvisnosti odasa inokulacije (N=60).

) cas__ Sev nitaste gllve P-vrednost
inokulacije (h) F 58 F 61 F 63
0 1,7+1,8 1,7+1,4 1,7+1,8 0,9851
24 0,8t1,8 0,7+1,7 1,0+1,3 0,4229
48 0,0t0,6 0,2+0,7 0,5+1,F 0,0029

N — Stevilo obravnavanj v skupini<B,05 — zavrnemo &éIno hipotezo, po kateri trdimo, da med testiranimi
skupinami ni razlik®® skupine, ki v oznaki nimajo enake nobenezdd se statistino znailno razlikujejo
(P<0,05).

Priloga B3: Vpliv vrste goji& v poskusu A na rast v odvisnosti od kombinacijaskvke in nitaste glive,
¢asa inokulacije in koncentracije inokuluma (N=3).

¢as (h) 0 14 28
kombinacija konc. NYDA PDA P-vr. NYDA PDA P-vr. NYDA PDA P-vr.
AP2098F58 1010° 0+0 3+t0 0,025 0%0 3+t0 0,025 0+0 0+0 1,000
AP2098F58 1810 0+0 3+0 0,025 0%0 3t0 0,025 0+0 0+0 1,000
AP2098F61 1010° 0+0 310 0,025 0%0 3+t0 0,025 0+0 0+0 1,000
AP2098F61 1B10° 0+0 310 0,025 0%0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
AP2098F63 1010° 0+0 310 0,025 0%0 3t0 0,025 0+0 3+0 0,025
AP2098F63 1B10° 0+0 3t0 0,025 0+0 1,7+0,6 0,034 0+0 0+0 1,000
CO2276F58 1U10° 2+1,7 3+0 0,317 040 240 0,025 0+0 0+0 1,000
CO2276F58 1810° 0+0 310 0,025 0%0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
CO2276F61 1U10° 2+1 2,7+0,6 0,346 0+0 1,3+1,2 0,188 00 0+0 1,000
CO2276F61 1810° 0+0 1+1 0,121 0+0 1+1 0,121 00 0+0 1,000
CO2276F63 1010° 3+0 3+0 1,000 0%0 3+0 0,121 0+0 0+0 1,000
CO2276F63 1810° 0+0 0+0 1,000 00 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
MP2055F58 1010° 0+0 310 0,025 0%0 3t0 0,025 0+0 0+0 1,000
MP2055F58 19100 0+0 310 0,025 0%0 3t0 0,025 0+0 0+0 1,000
MP2055F61 1010° 0+0 310 0,025 0%0 3t0 0,025 0+0 1,7+1,5 0,121
MP2055F61 19100  0+0 3+t0 0,025 0%0 3t0 0,025 0+0 0+0 1,000
MP2055F63 1010° 0+0 3+0 0,025 00 3+0 0,025 0%0 3+0 0,025
MP2055F63 1810° 040 3+0 0,025 00 3+0 0,025 0%0 3+0 0,025
PG624F58 1010° 0+0 3+0 0,025 0%0 0+t0 1,000 0+0 0+0 1,000
PG624F58 1010 0+0 3+t0 0,025 0%0 0+t0 1,000 0+0 0+0 1,000
PG624F61 1010° 0+0 3+t0 0,025 0%0 0+t0 1,000 0+0 0+0 1,000
PG624F61 1010 0+0 3+t0 0,025 0%0 0+t0 1,000 0+0 0+0 1,000
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nadaljevanje priloge B3: Vpliv vrste gaje...

PG624F63 1010° 040 3+0 0,025 040 3t0 0,025 0+0 0+0 1,000
PG624F63 1910° 0+0 3+0 0,025 040 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
SC2180F58 1W10° 2+1,7 3+0 0,317 0+0 240 0,025 0+0 0+0 1,000
SC2180F58 1010° 040 3+0 0,025 040 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
SC2180F61 1010° 3+0 3+0 1,000 0+0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
SC2180F61 110"  1+1 3+0 0,037 0,7+0,6 1,7+1,5 0,369 1+1 1,7+1,5 0,500
SC2180F63 1010° 3+0 3+0 1,000 0+0 240 0,025 0+0 0+0 1,000
SC2180F63 1010° 0,3+0,6 3+0 0,034 1,3+1,2 0+0 0,114 0,7+1,2 0+0 0,317
N — Stevilo obravnavanj v skupini<B,05 — zavrnemo &éIno hipotezo, po kateri trdimo, da med testiranimi

skupinami ni razlik®® skupine, ki v oznaki nimajo enake nobenezdd se statistino znailno razlikujejo
(P<0,05).

Priloga B4: Vpliv koncentracije inokuluma v poskuBuna rast v odvisnosti od kombinacije kvasovke in
plesni,éasa inokulacije in koncentracije inokuluma (N=3).

¢as (h) 0 24 48
kombinacija gojiste 10710° 10%10° P-vr. 10710° 10%10° P-vr. 10710° 10%10° P-vr.
AP2098F58 NYDA 0+0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
AP2098F58 PDA 3+0 3+0 1,000 3+0 3+0 1,000 0+0 0+0 1,000
AP2098F61 NYDA 0+0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
AP2098F61 PDA 3+0 3+0 1,000 3+0 0+0 0,025 0%0 0+0 1,000
AP2098F63 NYDA 00 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000 00 0+0 1,000
AP2098F63 PDA 3+0 3t0 1,000 30 1,7+0 0,034 3+0,6 0+0 0,025
C0O2276F58 NYDA 2+1,7 0+0 0,114 0+0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
C02276F58 PDA 3+0 3+0 1,000 2+0 0+0 0,025 0+0 0+0 1,000
C0O2276F61 NYDA 2+1,0 0+0 0,034 0+0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
C0O2276F61 PDA 2,7+0,61,0+1,2 0,072 1,3+0 1,0+1,0 0,637 0+1,0 0+0 1,000
C02276F63 NYDA 30 0+0 0,025 0+0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
C0O2276F63 PDA 3+0 0+0 0,025 30 0+0 0,025 0%0 0+0 1,000
MP2055F58 NYDA  0+0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
MP2055F58 PDA 3+0 3+0 1,000 3+0 3+0 1,000 0+0 0+0 1,000
MP2055F61 NYDA  0+0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
MP2055F61 PDA 3+0 3+0 1,000 3+1,5 3+0 1,000 1,7#0 0+0 0,121
MP2055F63 NYDA  0+0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
MP2055F63 PDA 3+0 3+0 1,000 3+0 3+0 1,000 3+0 3+0 1,000
PG624F58 NYDA 0+0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000 0%0 0+0 1,000
PG624F58  PDA 3+0 3+0 1,000 0+0 0+0 1,000 00 0+0 1,000
PG624F61 NYDA 00 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
PG624F61  PDA 3+0 3+0 1,000 0+0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
PG624F63 NYDA 00 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
PG624F63  PDA 3+0 3+0 1,000 3+0 0+0 0,025 0%0 0+0 1,000
SC2180F58 NYDA 2+1,7 0+0 0,114 0+0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
SC2180F58 PDA 3+0 3+0 1,000 2+0 0+0 0,025 0%0 0+0 1,000
SC2180F61 NYDA 3%0 1+0 0,034 0+0 0,7#1,0 0,114 00,6 1+1 0,121
SC2180F61 PDA 3+0 3t0 1,0000+0 1,7#0 0,121 0+15 1,7#1,50,121
SC2180F63 NYDA 3%0 0,3+0 0,034 0+0 1,3#0,6 0,114 0+1,2 0,7+1,2 0,317
SC2180F63 PDA 3+0 3+0 1,000 2+0 0+0 0,025 00 0+0 1,000

N — Stevilo obravnavanj v skupini<B,05 — zavrnemo &éIno hipotezo, po kateri trdimo, da med testiranimi
skupinami ni razlik®® skupine, ki v oznaki nimajo enake nobenezdd se statistino zndilno razlikujejo
(P<0,05).
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Priloga B5: Vplivéasa inokulacije v poskusu A na rast v odvisnostikothbinacije kvasovke in plesni,
goji&a in koncentracije inokulata (N=3).

koncentracija 10°10° 10710

kombinacija gojiste 0 24 48 P-vwr. 0 24 48 P-vr.
AP2098F58 NYDA 0+0 0+0 O0+0 1,000 00 0+0 0+0 1,000
AP2098F58 PDA 30 30 040 0,018 3+0 3,00 00 0,018
AP2098F61 NYDA 0+0 00 0+0 1,000 00 0+0 00 1,000
AP2098F61 PDA 30 30 040 0,018 3#0 0+0 0+0 0,018
AP2098F63 NYDA 0+0 00 0+0 1,000 00 0+0 00 1,000
AP2098F63 PDA 30 30 3+0,61,000 3+x0 1,70 0+0 0,020
CO2276F58 NYDA 2¢1,7 0+0 0+0 0,102 0«0 0+0 00 D00
CO2276F58 PDA 30 2+0 0+0 0,018 3%0 0+0 0+0 0,018
CO2276F61 NYDA 2+1 0+0 0+0 0,022 0#0 0+0 0+0 1,000
CO2276F61 PDA 2,7+0,61,3t0 0+1 0,046 1+1,2 1+1 0+0 0,230
C02276F63 NYDA 3+0 0+0 0+0 0,018 0+0 0+0 0+0 1,000
C02276F63 PDA 3+0 3+t0 0+0 0,018 00 0+0 0+0 1,000
MP2055F58 NYDA 0+0 0+0 O0+0 1,000 00 0+0 0+0 1,000
MP2055F58 PDA 340 3+t0 040 0,018 3+0 3,00 0+0 0,105
MP2055F61 NYDA 0+0 0+0 O0+0 1,000 00 0+0 0+0 1,000
MP2055F61 PDA 3+0 3+1,51,7#0 0,018 3+0 3,00 0+0 0,018
MP2055F63 NYDA 0+0 0+0 O0+0 1,000 00 0+0 0+0 1,000
MP2055F63 PDA 310 30 3+0 1,000 30 3,00 3,00 00,0
PG624F58 NYDA 0+0 00 00 1,000 00 0+0 0+0 1,000
PG624F58 PDA 3+0 0+0 0+0 0,018 3%0 0+0 0+0 0,018
PG624F61 NYDA 0+0 00 00 1,000 00 0+0 0+0 1,000
PG624F61 PDA 3+0 0+0 0+0 0,018 3%0 0+0 0+0 0,018
PG624F63 NYDA 0+0 00 00 1,000 00 0+0 0+0 1,000
PG624F63 PDA 30 30 0+0 0,018 3%0 00 0+0 0,018
SC2180F58 NYDA 2+1,7 0+0 0£0 0,102 00 00 0+0 1,000
SC2180F58 PDA 30 2+0 0+0 0,018 3#0 00 0+0 0,018
SC2180F61 NYDA 30 0+0 0£0,60,018 1+0 0,71 1+1 0,859
SC2180F61 PDA 30 0+0 0#1,50,018 3+0 1,740 1,7#1,5 0,230
SC2180F63 NYDA 30 0+0 0#1,20,018 0,3+0 1,3+0,6 0,7+1,2 0,486
SC2180F63 PDA 30 2+0 0+0 0,018 3#0 00 0+0 0,018

N — Stevilo obravnavanj v skupini<B,05 — zavrnemo &éIno hipotezo, po kateri trdimo, da med testiranimi
skupinami ni razlik®** skupine, ki v oznaki nimajo enake nobenedd se statistino znailno razlikujejo

(P<0,05).
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Priloga B6: Vpliv ¢asa oditavanja v poskusu A na rast v odvisnosti od g@ajiZasa inokulacije in
koncentracije inokulata (N=15).

gojiste NYDA PDA
éas
koncentracija inokulacije
inokulata (h) 7 15 30 P-vr. 7 15 30 P-vr.
10°/10° 0 1,1+1,4 1,1+1,5 0,8+1,4 0,791 2,9+0,3 30 3t0 0,368
10°7/10° 24 0,060 0,040 0,0+0 1,000 2+1,3 2,1+121+1,2 0,983
10710° 48 0,060 0,040 0,0+0 1,000 0,4+1,0,5+1,1 0,6+1,2 0,876
10710° 0 0,040 0,1+0,30,2+0,6 0,343 2,6+1,12,7+0,9 2,7+0,8 0,996
10710° 24 0,00 0,2+0,60,2+0,6 0,343 0,9+1,41,1+1,4 1,3+1,4 0,759
10710° 48 0,00 0,1+0,30,3+0,7 0,318 0,2+0,8 0,3+0,9 0,4+1,1 0,813

N — Stevilo obravnavanj v skupini<B,05 — zavrnemo &éIno hipotezo, po kateri trdimo, da med testiranimi
skupinami ni razlik®®° skupine, ki v oznaki nimajo enake nobenezdd se statistino znailno razlikujejo
(P<0,05).

Priloga B7: Vpliv vrste seva kvasovke v poskusuaBrast v odvisnosti otasa inokulacije (N=36).

¢as vrsta kvasovke vr
inokulacije (h) AP 2098 CO 2276 MP 2055 PG 624 SC 2180 '
48 1,4+1,8 1,9+1,7 25+1,F 3,0t 1,9+1,3  <0,0001
72 0,1+0,8 1,7+1,3 1,718  2,3+1,3 1,8+1,% <0,0001
96 0,0+0 1,4+1,3 1,6+1,3 1,5+1,% 1,5+1,% <0,0001

N — Stevilo obravnavanj v skupini<B,05 — zavrnemo &&lno hipotezo, po kateri trdimo, da med testiranimi
skupinami ni razlik®** skupine, ki v oznaki nimajo enake nobenedd se statistino znailno razlikujejo
(P<0,05).

Priloga B8: Vpliv vrste seva kvasovke v poskusuaBast v odvisnosti othsa inokulacije (N=60).

. cas“ Sev nitaste gllve P-vrednost
inokulacije (h) F 58 F 61 F 63
48 2,01,8  2,1+1,F 2,417 0,2715
72 1,4+1,8 15+1,4 1,7+1.4 0,3527
96 1,2¢1,8 1,1+1,3 1,3+15 0,9344

N — Stevilo obravnavanj v skupinigB,05 — zavrnemo &éIno hipotezo, po kateri trdimo, da med testiranimi
skupinami ni razlik®**“ skupine, ki v oznaki nimajo enake nobeneidq se statistino znailno razlikujejo
(P<0,05).
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Priloga B9: Vpliv vrste goji& v poskusu B na rast v odvisnosti od kombinacijaskvke in plesni¢asa
inokulacije in koncentracije inokulata (N=3).

¢as (h) 48 72 96
kombinacija konc. NYDA PDA P-vr. NYDA PDA P-vr. NYDA PDA P-vr.
AP2098F58 1010° 2,3+1,2 3+0 0,317 0+0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
AP2098F58 1810° 040 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000 0%0 0+0 1,000
AP2098F61 10110° 3+0 3+0 1,000 0+0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
AP2098F61 1810° 040 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000 0%0 0+0 1,000
AP2098F63 10110° 3+0 3t0 1,000 0+0 1,7+0,6 0,034 00 0+0 1,000
AP2098F63 1810° 040 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000 0%0 0+0 1,000
CO2276F58 1U10° 3+0 1+0 0,025 30 0+0 0,025 30 0+0 0,025
CO2276F58 1%10° 3+0 0+0 0,025 3+0 0+0 0,025 3%0 0+0 0,025
CO2276F61 1U10° 2+0 2,3+0,6 0,317 1,7+0,6 2,3+0,6 0,197 1,7+0,6 1+0 0,114
CO2276F61 1B10° 1,7+0,6 2,3+0,6 0,197 2+0 2¢0 1,000 1+1 0,7+0,6 0,637
CO2276F63 1U10° 3+0 2+¢0 0,025 3+0 0+0 0,025 3%0 0+0 0,025
CO2276F63 1910° 3+0 0+0 0,025 3%0 0+0 0,025 3%0 0+0 0,025
MP2055F58 1010° 3+0 3+t0 1,000 3+0 0+0 0,025 3+0 0+0 0,025
MP2055F58 1B10° 3+0 0+0 0,025 3+0 0+0 0,025 3%0 0+0 0,025
MP2055F61 1010° 3+0 3+t0 1,000 3+0 0+0 0,025 3+0 0+0 0,025
MP2055F61 1B10° 3+0 0+0 0,025 3%0 0+0 0,025 3%0 0+0 0,025
MP2055F63 1010° 3+0 3+0 1,000 3+0 1,7#1,5 0,121 3+0 1,7+1,5 0,121
MP2055F63 18H10°  3+0 3+t0 1,000 3+0 0,7+0,6 0,034 3+0 0+0 0,025
PG624F58 1010° 3+0 3+t0 1,000 3+0 3+0 1,000 3+0 0+0 0,025
PG624F58 1010° 3+0 3+t0 1,000 3+0 0+0 0,025 3+0 0+0 0,025
PG624F61 1010° 3+0 3+t0 1,000 3+0 3+0 1,000 3+0 0+0 0,025
PG624F61 1010° 3+0 3+t0 1,000 3+0 0+0 0,025 3+0 0+0 0,025
PG624F63 1010° 3+0 3+t0 1,000 3+0 3+0 1,000 3+0 0+0 0,025
PG624F63 1010° 3+0 3+t0 1,000 3+0 0+0 0,025 3%0 0+0 0,025
SC2180F58 1010° 3+0 1+0 0,025 30 0+0 0,025 3%0 0+0 0,025
SC2180F58 110"  3+0 0+0 0,025 3+0 0+0 0,025 30 0+0 0,025
SC2180F61 1010° 3+0 1+0 0,025 30 0+0 0,025 3%0 0+0 0,025
SC2180F61 1010° 3+0 0+0 0,025 3+0 0+0 0,025 3+0 0+0 1,000
SC2180F63 1010° 3+0 3t0 1,000 3+0 3t0 1,000 3+0 0+0 0,025
SC2180F63 1010° 3+0 0+0 0,025 3+0 0+0 0,025 3+0 0+0 0,025

N — Stevilo obravnavanj v skupini<B,05 — zavrnemo &éIno hipotezo, po kateri trdimo, da med testiranimi
skupinami ni razlik®® skupine, ki v oznaki nimajo enake nobenesdd se statistino zn&ilno razlikujejo
(P<0,05).

Priloga B10: Vpliv koncentracije inokuluma v poskuB na rast v odvisnosti od kombinacije kvasovke in
plesni,éasa inokulacije in koncentracije inokuluma (N=3).

¢as (h) 48 72 48
kombinacija gojiste 10/10° 10%710°  P-vr.  10710° 10%10° P-vr. 10%10° 10910 P-vr.
AP2098F58 NYDA 2,3+#1,2 0+0 0,034 0+0 0+0 1,000 00 0+0 1,000
AP2098F58  PDA 3+0 0+0 0,025 0+0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
AP2098F61 NYDA 320 0t0 0025 00 0+0 1,000 00 0+0 1,000
AP2098F61  PDA 3+0 0+0 0,025 0+0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
AP2098F63 NYDA 320 0t0 0,025 0+0 01,5 1,000 0+0 0415 1,000
AP2098F63  PDA 3+0 0+0 0,025 1,7t0 0+0,6 0,034 0+0 0+0 1,000
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nadaljevanje priloge B10: Vpliv koncentracije indkma...

CO2276F58 NYDA 3+0 3+0 1,000 3+0 30 1,0003+0 3+0 1,000
CO2276F58 PDA 1+0 0+0 0,025 00 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
CO2276F61 NYDA 2+0 1,7+0 0,317 1,740 2+#0 0,31%7+0 1+0 0,346
CO2276F61 PDA 2,30 2,30 1,000 2,3+0 2«0 0,317+0 0,7+0 0,317
CO2276F63 NYDA 3+0 3+0 1,000 3#0,6 3+x0 1,00B+0 3+0 1,000
CO2276F63 PDA 2+0 0+0 0,025 00 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
MP2055F58 NYDA 310 3+0 1,000 310 3+0 1,0003+0 3+0 1,000
MP2055F58 PDA 310 00 0,025 0%0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
MP2055F61 NYDA 30 3+0 1,000 30 30 1,0003+0 3+0 1,000
MP2055F61 PDA 30 00 0,025 0%0 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
MP2055F63 NYDA 30 3+0 1,000 30,6 3+0 1,008+0,6 30 1,000
MP2055F63 PDA 3+0,6 310 1,000 1,740 0,7+0 0,3@97+1 0+0 0,121
PG624F58 NYDA  3+0,6 30 1,000 3+0,6 3+0 1,00B+0 3+0 1,000
PG624F58 PDA 3+0,6 30 1,000 310 0+00,025 0+0,6 0+0 1,000
PG624F61  NYDA 3+0 3+0 1,000 3+0 30 1,0008+0 3+0 1,000
PG624F61 PDA 3+0 3+0 1,000 3+0 0+00,025 0+0 0+0 1,000
PG624F63  NYDA 3+0 3+0 1,000 3+0 30 1,0008+0 3+0 1,000
PG624F63 PDA 310 3+0 1,000 310 0+00,025 040 0+0 1,000
SC2180F58 NYDA 340 30 1,000 340 30 1,0008+0 3+0 1,000
SC2180F58 PDA 1+0 0+0 0,025 00 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
SC2180F61 NYDA 340 30 1,000 340 3+0 1,0008+0 3+0 1,000
SC2180F61 PDA 1+0 0+0 0,025 00 0+0 1,000 0+0 0+0 1,000
SC2180F63 NYDA 3+0 3+0 1,000 3+0 3+0 1,0008+0 3+0 1,000
SC2180F63 PDA 3+0 0+0 0,025 3%0 0+0 0,025 0+0 0+0 1,000

N — Stevilo obravnavanj v skupini<B,05 — zavrnemo &&lno hipotezo, po kateri trdimo, da med testiranimi
skupinami ni razlik?® skupine, ki v oznaki nimajo enake nobenecdd se statistino zn&ilno razlikujejo
(P<0,05).

Priloga B11: Vplivéasa inokulacije v poskusu B na rast v odvisnostkombinacije kvasovke in plesni,
goji&a in koncentracije inokuluma (N=2).

¢as (h) 16/10° 10710°
kombinacija  gojisie 48 72 96 P-vr. 48 72 96 P-vr.
AP2098F58 NYDA 23%12 00 00 0,021 0+0 0+0 0+0 1,000
AP2098F58 PDA 3+0 0+0 0+0 0,018 O0+0 00 0+0 1,000
AP2098F61 NYDA 3:0 0+0 0+0 0,018 0+0 0+0 0+0 1,000
AP2098F61 PDA 30 0+0 0+0 0018 0+0 00 0+0 1,000
AP2098F63 NYDA 3+0 0+0 0+0 0,018 0+0 0+1,5 0+1,5 1,000
AP2098F63 PDA 30 1,7t0 0+0 0,020 0+0 00,6 0+0 1,000
CO2276F58 NYDA 3+0 3:+0 30 1,000 3+0 3+0 30 1,000
CO2276F58 PDA 10 00 0+0 0,018 00 0+0 0+0 1,000
CO2276F61 NYDA 2+0 1,7#0 1,7+0 0565 1,7+@+0 1+0 0,236
CO2276F61 PDA 2,30 2,30 1+0 0,046 2,30 2+0 0,7+0 0,034
CO2276F63 NYDA 3+0 30,6 30 1,000 3+0 3+0 3+0 100
CO2276F63 PDA 240 0+0 0+0 0,018 0+0 0+0 0+0 1,000
MP2055F58 NYDA 3+0 3+0 30 1,000 3+0 3+0 3+0 1,000
MP2055F58  PDA 30 0+0 0+0 0018 0+0 00 0+0 1,000
MP2055F61 NYDA 3+0 3+0 30 1,000 3+0 3+0 3+0 1,000
MP2055F61  PDA 3+0 0+0 0+0 0,018 0+0 0+0 0+0 1,000
MP2055F63 NYDA 3+0 3+06 3+06 1,000 3+0 3+0 3+0 000
MP2055F63  PDA  3+0,6 1,7+0 1,7#1 0,230 30 0,7t0 0+00,029
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nadaljevanje priloge B11: Vpli¥asa inokulacije...

PG624F58 NYDA 3+0,6 3+0,6 30 1,000 3t0 3+0 3#0 00O
PG624F58 PDA 3+06 3+0 0#0,6 0,018 3+0 0+0 00 0,018
PG624F61 NYDA 3+0 3+0 3+0 1,000 310 30 3#0 1,000
PG624F61 PDA 3+0 3+0 0+0 0,018 3+0 0+0 0+0 0,018
PG624F63 NYDA 3+0 3+0 3+0 1,000 310 30 3#0 1,000
PG624F63 PDA 3+0 3+0 0+0 0,018 3+0 0+0 0+0 0,018
SC2180F58 NYDA 3+0 3+0 310 1,000 3t0 30 30 1,000
SC2180F58 PDA 1+0 0+0 0+0 0,018 0+0 0+0 00 1,000
SC2180F61 NYDA 3+0 30 30 1,000 3t0 30 3%0 1,000
SC2180F61 PDA 1+0 0+0 0+0 0,018 0+0 0+0 0+£0 1,000
SC2180F63 NYDA 3+0 30 30 1,000 3t0 30 3%0 1,000
SC2180F63 PDA 30 30 0+0 0,018 0+0 0+0 0+0 1,000

N — Stevilo obravnavanj v skupini<B,05 — zavrnemo &éIno hipotezo, po kateri trdimo, da med testiranimi

skupinami ni razlik®®° skupine, ki v oznaki nimajo enake nobenezdd se statistino znailno razlikujejo
(P<0,05).

Priloga B12: Vpliv ¢asa oditavanja v poskusu B na rast v odvisnosti od ¢aji€asa inokulacije in
koncentracije inokulata (N=15).

gojiste NYDA PDA

kolrr']giﬂtlz‘;”a cas '”?hk)“'ac”e 7 15 30 P 7 15 30  P-wr.
10°/10° 48 2,9+0,3 2,9+0,3 2,8+0,3 0,737 2,5+0,32,5+0,8 2,5+0,8 0,939
10P/10° 72 2,3+1,22,3+1,2 2,3+1,3 0,999 1+1,4 1,2+1,41,3+1,5 0,839
10°10° 96 2,3+1,22,3+1,2 2,3+1,3 0,999 0,1+0,30,2+0,6 0,3+0,8 0,779
10°10" 48 2,3+1,32,3+1,2 2,3+1,2 0,999 0,9+1,40,9+1,4 1+1,5 0,989
107/10° 72 2,3+1,22,3+1,2 2,3+1,2 1,000 0,1+0,50,2+0,6 0,2+0,6 0,8261
107/10° 96 2,2+1,42,3+1,3 2,3+1,2 0,992 0,1+0,3 0+0 0,1+0,3 0,599

N — Stevilo obravnavanj v skupini<B,05 — zavrnemo &&lno hipotezo, po kateri trdimo, da med testiranimi

skupinami ni razlik?®™° skupine, ki v oznaki nimajo enake nobenesdd se statistino znailno razlikujejo
(P<0,05).
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Priloga C: Umeritvena krivulja za dalanje mase skupnih proteinov (mikro assay) po Braidifo
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