MIKROORGANIZMI DIGESTIVNOG TRAKTA PCELE APIS MELIFERA KAO BIODEGRADERI
NEONIKOTINOIDNIH PESTICIDA — ANALITICKI ASPEKTI
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MIKROBIOLOGA SRBIJE

Ciljevi
Izolovanje mikroorganizama iz mednog i pravog Zeluca péele; biohemijska i fizioloska karakterizacija mikroorganizama
pomocu APl Biomerieux testova; molekulska karakterizacija izolovanih sojeva sekvenciranjem gena 16S rRNA;
karakterizacija neonikotinoidnih pesticida instrumentalnom metodom HPLC-MS/MS.

Uvod
Znacaj pcela za oCuvanje ravnoteZe ekosistema je ogroman,
zbog cega je u interesu ljudi da se unapredi njihov kvalitet
Zivota. Pored primarnih proizvoda medonosne péele (med,
maticni mle¢, vosak, péelinji otrov, polen i perga), zna&ajna je i
indirektna korist u opraivanju biljnih kultura. Sindrom
| nestajanja pcela (Colony collapse disorder) pojavio se pre
deset godina u SAD, a potom u Evropi i Aziji i prouzrokovao
pad broja péela u svetu. Hipoteze koje poku$avaju da objasne
| ovu pojavu fokusiraju se na nezeljene efekte koje sa sobom
nose pesticidi i druge antropogene hemikalije. S druge strane,
| veliki broj bakterijskih sojeva uspe3no vrsi degradaciju
| pesticida.
Hipoteza ovog rada: Mikroorganizmi digestivnog trakta
medonosne péele mogu da izvrSe biotransformaciju
neonikotinoidnog pesticida i samim tim zadtite péele od
njihovog Stetnog dejstva.

Metode

U radu su koris¢eni mikroorganizmi koji su izolovani iz
gastrointestinalnog trakta (GIT) medonosnih péela sa tri
lokalizacije, sa pcelinjaka na Poljoprivrednom fakultetu
(Beograd); sa pcelinjaka u blizini polja zasejanih uljanom
repicom; sa pcelinjaka u okolini Arandjelovca. Kao podloge za
izolovanje i gajenje mikroorganizama kori$éeni su De Man,
Rogosa, Sharpe podloga sa i bez cisteina (za izolovanje Gram-
pozitivnih anaeroba i samog roda Lactobacillus). Vrieno je
bojenje po Gramu, oksidaza i katalaza test. Kori$éeni su API
20A, BACILLUS 50 CHB/E testovi. Genomska DNK je
ekstrahovana upotrebom DNeasy Blood & Tissue Kit
(Nemacka). Za HPLC-MS/MS anali neonikotinoidnih
pesticida korid¢en je instrument ACQUITY H class UPLC
povezan sa trostrukim kvadrupol detektorom (Waters, SAD).

Zakljucci
Mikroorganizmi su uspeSno izolovani i na osnovu
molekulske identifikacije sve izolovane kulture

pripadaju rodu Lactobacillus. Instrumentalna metoda
HPLC-MS/MS za  kvalitativno i  kvantitativno
odredjivanje neonikotinoidnih pesticida je razvijena i
optimizovana za  dalju upotrebu. Izolovani
mikroorganizmi iz digestivnog trakta pcela, roda
Lactobacillus su uspe$no okarakterisani i mogu se
koristiti u narednim eksperimentima biodegradacije
pesticida.

b)

Slika 1a. Medonosna péela;

Slika 1b. Sistem organa za varenje kod medonosne péele: 1-jezik; 2-gornja vilica; 3-idrelo; 4-
jednjak; 5-medni Zeludac, prazan; 6-medni Zeludac, pun; 7-ventil; 8-pravi Zeludac (srednje
crevo), 9-tanko crevo; 10-Malpigijeve cevi; 11-debelo crevo; 12-anus;

Slika 1c. Izolovan GIT medonosne péele.
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Tabela 1. Rezrulrtat'iﬂ

Vrsta Bojenjepo  Oksidaza/

i Poreklo ey PR Identifikacija
Lactobacillus
2+ MRS+C!  MZZEMUN? G+ -f paracasei
i ) 3 g Lactobacillus
2 MRS MZ ZEMUN G+ /- el
3 MRS2 M7 ZEMUN? Gt o toctonactjus
paracasel
MRS? MZ Lactobacillus
e ZEMUN3 G 4 paracasei
Lactobacillus
6- MRS? MZ-UR? G+ -+ kunkeei

b S

};TMRSJrC (De Man, Rogosa, Sharpe podloga sa cisteinom); 2 - MRS (bez cistena);

3 — medni Zeludac pele sa péelinjaka na Poljoprivrednom fakultetu (Beograd);

4 — medni Zeludac péele sa péelinjaka u blizini polja zaﬁiaﬁr_rih uljanom repicom.

Slika 2.
HPLC-MS/MS analiza
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