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Karakterizacija antimikrobnih supstanci prirodnih izolata Bacillus sp. za primenu

u bioloskoj kontroli fitopatogenih bakterija i gljiva
Rezime

Bolesti biljaka izazvane infekcijama patogenim bakterijama i gljivama mogu
dovesti do smanjenja kapaciteta biljnog rasta ili naneti mnogo ozbiljniju Stetu dovodeci
do smrti biljaka 1 zna€ajnih gubitaka u proizvodnji hrane. Veliki broj istrazivanja je u
poslednje vreme posvecen proucavanju roda Bacillus kao producenta sekundarnih

metabolita u kontroli razlicitih biljnih patogena.

Analizom diverziteta gena odgovornih za produkciju neribozomalno sintetisanih
lipopeptida kolekcije od 205 Bacillus sp. izolata utvrdeno je da je za najveci broj izolata
(171) ustanovljen DNK fragment ocekivane duZine, koji odgovara bacilomicin D
sintetazi, dok su u slicnom broju izolata dobijeni fragmenti ocekivanih duZina za
kurstakinske (154) i1 surfaktinske operone (142), a prisustvo iturinskog operona
ustanovljeno je kod 84, odnosno 59 izolata u sluaju gena za fengicin sintetazu.

Prisustvo svih pet biosinteti¢kih operona je potvrdeno kod 11 izolata.

Najveca produkcija antimikrobnih jedinjenja za pet izabranih izolata je pokazana
u eksponencijalnoj ili ranoj stacionarnoj fazi rasta. Prikazan je jak antifungalni efekat
lipopeptidnih ekstrakata prema viSe od 30 testiranih gljiva, sa najniZim zabeleZenim
minimalnim inhibitornim koncentracijama od 0,008 mg/ml protiv Fusarium semitectum,
kao 1 izraZzen antibakterijski potencijal, naro€ito protiv fitopatogenih vrsta rodova
Xanthomonas 1 Pseudomonas, sa najnizom minimalnom inhibitornom koncentracijom
od 0,06 mg/ml. Proucavanje interakcija pojedinacnih lipopeptidnih ekstrakata u
medusobnim, kao i u kombinacijama sa etarskim uljima, ukazalo je na postojanje
sinergistiCkog efekta za neke kombinacije u in vitro, odnosno aditivnog efekta u in situ
uslovima, na bakterijskim i fungalnim patogenima. Utvrdivanjem direktnog
antagonistickog efekta lipopeptidnih jedinjenja in planta, ustanovljena je znacajna
redukcija nekroze tkiva listova Arabidopsis thaliana L. i Beta vulgaris L., tretiranih
bakterijskim patogenima. Takode, u in situ uslovima postignuta je znacajna redukcija

nekroze tkiva ploda jabuke izazvana fungalnom infekcijom.



Strukturna karakterizacija lipopeptidnih jedinjenja iz razliCitih ekstrakata
pokazala je njihovu raznolikost i dominantno prisustvo ¢lanova iturinske i surfaktinske
familije. Takode, masenom analizom je utvrdeno da etil-acetatna ekstrakcija daje
najbolji prinos, a primenom bioautografije, doslo se do zakljucka da su za antimikrobni

efekat lipopeptidnih ekstrakata najverovatnije odgovorna jedinjenja iz iturinske familije.

Filogenetska rekonstrukcija odabranih Bacillus sp. izolata bazirana na sekvenci
gena za 16S rRNK je pokazala da izolati SS-12.6, SS-13.1, SS-27.2 i SS-38.4 pokazuju
najvise slicnosti sa Bacillus amyloliquefaciens, odnosno Bacillus pumilus u sluCaju

izolata SS-10.7.

Kljucne reci: Bacillus; lipopeptidna jedinjenja; bioloSka kontrola; antimikrobna

aktivnost; sinergizam.
Nau¢na oblast: Biologija
UZa nau¢na oblast: Biologija mikroorganizama

UDK broj: [[577.112.85:579.852.11]:579.264]:632.937(043.3)



Characterization of antimicrobial substances from natural isolates of Bacillus sp.

for application in biological control of plant pathogenic bacteria and fungi
Abstract

Plant diseases caused by infection with pathogenic bacteria and fungi can lead to
the reduction in the capacity of plant growth or can cause far more serious damage,
leading to the death of plants and significant losses in food production. Numerous recent
studies are devoted to the genus Bacillus as a producer of secondary metabolites in the

control of different plant pathogens.

In the analysis of diversity of genes responsible for the nonribosomal
synthesized lipopeptides in collections of 205 Bacillus sp. isolates, for the largest
number of isolates (171) the DNA PCR fragment of the expected length, corresponding
to bacillomycin D synthases was obtained, while in a similar number of isolates
fragments of the expected length for kurstakin (154) and surfactin operons (142) were
obtained. The presence of iturin operon in the 84 or 59 isolates in the case of the gene
for fengycin synthetase, was also found. The presence of all five biosynthetic operons in

the 11 isolates was confirmed as well.

The maximum production of antimicrobial compounds for five selected isolates
in exponential or early stationary phase of growth was determined. Strong antifungal
effect of lipopeptide extracts towards more than 30 fungi tested, with lowest recorded
minimal inhibitory concentrations of 0,008 mg/ml against Fusarium semitectum, as well
as expressed antibacterial potential, in particular against phytopathogenic species of the
genera Pseudomonas and Xanthomonas, with the lowest minimum inhibitory
concentration of 0,06 mg/ml was determined. In the analysis of the interaction of
individual lipopeptide extracts mutually, as well as in combination with essential oils,
the existence of a synergistic effect in vitro respectively additive effect in situ, on
bacterial and fungal pathogens, for some combinations were shown. Establishing a
direct antagonistic effect of lipopeptide compounds in planta, significant reduction in
necrotic lesions of leaves of Arabidopsis thaliana L. and Beta vulgaris L. treated with
bacterial pathogens was obtained. Also, a significant reduction in necrotic lesions of

apple fruit caused by fungal infection in situ was determined.



Structural characterization of lipopeptide compounds from different extracts
showed their diversity and dominant presence of members of iturin and surfactin
families. Also, mass analysis revealed that the ethyl acetate extraction has been most
efficient procedure with the highest yield of isolated lipopeptides. Simultaneously,
applying bioautography, it was concluded that compounds from iturin family were most

likely responsible for the antimicrobial effect of lipopeptide extracts.

Phylogenetic reconstructions of selected Bacillus sp. isolates based on sequence
of 16S rRNA gene showed that isolates SS-12.6, SS-13.1, SS-27.2 and SS-38.4 were the

most related to Bacillus amyloliquefaciens, or Bacillus pumilus for SS-10.7 isolate.

Keywords: Bacillus; lipopeptides; biological control; antimicrobial activity; synergism.
Research field: Biology
Specific research field: Microbial biology

UDK No.: [[577.112.85:579.852.11]:579.264]:632.937(043.3)
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Karakterizacija antimikrobnih supstanci prirodnih izolata Bacillus sp. za primenu u
bioloskoj kontroli fitopatogenih bakterija i gljiva

1. UVOD



Uvod

1 UVOD

Bolesti biljaka izazvane infekcijama patogenim virusima, bakterijama i gljivama
mogu dovesti do smanjenja kapaciteta biljnog rasta ili mogu naneti mnogo ozbiljniju
Stetu dovodeci do smrti biljaka. Oboljenja biljaka su odgovorna za gubitke najmanje
10% svetske proizvodnje hrane, Sto predstavlja veliki problem (Strange and Scott,
2005). Danasnja poljoprivreda se joS uvek najviSe oslanja na hemijske pesticide u
spreCavanju i kontroli ovih oboljenja. Medutim, visoka efektivnost i jednostavna
upotreba ovih hemikalija moZe uticati na kontaminaciju spoljaSnje sredine 1 na
akumulaciju ostataka pesticida u lancu ishrane, pojavu rezistentnih sojeva patogena, a
pored toga i na drustvene, ekonomske i zdravstvene probleme (Cawoy et al., 2011).
Prema Stokholmskoj konvenciji o dugotrajnim organskim zagadiva¢ima, deset od
dvanaest najopasnijih i dugotrajnih organskih hemikalija jesu pesticidi (Gilden et al.,
2010). Sve navedeno dovelo je do osveSCivanja javnosti i zahteva za smanjenjem
upotrebe hemijskih pesticida. U tom smislu, bioloska kontrola kori§¢enjem prirodnih
antagonistickih mikroorganizama se istakla kao obecavajuca alternativa. To je dovelo
ne samo do preciznijih i1 stroZijih regulativa u vezi upotrebe pesticida, njihove
komercijalizacije i proizvodnje, ve¢ i do razvoja alternativnih strategija ukljucujuci
geneticke adaptacije useva, modifikacije u nacinu njihovog uzgajanja i uvodenje u
upotrebu biopesticida. Biopesticidi pokazuju mnogo prednosti u odnosu na hemijske

pesticide u smislu odrZivosti, na¢ina delovanja i toksi¢nosti u poredenju sa hemijskim.
1.1 BIOLOSKA KONTROLA, RAZVOJ I PREDNOSTI BIOPESTICIDA

Termini “bioloska kontrola” i skrac¢eni sinonim “biokontrola” se uveliko koriste
u razli¢itim oblastima biologije, najes¢e u entomologiji i biljnoj patologiji. U biljnoj
patologiji ovi termini se odnose na koriS¢enje mikrobioloskih antagonista u spre¢avanju
razvoja infekcije 1 bolesti, kao 1 u koriS¢enju specificnih patogena domacina u kontroli
razvoja korova. U svakom slu€aju, organizmi koji potiskuju Steto€ine ili patogene mogu
se proglasiti bioloskim kontrolnim agensima (Pal and Gardener, 2006). Sire
posmatrano, termin bioloska kontrola se moZe odnositi i na koriS¢enje prirodnih

produkata ekstrahovanih ili dobijenih iz razli€itih izvora. Ovakva formulacija se moze
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odnositi na veoma prostu meSavinu prirodnih sastojaka sa specificnim aktivnostima ili
kompleksnu meSavinu sa mnogostrukim efektima na domacina ili na ciljani patogeni
organizam. NajuZe posmatrano, bioloSka kontrola predstavlja namensko koriS¢enje
introdukovanih ili postojecih rezidentnih organizama u suzbijanju aktivnosti i
populacija jednog ili viSe biljnih patogena (Pal and Gardener, 2006). U proteklih
pedesetak godina, istrazivanja su dovela do razvoja komercijalnog sektora odgovornog
za proizvodnju velikog broja proizvoda za biokontrolu. Danas smo svedoci povecane
potraznje organski uzgajane hrane, kao 1 sve glasnijih zahteva za sigurnijim pesticidima
u poljoprivredi, Sumarstvu i urbanizmu. Sve to dovodi biolosku kontrolu u fokus

velikog broja naucnih istrazivanja kao i paznje javnosti.

Biopesticidi koji se danas koriste u suprimiranju rasta populacija patogena i na
taj naCin sprecavaju razvoj bolesti biljaka, su Zivi organizmi ili njihovi produkti. Mogu
se podeliti u Cetiri glavne grupe: mikroorganizme (mikrobioloski pesticidi), druge
organizme (nematode, insekti itd.), prirodne supstance dobijene iz Zivih organizama
(biohemijski pesticidi) i biljno-integrisane protektante (geneticki modifikovane biljke)
(Thakore, 2006; U.S. Environmental Protection Agency (EPA), 2011). Biopesticidi
pokazuju nekoliko prednosti u odnosu na hemijske proizvode. Oni se mnogo lakse
razlazu u spoljasnjoj sredini i generalno su manje ili uopSte netoksi¢ni prema ne-
ciljanim vrstama (Thakore, 2006; Cawoy et al., 2011). Dodatno, njihov nacin delovanja
je Cesto drugaciji od konvencionalnih pesticida. Ovo upucuje na to da oni ¢esto mogu
pomoc¢i u redukciji rezistentnih patogena i mogu se primeniti zajedno sa drugim
pesticidima u izbegavanju razvoja rezistencije, generalno (Cawoy et al., 2011).
Biopesticidi se koriste ¢esto kod ratarskih kultura i u staklenicima kako bi smanjili
bolesti raznih Zitarica, mahunarki, voca, cvec¢a i ukrasnog bilja uzrokovanih zemljiSnim,
folijjarnim 1 post-Zetvenim patogenima (Ryan et al., 2009). Jedna od prednosti
mikrobioloskih biopesticida u poredenju sa ve¢inom drugih fitosanitarnih produkata je
raznovrsnost njihovih nacina delovanja u nacelu zasnovanih na kompeticiji za nutrijente
i prostor, direktnom antagonizmu prema biljnom patogenu i imunizaciji biljke
domacdina. U poredenju sa prirodnim ekstraktima, mikrobioloski pesticidi cesto
zadrZavaju prednost u pogledu duZine aktivnosti, odnosno mikrobioloski agensi mogu
uspostaviti rast u fitosferi i produkovati kontinuirano bioaktivna jedinjenja in situ

(Cawoy et al., 2011). Dodatno, njihovom potencijalu u smislu direktne redukcije
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ucestalosti bolesti, pojedini mikrobioloski produkti mogu imati i druge pozitivne efekte
na useve podsticanjem rasta biljke i njene ishrane (biofertilizatori i fitostimulatori) i/ili
ubrzavanjem interakcije izmedu biljke domacina i drugih korisnih organizama (Antoun
and Prevost, 2006). Biofertilizatori i fitostimulatori su vazan faktor u kontekstu stalne
potrebe da se proizvede viSe hrane na istim ili manjim povrSinama sa istovremenom
Zeljom da se smanji oslanjanje na hemijska dubriva (Lugtenberg and Kamilova, 2009).
Stavige, mikroorganizmi koji poseduju kombinaciju ovih aktivnosti u smislu promocije
rasta 1 biokontrolnog potencijala, predstavljaju prednost u snabdevanju useva
jedinstvenom primenom biopesticida i biofertilizatora. Pored toga, bolja ishrana biljke

¢esto povecava ukupnu otpornost protiv patogena i drugih faktora stresa (Bent, 2006).

Iako je ucinjen znacCajan prodor na trzistu, proizvodnja biopesticida jos uvek Cini
mali procenat sredstava u kontroli StetoCina, ali postoji trend porasta. Globalno gledano,
upotreba biopesticida raste godiSnje, za razliku od tradicionalnih pesticida Cija je
upotreba u stalnom padu. Severna Amerika ima najveci procenat u¢es¢a biopesticida na
trziStu sa 44%, zatim EU i Okeanija sa po 20%, JuZzna Amerika sa 10%, dok je oko 6%
u upotrebi u Aziji 1 Indiji (Bailey et al., 2010). Jasno je da trziSte biopesticida raste brzo
(15.6% godisnja stopa rasta), a ocekuje se da ¢e porasti na oko 7.7% globalnog
agrohemijskog trziSta u narednom petogodiSnjem periodu (Lehr, 2010). Oko 50%
biopesticida se koristi u hortikulturi, 30% za ispaSu, a oko 12% u ratarskim kulturama

(Lehr, 2010; Glare et al., 2012).
1.1.1 ROD BACILLUS KAO IZVOR BIOPESTICIDA

Rod Bacillus u Sirem smislu pokazuje veliku taksonomsku i metabolicku
raznovrsnost. Bacillus sensu stricto predstavlja samo malu frakciju u poredenju sa
velikim taksonomskim konzorcijumom bakterija koje produkuju endospore i odnose se
na Bacillus sensu lato (Hamdache et al., 2013). Rod Bacillus se sastoji od velikog i
razli¢itog seta gram-pozitivnih bakterija koji imaju jednu zajedni¢ku, ali ipak
distinktivnu karakteristiku: sposobnost aerobne produkcije dormantnih endospora u
nepovoljnim uslovima za rast mikroorganizama. Pored toga, sve pripadnike roda
karakteriSe i1 Stapicasta morfologija Celija, produkcija katalaze i Siroka rasprostranjenost
(Logan et al., 2007; Zeigler and Perkins, 2009). Sposobnost proizvodnje antimikrobnih

supstanci 1 sporulacioni kapacitet daju Bacillus sojevima dvostruku prednost u smislu
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njihovog opstanka u razli¢itim staniStima. Oni su fenotipski i genotipski heterogeni
(Slepecky and Hemphill, 2006), a samim tim oni pokazuju sasvim razliCita fizioloSka
svojstva, poput sposobnosti da razloZe mnogo razliitih supstrata dobijenih iz biljnih 1
Zivotinjskih izvora, ukljucujuci celulozu, skrob, proteine, agar, ugljovodonike i ¢ak
biogoriva (Zeigler and Perkins, 2009). Objavljen je veliki broj radova u kojima se
potvrduje izolacija sojeva roda Bacillus iz Sirokog spektra prirodnih okruzenja,
ukljucujuci biljke 1 zemljiSte (Kunst et al., 1997; Stankovi¢ et al., 2007), hidrotermalne
izvore (Takami et al., 2004), ekstremna okruZenja (Takami et al., 2000; Rey et al.,
2004), mora (Siefert et al., 2000), kao i plitke vodene oligotrofne sredine (Alcaraz et al.,
2008). Primarna staniSta su zemljiSte 1 njemu pridruZzene biljke (Bacillus
amyloliquefaciens), ali i reke i estuarske vode (Bacillus coahuilensis). Takode, dobro su
poznati 1 po sposobnosti kontrole biljnih oboljenja kroz razli¢ite mehanizme,
ukljucujuéi i produkciju sekundarnih metabolita (Chen et al., 2008). Fenomen
sporulacije se moze iskoristiti u industrijskoj proizvodnji, jer sporulacija moZe biti
indukovana pri kraju kultivisanja bakterija (Monteiro et al., 2005), a bakterijske
suspenzije se mogu pretvoriti u praSkastu formulaciju, jednostavnu za rukovanje bez
znacajnog bakterijskog mortaliteta u odnosu na nesporuliSu¢e bakterije (Lalloo et al.,
2010). Rok upotrebe ovakvih biopesticida, baziranih na sporuliSu¢im bakterijama,
generalno je duZi i oni zahtevaju daleko manje mere predostroZznosti pri skladiStenju u
odnosu na ostale proizvode koji sadrze Zive organizme. Ove bakterije su relativno
jednostavne za industrijsku proizvodnju posSto nemaju velike nutritivne zahteve. Pored
toga, odredeni sojevi poput B. subtilis poseduju nekoliko karakteristika koje im
omogucavaju i olakSavaju prezivljavanje u rizosferi, a jedna od mogucnosti je 1
fakultativni anaerobni rast u sredinama sa niskom koncentracijom kiseonika (Nakano
and Hulett, 1997). To zaista predstavlja prednost jer koncentracija kiseonika moZe
fluktuirati u zavisnosti od vremenskih uslova. JoS jedan od razloga velike
zainteresovanosti za rod Bacillus je raznolikost u njthovom nacinu delovanja. Oni mogu
da ispolje gotovo sve mehanizme biokontrole i biostimulacije/fertilizacije (Cawoy et al.,
2011). Veoma cesto jedan soj moZe delovati kroz nekoliko mehanizama biokontrole.
Ovo omogucava ovim bakterijama vecu efikasnost u raznim stanjima u odnosu na
razli¢ite patogene, biljne domacine i spoljasnje uslove, gde jedan mehanizam moze

delovati umesto drugog.



Uvod

Bakterijski  produkti predstavljaju ve¢inu biopesticida baziranih na
mikroorganizmima, ali se pored toga i fungalni produkti razvijaju kao veoma efikasni
biokontrolni agensi (Shoresh et al., 2010). Medu bakterijskim biokontrolnim agensima,
Bacillus thuringiensis (Bt) ¢ini preko 70% totalne trziSne potraznje (Cawoy et al.,
2011). Ova vrsta se esencijalno koristi u kontroli insekatskih StetoCina zbog proteina
koje proizvodi, Cry i Cyt, koji su znacajno toksi¢ni za insekte, ali ne i za ljude i Zivotnu
sredinu. Ove Kkarakteristike doprinose objasnjenju ranog koriS¢enja ovakvog
biopesticida, koji je prvi put primenjen 1938. godine (Sanahuja et al., 2011). Veliki deo
istrazivanja u vezi sa ovim biopesticidom je uraden sa fokusom otkrivanja novih Cry
toksina ili na kombinaciji toksina koji pokrivaju Siri opseg insekatskih StetoCina.
Raznovrsni produkti bazirani na Bt toksinu su koriS¢eni na mnogim usevima kao 1 u
pokuSajima ograni¢enja populacija komaraca u kontekstu spreCavanja razvoja malarije

(Sanahuja et al., 2011).

B. thuringiensis je svakako najznacajniji mikrobijalni pesticid koji je bio dugo u
centru svih dosadasnjih istraZivanja. Medutim, u poslednje vreme zbog povecanog
poljoprivrednog interesa ogroman broj istrazivanja je posvecen drugim vrstama iz roda
Bacillus u kontroli viSestrukih oboljenja razli¢itih biljaka domacina. To potvrduje i
ogroman broj komercijalizovanih biopesticida zahvaljujuci raznovrsnosti sojeva iz roda
Bacillus, a posebno vrste B. subtilis. Najve¢i broj do sada komercijalizovanih
biopesticida u svom sastavu sadrzi B. subtilis kao biokontrolni agens sa razliCitim
nac¢inima delovanja na biljne patogene: Avogreen® (Ocean Agriculture, JuZna Afrika),
Ballad® (AgraQuest Inc., SAD), Bio safe® (Lab. Biocontrole Farroupilha, Brazil),
Biosubtilin (Biotech International Ltd., Indija), Cease® (BioWorks Inc., SAD),
Companion® (Growth Products Ltd., SAD), Ecoshot (Kumiai Chemical Industry,
Japan), FZB 24®WG (ABITEP GmbH, Nemacka), HiStick N/T® / Subtilex® / Pro-
Mix® (Becker Underwood, SAD i Premier Horticulture Inc., Kanada), Kodiak®
(Gustafson Inc., SAD), Rhapsody® (AgraQuest Inc., SAD), Rhizo Plus® (ABiTEP
GmbH, Nemacka) i Serenade® (AgraQuest Inc., SAD) (Cawoy et al., 2011). Medutim,
pored velikog broja biopesticida baziranih na svojstima B. subtilis vrste u upotrebi su 1
biopesticidi koji ukljuCuju ostale vrste ovog roda poput: B. pumilus [Ballad® i Sonata®
(AgraQuest Inc., SAD), Yield Shield® (Bayer CropScience, SAD)], B.
amyloliquefaciens RhizoVital® 42 i RhizoVital® 42 TB (ABiTEP GmbH, Nemacka),
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B. licheniformis EcoGuard TM Biofingicide (Novozymes A/S, Danska i Novozymes
Biologicals, SAD) i B. velezensis Botrybel (Agricaldes, Spanija) (Cawoy et al., 2011).

1.1.2 MEHANIZMI DELOVANJA BIOKONTROLNIH AGENASA

KoriS¢enjem hranljivih sastojka koji se konstantno otpustaju sa korena i liS¢a
biljaka, korisni bakterijski sojevi efikasno naseljavaju korenov sistem i lisne povrSine,
kao 1 njihov zemljiSni sloj. Zauzvrat, bakterije Stite biljku od biljnih patogena kroz tri
glavna mehanizma: kompeticijom za ekoloSku niSu/supstrate, produkcijom inhibitornih
antagonistickih supstanci i indukcijom sistemske rezistentosti biljke domacina (Cawoy
et al., 2011). Treba napomenuti jos i da se nijedan od ovih mehanizama medusobno ne
iskljucuje, jer cesto jedan biokontrolni agens mozZe delovati preko nekoliko

mehanizama.
1.1.2.1 Kompeticija za niSu i nutrijente

Kompeticija za resurse poput nutrijenata i kiseonika se deSava uglavnom u
zemljiStu izmedu organizama koji u njemu zive. U biokontrolnom smislu, ovo se deSava
kada je antagonista u direktnoj kompeticiji sa patogenima za ove resurse.
Mikroorganizmi koji naseljavaju koren bore se za odgovarajua mesta na povrSinama
korena. Kompeticija za nutrijente, pogotovu za izvore ugljenika, je odgovorna za dobro
poznati fenomen fungistazisa, karakteristicnog za inhibiciju klijanja spora gljiva u
zemljiStu (Alabouvette et al., 2006). Imaju¢i u vidu relativno nizak nivo supstrata u
rizosferi, efikasnost unoSenja hranljivih materija 1 katabolizam bakterija su kljucni
faktori konkurentnosti (Cawoy et al., 2011). Kompeticija za mikroelemente, kao $to su
gvozde, bakar, cink, mangan i drugi, takode se javlja u zemljiStu. Na primer, gvoZde je
sustinski element za rast svih Zivih organizama, a nedostatak njegovog biodostupnog
oblika u zemljiStu dovodi do Zestoke konkurencije (Loper and Henkels, 1997).
Siderofore, jedinjenja niske molarne mase sa visokim afinitetom za gvozde, proizvode
se od strane nekih mikroorganizama (kao i kod velikog broja biokontrolnih bakterija) u
cilju rastvaranja i kompetitivnog usvajanja jona gvozda u ograni¢avaju¢im uslovima,
¢ime se onemogucava dostupnost gvozda drugim zemljiSnim mikroorganizmima koji ne
mogu da rastu u njegovom odsustvu (Haas and Défago, 2005). Takode, antagonizmom,

kao jednim od mehanizama, se moZe ostvariti kompeticija za niSe i hranljive sastojke sa
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ostalim hemoheterotrofima u fitosferi (Mc Spadden Gardener, 2004). Pokretan i
hemotaksican soj B. megaterium je pokazao da bolje kolonizuje koren i suprimira rast
Rhizoctonia solani u poredenju sa nepokretljivim mikroorganizmima (Zheng and
Sinclair, 2000). Kod pojedinih izolata B. subtilis, B. cereus 1 B. thuringiensis je
primeceno da mogu stimulisati simbiozu izmedu Bradyrhizobium japonicum i soje, kroz
takve sinergisticke interakcije koje nisu konstantno izraZene u spoljasnjoj sredini
(Bullied et al., 2002; Estevez de Jensen et al., 2002; Bai et al., 2003) i tako pospesiti
kompeticiju za hranljive sastojke. Pored toga, takva stimulacija Bacillus sojevima je
verovatno ograni¢ena genetiCkim varijacijama azotofiksatorskih simbionata i biljke
domacina (Camacho et al., 2001; Vessey and Buss, 2002). Kod fosfomineralizatornih
sojeva B. subtilis primeceno je joS 1 da sinergisti¢ki povecavaju nivo azota i akumulaciju

fosfata kada su koinokulisani zajedno sa Glomus intraradices (Toro et al., 1997).
1.1.2.2 Direktna inhibicija fitopatogena produkcijom antimikrobnih jedinjenja

Antagonizam bakterija iz roda Bacillus protiv mnogih StetoCina 1 patogenih
populacija ispoljava mnoge forme delovanja. Vecina predstavnika roda Bacillus, poput
B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B. cereus, B. licheniformis, B. megaterium, B.
mycoides 1 B. pumilus su poznati kao visoko efikasni proizvodaci ribozomalno i
neribozomalno sintetisanth bioaktivnih prirodnih produkata. Poslednjih godina
istraZzivanja su usmerena ka objasnjavanju molekulskih struktura neribozomalno
sintetisanih peptida izolovanih iz Bacillus vrsta u cilju otkrivanja mehanizama
ukljucenih u biosintezu, kao i deSifrovanju gena ukljucenih u njihovu regulaciju. Iako je
potvrden veliki broj bioaktivnih peptida iz roda Bacillus, danas znamo da, u principu,
konvencionalni programi izolacije prirodnih proizvoda znatno potcenjuju biosinteticku
sposobnost, u mnogim sluc¢ajevima sa vise od 80-90% (Nett et al., 2009). Na primer, B.
subtilis ima u proseku 4-5% svog genoma koji je posvecen sintezi antibiotika i ima
potencijal da proizvede viSe od dvadeset cCetiri strukurno razli¢ita antimikrobna
jedinjenja (Stein, 2005). Kod soja FZB42, koji je predloZen kao ugledni primer soja B.
amyloliquefaciens asociranog sa biljkama, kao i kod nekih drugih sojeva, jo§ veci deo
genoma (~ 8%) je ukljucen na neki nacin u sintezu ovih jedinjenja (Arguelles-Arias et
al., 2009; Chen et al., 2009a; Riickert et al., 2011). Za neke, od ¢itavog niza bioloski

aktivnih molekula sintetisanih od strane predstavnika roda Bacillus, potvrdena je
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inhibitorna aktivnost protiv biljnih patogena i ova antagonisticka aktivnost ili antibioza
je verovatno najpoznatiji i najvazniji mehanizam, koji se koristi za ograniCavanje

invazije patogena u tkiva biljaka domacina.

Peptidna jedinjenja predstavljaju najdominantniju klasu antibiotika u rodu
Bacillus, mogu biti razlicitih veli¢ina, izgradena kompletno od aminokiselina, dok neka
mogu posedovati i druge rezidue. Cesto se javljaju linearni ili cikli¢ni oligopeptidi i
aminoglikozidni antibiotici (Stein, 2005). Mala molekulska masa, hidrofobne i cikli¢ne
strukture, sa neobi¢nim konstituentima poput D-aminokiselina, su Cesto uobiCajene
karakteristike peptidnih antibiotika koje sintetiSu ove bakterije. Povrh toga, generalno su
rezistentni na hidrolizu peptidazama i proteazama Zivotinjskog i biljnog porekla (Cawoy
et al., 2011). Druga grupa peptidnih antibiotika, naj¢es¢e produkovana od strane B.
subtilis, jesu lantibiotici (Stein, 2005). Ova jedinjenja pokazuju jake antibakterijske
osobine protiv gram-pozitivnih bakterija, ali njihova uloga u biokontrolnoj aktivnosti
izolata Bacillus vezanoj za biljke, joS uvek nije razjaSnjena. Mnogo jednostavniji
molekuli, poput dipeptidnog bacilizina (L.-Ala je vezan za neproteinsku aminokiselinu
L-antikapsin) takode imaju baktericidni efekat i €ini se da su ukljuceni u kontrolu nekih

biljnih patogena (Chen et al., 2009b).

Veliku klasu peptidnih antibiotika vrsta roda Bacillus ¢ine cikli¢ni lipopeptidi
(cLP) koji mogu varirati po tipu i sekvenci aminokiselinskih ostataka, prirodi peptidne
ciklizacije, kao i1 po prirodi, duZini i nafinu grananja lanaca masnih kiselina (Ongena
and Jacques, 2008; Roongsawang et al., 2010; Hamdache et al., 2013). Kod mnogih
vrsta roda Bacillus potvrdeno je prisustvo tri glavne familije lipopeptida: surfaktina,
iturina 1 fengicina, koje obuhvataju strukturalne varijante u zavisnosti od geneticke
pozadine odredenih sojeva. Pored ove tri velike familije, takode je identifikovana i klasa
bioaktivnih kurstakinskih lipopeptida (Hathout et al., 2000). Svaka familija ovih cLP
jedinjenja pokazuje specifine antibiotske aktivnosti 1 stoga svaka od njih moZe biti
ukljucena u antagonizam razlicitih biljnih patogena. Na primer, iturin A produkovan od
strane B. subtilis RB14 soja ucestvuje u kontroli bolesti semena paradajza (bolest
semena) uzrokovane patogenom R. solani (Asaka and Shoda, 1996). Takode,
prekomerna ekspresija mikosubtilina kod soja B. subtilis ATCC 6633 je vodila do

znacajne redukcije infekcije klijanaca paradajza uzrokovane Pythium aphanidermatum
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(Leclere et al., 2005). Kao primer kontrole filosfernih bolesti, doprinos iturina i
fengicina je pokazan u antagonizmu B. subtilis soja nad Podosphaera fusca koja inficira
listove dinje (Romero et al., 2007). Ovo je narocCito pokazano ispoljavanjem jakog
inhibitornog efekta cLP na klijjanje konidija P. fusca, detekcijom cLP iz listova
tretiranih bakterijama i1 koriS¢enjem cLP-deficijentnih mutanata koji nisu pokazali
antagonisticki efekat. U cilju zastite od post-Zetvenih bolesti, B. subtilis GA1 soj koji
efikasno proizvodi cLP iz tri razliite familije lipopeptida, a narocito Sirok spektar
fengicina, je upotrebljen u kontroli rana na plodovima jabuka protiv bolesti sive plesni
uzrokovane Botrytis cinerea. Fengicini su se pokazali veoma efikasnim u kontroli
bolesti plodova voca, izazvanim post-Zetvenim patogenima in situ (Touré et al., 2004).
Za fengicin je takode zabeleZena antagonistiCka aktivnost protiv Fusarium
graminearum (Wang et al., 2007), dok je za iturin uocena inhibitorna aktivnost prema
izazivacu antraknoze Colletotrichum dematium (Hiradate et al., 2002), Penicillium
roqueforti (Chitarra et al., 2003), Aspergillus flavus (Moyne et al., 2001), R. solani (Yu
et al., 2002), prema gljivama koje boje drvo (Velmurugan et al., 2009) i prema
nematofagnim gljivama (Li et al., 2007). U nekim slucajevima, fungitoksi¢na aktivnost
je jasno povezana sa permeabilizacijom spora/konidija koja dovodi do inhibicije klijanja
ili alternativno do poremecaja celija hifa. Kao S§to je i otkriveno transmisionim
elektronskim mikroskopskim tehnikama, oba fenomena najverovatnije rezultiraju
oStecenjem membrane fungalne Celije cLP (Chitarra et al., 2003; Romero et al., 2007;
Etchegaray et al., 2008). Nekoliko studija je ¢ak pokazalo i insekticidnu aktivnost
pojednih cLP izolovanih iz B. subtilis. Surfaktini i iturini su opisani i u smislu njihove
antagonisticke aktivnosti protiv vo¢ne musSice Drosophila melanogaster (Assie et al.,
2001), kao 1 u slucaju ekstrakta bogatog cL.P koji je ispoljio efekat u inhibiciji razvoja

larvi komaraca Culex quinquefasciatus (Das and Mukherjee, 2006).

Silo-Suh et al. (1994) su pokazali da B. cereus UWS85 produkuje dva
fungistaticka antibiotika cvitermicin A i kanozamin, koji doprinose supresiji bolesti
lucerke u vlaznim uslovima, uzrokovane Phytophthora medicaginis. Cvitermicin A
takode moZe kontrolisati truljenje plodova krastavca (Smith et al., 1993) i spreciti razvoj
drugih biljnih bolesti (Silo-Suh et al., 1998). Bacilen, dificidin i makrolaktin su
poliketidi koji pokazuju Sirok spektar antibakterijskih aktivnosti koji mogu biti

ukljuceni u biokontrolnu aktivnost produkujucih sojeva, u sluc¢aju plamenjace, ozbiljnog
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oboljenja drvec¢a vocaka uzrokovanog Erwinia amylovora (Chen et al., 2009b). Fosforni
oligopeptid rizokticin soja B. subtilis takode pokazuje antifungalnu i antinematodnu

aktivnost, ali ne 1 baktericidna svojstva (Borisova et al., 2010).

Za razliku od antibioze koja ukljucuje jedinjenja male molekulske mase 1 ne
zahteva fizicki kontakt, predatorstvo/parazitizam je takode jedan od bitnih mehanizama
pojedinih biokontrolnih mikroorganizama. Mogucénost bakterija da parazitiraju i
razgraduju spore ili hife patogena kroz produkciju razliitih enzima koji razgraduju
¢elijski zid, je takode utvrdena (Whipps, 2001). Tako je pokazano da izolati vrste B.
ehimensis (Hoster et al., 2005) produkuju enzime koji degraduju hitin, dok B. subtilis
AF1 pokazuje fungitoksi¢nost kroz sekreciju N-acetil glikozaminidaze i glukanaze
(Manjula and Podile, 2005). Takode, za neke biokontrolne sojeve koji su specifi¢ni za
odredeni patogen, je pokazano da njihove interakcije dovode do ogranicavanja
aktivnosti patogena formiranjem biofilma 1 inaktivacijom 1 degradacijom faktora

patogenosti kao Sto su toksini (Bais et al., 2004).
1.1.2.3 Indukcija sistemske rezistentnosti biljke domacina

Izolacija nekih rizosfernih bakterija koje pospeSuju rast biljaka i efikasne su u
biokontroli, sa istovremenom nemoguc¢noS$¢u vrSenja antagonisticke aktivnosti prema
patogenima, baca novo svetlo na razliditost njihovih na¢ina delovanja. Cesto je
navodeno da takvi sojevi mogu aktivirati odbrambene sisteme biljke domacina. Ova
stimulacija biljnog imunskog sistema predstavlja jedan od najvaZznijih aspekata
novootkrivenih interakcija izmedu biljaka i mikroorganizama (Bakker et al., 2007).
Neki izolati su zaista u stanju da smanje incidencu bolesti kroz stimulaciju
odbrambenog odgovora biljke usled napada patogena, Sto dovodi do povecane

otpornosti biljke domacina (Conrath et al., 2006).

Ubedljiv dokaz za ulogu indukovane sistemske rezistencije (ISR) u smanjenju
bolesti datom bakterijom, testiranom na odredenom patogenom sistemu, moZe se dobiti
prostornim razdvajanjem patogena i agenasa izazivaCa sistemske rezistencije u cilju
iskljuCivanja svake direktne antagonisticke interakcije. ISR se moZe posmatrati kao
proces koji se odvija u tri koraka ukljucujuci: I) percepciju biljnih ¢elija na elicitore koje

proizvode agensi koji pobuduju ovaj fenomen, II) transdukciju signala koja je potrebna
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da se prosiri indukovano stanje sistemski kroz citavu biljku i1 III) ekspresiju
odbrambenih mehanizama sensu stricto koja ne ograniCava niti sprecava prodor
patogena u tkiva domacina (Van Loon, 2007). ISR domacina, lokalno 1 sistemski, je
pokazana za neke od izolata poput B. amyloliquefaciens, B. cereus, B. mycoides, B.
pumilus, B. sphaericus 1 B. subtilis (Kloepper et al., 2004; Mc Spadden Gardener, 2004;
Bent, 2006). Indukovana rezistencija na virusne, bakterijske, oomicetne, fungalne i
nematodne patogene, kao 1 neke insekatske StetoCine se moze stec¢i u razlicitom stepenu
u zavisnosti od raznolikosti bioti¢kih i abioti¢kih faktora. Na biljku domacina takode
mogu uticati jedinjenja sliéna hormonima biljaka, koja proizvode razni mikroorganizmi,
kao na primer B. subtilis (Priest, 1993). Ovakva jedinjenja (sli¢na auksinima,
giberelinima 1 citokininima) posreduju u procesima poput uvecanja Celijske mase, deobe
i ekstenzije simbiotskih i nesimbiotskih korena. Neke studije pokazuju da odredeni
sojevi Bacillus mogu efikasno uticati na poboljSavanje endo- i ektomikorize fungalnih
sojeva i korena biljaka, ali i da ovakve sinergije ne pospesuju uvek rast biljke (Medina
et al., 2003). Isparljiva jedinjenja, poput 2,3-butandiola, nekih sojeva B. subtilis i B.
amyloliquefaciens (Ryu et al., 2004), kao 1 lipopeptidna jedinjenja Bacillus su
identifikovana kao elicitorska u ISR i mogu da stimuliSu rast tkiva biljaka (Cawoy et al.,
2011). Potencijal Bacillus cLLP kao biljnih induktora rezistencije je dokazan testiranjem
preciS¢enih surfaktina i fengicina koji su obezbedili znacajan indukovani zaStitni efekat
slican onom izazvanom Zzivim celijama soja B. amyloliquefaciens S499. U
komplementarnom pristupu, eksperimenti sprovedeni na pasulju i paradajzu su pokazali
da je prekomerna ekspresija oba biosintetska gena za surfaktin i fengicin, prirodno
siromaS$nog proizvodac¢a B. subtilis 168, bila povezana sa znaajnim podsticanjem
rezistencije. Stavie, makroskopsko smanjenje bolesti indukovane prekomernom
produkcijom surfaktina je povezano sa odbrambeno-metabolickim promenama u

tkivima biljke domacina (Ongena et al, 2007).
1.2 PRODUKCIJA ANTIMIKROBNIH SUPSTANCI

Bacillus vrste predstavljaju vaZan izvor korisnih bioloskih jedinjenja, enzima,
antibiotika 1 insekticida. Zapravo, dve treCine dostupnih enzima (proteaze, amilaze,
endonukleaze, glukozo-dehidrogenaze i pululanaze) koji se koriste u industriji dobijeno

je fermentacijom iz Bacillus vrsta (Baruzzi et al., 2011). Do sada je okarakterisano i
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opisano preko 500 antimikrobnih jedinjenja medu biokonzervansima. Kod roda Bacillus
je opisano najmanje 45 razliCitih antimikrobnih molekula koji imaju ulogu u kontroli
mikroorganizama, patogena hrane i u kontroli biljnih bolesti (Urdaci and Pinchuk, 2004;
Stein, 2005). Pored klasicne uloge u antagonizmu, prema trenutnim istraZivanjima,
razli¢iti antibiotici poput neribozomalno sintetisanih lipopeptida pokazuju i znacajnu
ulogu u formiranju biofilma i razvoju rojenja, dok lantibiotici funkcioniSu kao feromoni
u fenomenu ‘“quorum sensing,, ili poput “killing,, faktora utiCu¢i na programiranu
¢elijsku smrt u sestrinskim ¢elijama. U svakom slucaju peptidni antibiotici predstavljaju
dominantnu klasu antimikrobnih jedinjenja sa svojim rigidnim, hidrofobnim i/ili
cikli¢nim strukturama i sa neobi¢nim konstituentima poput D-aminokiselina i generalno
su rezistentni na hidrolizu peptidazama 1 proteazama (Katz and Demain, 1977; Stein
2005). Osim toga, njihovi cisteinski ostaci se ili oksiduju do disulfida i/ili modifikuju
karakteristiénim intramolekulskim C-S (tioetarskim) vezama, ¢ime peptidni antibiotici
postaju neosetljivi na oksidaciju. U principu, dva razli¢ita puta biosinteze peptida
omogucavaju inkorporaciju takvih neobi¢nih (neproteinskih) sastojaka: ()
neribozomalna sinteza peptida velikim mega enzimima, neribozomalnim peptid
sintetazama (NRPS) i (II) ribozomalna sinteza linearnih prekursora peptida koji su
izloZeni post-translacionim modifikacijama i proteolitickoj obradi (Stein, 2005). Dakle,
zahvaljujuci njihovim biosintetskim putevima ovakvi metaboliti se mogu grupisati u
dve razli¢ite klase: ribozomalno sintetisane peptide, ukljuujuéi prave bakteriocine i
bakteriocinima-slicne peptide, za razliku od druge klase neribozomalno sintetisanih

lipopeptidnih i drugih molekula.

1.2.1 BAKTERIOCINI I BAKTERIOCINIMA-SLICNE INHIBITORNE
SUPSTANCE

Kapacitet za proizvodnju antimikrobnih peptida je Siroko rasprostranjen medu
gram-pozitivnim bakterijama. Aktivnost ovih supstanci je usmerena protiv
konkurentskih mikroorganizama, $to doprinosi selektivnoj prednosti samih proizvodaca.
Bakterijski antimikrobni peptidi proizvedeni ribozomalnom sintezom se obi¢no nazivaju
bakteriocinima i predstavljaju veoma heterogenu grupu koju proizvode bakterije rodova
Lactobacillus 1 Bacillus (Riley and Wertz, 2002a, b). Oni ispoljavaju visok stepen ciljne

specifi¢nosti protiv srodnih bakterija, iako mnogi od njih imaju Sirok spektar aktivnosti.
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Mnogi bakteriocini koje proizvode gram-pozitivne bakterije inhibiraju i vrste koje nisu
iz iste ekoloSke niSe (Jack et al., 1995). Prvi opisan bakteriocin je bio kolicin proizveden
od strane Escherichia coli (Cascales et al., 2007). Kasnije, kada je otkriveno da
antimikrobne supstance tipa kolicina mogu da proizvode 1 nekoliformne bakterije, kao 1

gram-pozitivne bakterije, definisan je opstiji termin ,,bakteriocini* (Jacob et al., 1953).

Sojevi roda Bacillus proizvode raznovrsan spektar antimikrobnih peptida, sa
nekoliko razli¢itih osnovnih hemijskih struktura (Gebhardt et al., 2002; Stein, 2005).
Trenutno su najizucavaniji bakteriocini koje proizvode bakterije mlecne kiseline
(BMK), zbog njihovog potencijala kao biokonzervanasa u prehrambenoj industriji, sa
obzirom na ,,opSte priznat kao siguran® (Generaly Regarded As Safe - GRAS) status
mnogih sojeva (O'Sullivan, 2002), ukljucujuc¢i i proizvode industrijski vaznih Bacillus
vrsta koje se ve¢ bezbedno upotrebljavaju u hrani i industriji (Pedersen et al., 2002).
Mnoge druge antimikrobne supstance koje nisu dobro okarakterisane do sada su poznate
kao bakteriocinima-sli¢ne inhibitorne supstance (BLIS). Ovaj termin se Cesto koristi
kada nije potvrdena peptidna priroda antimikrobnih jedinjenja (Abriouel et al., 2011).
Bakteriocini 1 BLIS koje proizvode vrste roda Bacillus sensu lato se mogu smatrati kao

druge po vaznosti, posle bakteriocina koje proizvode BMK.
1.2.1.1 Klasifikacija bakteriocina roda Bacillus

Glavna klasifikaciona Sema antimikrobnih ribozomalno sintetisanih peptida je
trenutno dostupna za bakteriocine BMK. Klasifikaciju bakteriocina BMK je ustanovio
Klaenhammer (1993), a kasnije su izvrSene razne adaptacije i reklasifikacije u raznim
studijama (van Belkum and Stiles, 2000; Cotter et al., 2005; Heng and Tagg, 2006; Nes
et al., 2007; Abriouel et al., 2011). Pojedini bakteriocini roda Bacillus pripadaju grupi
lantibiotika (Willey and van der Donk, 2007; Asaduzzaman and Sonomoto, 2009;
Bierbaum and Sahl, 2009). Sa povecanjem broja lantibiotika opisanih kod razli€itih
bakterijskih grupa, iz dana u dan je sve teze uspostaviti univerzalnu klasifikacionu
Semu, poput nekoliko ve¢ predlozenih (Heng and Tagg, 2006; Nes et al., 2007). Iz tog
razloga je potrebno da sistem klasifikacije bakteriocina roda Bacillus bude razli¢it od
klasifikacije bakteriocina BMK, iako pojedina jedinjenja i kod jednih i drugih poseduju
veoma sli¢ne karakteristike. Pojednostavljena klasifikaciona Sema predloZena od strane

Abriouel et al. (2011), prikazana je u Tabeli 1.
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Tabela 1. PredloZzena klasifikacija bakteriocina Bacillus vrsta i komparacija sa

bakteriocinima BMK (Preuzeto iz Abriouel et al., 2011).

Bakteriocini Bacillus vrsta

Predlozena Klasifikaciia Primeri Bakteriocini BMK (Nes et al,, 2007)
Klasa I Post-translatorno modifikovani peptidi Klasal  Lantibiotici
Podklasa I-1  Pojedina¢ni peptidi, izduZeni lantibiotici Subtilin, ericin S, ericin A
Podklasa I-2  Ostali pojedina¢ni peptidi lantibiotika ~ Sublancin 168, mersacidin, penibacilin
Podklasa I-3  Dvopeptidni lantibiotici Haloduracin, lihenicidin
Podklasa I-4  Ostali post-tranlstorno modifikovani Subtilozin A
Klasa II Nemodifikovani peptidi KlasaIl ~ Mali linearni peptidi
Podklasa II-1 Pediocinu-sli¢ni peptidi Koagulin, SRCAM 37, SRCAM 602, SRCAM 1580 Klasa ITa

Podklasa II-2  Turicinu-sliéni peptidi
Ostali linearni peptidi
Veliki proteini

Podklasa II-3
Klasa 111

Turincin H, turicin S, turicin 17, bakturicin F4, cerein MRX1
Cerein 7A, cerein 7B, lihenin, turicin 439
Megacin A-216, megacin A-19213

Klasa IIl  Veliki termo-labilni bakteriocini

Klasa I ukljucuje antimikrobne peptide koji podleZu na razliite naCine post-

translatornim modifikacijama. Ova klasa je izuzetno raznovrsna i zahvaljuju¢i analizi

konzerviranih kratkih aminokiselinskih motiva uoCenih u okviru klase I bakteriocina

vrsta roda Bacillus, izvrSena je podela na Cetiri podklase (Slika 1).
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Cerein 76

* Sublancin 168
Subtilosin A
Haloduracin A2

' Lichenicidin A2
Mersacidin

* Halloduracin A1

* Liehenicidin A1

* Subtilin
Ericin &

* Ericin A

* Coagulin

' SCRAM 1580

* SRCAM 602

* SRCAM 37
Megacin A-216 (N-term)
Lichenin

* Thuricin §
Bacthuricin F4

© Thuricin 17

* Cerein MRX1

* Thurincin H

Dendogram odnosa bakteriocina iz roda Bacillus prema homologiji primarne

aminokiselinske sekvence. Osenceni karakteri ukazuju na identi¢ne aminokiseline u

primarnoj strukturi bakteriocina. (Preuzeto iz Abriouel et al., 2011).

Klasa II bakteriocina ukljucuje male (0.77 - 10 kDa) ribozomalno sintetisane,

nemodifikovane i linearne peptide, koji su termo- i pH stabilni molekuli. Ova klasa se

moze podeliti na tri podklase.

Klasa III ukljucuje velike proteine (> 30 kDa) sa fosfolipaznom aktivnoscu.
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Mnogi drugi antimikrobni polipeptidi intermedijarne mase (10-30 kDa), kao i
ostali veliki antimikrobni proteini produkovani od strane roda Bacillus nisu obuhvaceni
ovakvom klasifikacijom zbog nedostataka podataka o samom proteinu ili genskim
sekvencama i mogu se za sada svrstati u klasu bakteriocinima-sli¢nim inhibitornim

supstancama.

1.2.2 RAZNOVRSNOST NERIBOZOMALNO SINTETISANIH
BIOAKTIVNIH PEPTIDA

Neribozomalno sintetisani peptidi su klasa peptida sa razli¢itim funkcijama,
poput citostaticke, imunosupresivne, antifungalne, antibakterijske i1 antikancerogene.
Ovi sekundarni metaboliti se razlikuju od ribozomalno sintetisanih peptida na nekoliko
nacina. Njihova duzina je oko 20 gradivnih blokova i uglavnom imaju cirkularnu ili
razgranato-cirkularnu strukturu. Takode, velika raznolikost hemijskih grupa je
zastupljena u ovim jedinjenjima poput: D-aminokiselina, B-aminokiselina, masnih
kiselina, metilovanih, oksidovanih, halogenizovanih i glikozilovanih gradivnih blokova.
Za ovakve funkcionalne i strukturne karakteristike je poznato da su veoma vaZne za
bioaktivnost (Schoenafinger and Marahiel, 2009). Produkcija efektivnih lipopeptidnih
biosurfaktanata je prvi put pokazana kod B. subtilis [AM1213 (Arima et al., 1968). Od
tada, razli¢iti tipovi ovih jedinjenja su pronadeni i izolovani iz drugih vrsta roda
Bacillus sa znaCajnim diverzitetom u duZini 1 prirodi lipidnih ostataka, razliitim
brojem, tipom i konfiguracijama aminokiselinskih ostataka, kao i1 sa razli¢itim
antimikrobnim efektima (Stein, 2005; Ongena and Jacques, 2008; Hamdache et al.,
2013). Stukturni diverzitet i rastuci broj otkrivenih neribozomalnih peptida poslednjih
godina, doveli su do nejasne klasifikacione Seme ove klase peptida roda Bacillus. Sa
glediSta molekularne strukture i osnova peptida/aminokiselinskih sekvenci, Hamdache
et al. (2013) su predlozili klasifikaciju na dve velike grupe, cikli¢ne i linearne peptide u
okviru kojih je izvrSena dalja podela prema broju aminokiselinskih ostataka koje ih
grade (Slika 2). Svakako najreprezentativniji 1 kod vecine autora opisani, u kontekstu
biokontrolnih agenasa u borbi protiv biljnih patogena, su lipopeptidi iz familija
fengicina, iturina i surfaktina (Maget-Dana and Peypoux, 1994; Stein, 2005; Romero et
al., 2007; Ongena and Jacques, 2008; Raaijmakers et al., 2010; Roongsawang et al.,
2010; Romano et al., 2011; Stankovi¢ et al., 2012). Sve ove lipopeptide sa znacajnim

15



Uvod

biokontrolnim aktivnostima, karakteriSe lipofilni lanac masne kiseline i hidrofilni
peptidni prsten (Touré et al., 2004). Oni su amfifilni cikli¢ni peptidi sastavljeni od 7 a-
aminokiselina (surfaktini 1 iturini) ili 10 a-aminokiselina (fengicini) povezani jednom
jedinstvenom B-amino masnom kiselinom (iturini) ili B-hidroksi masnom kiselinom
(surfaktini i fengicini). DuZina lanaca masnih kiselina varira od C;3 do Cjs u slucaju

surfaktina i od Cy4 do Cy7 u slucaju iturina.

Fengicinska familija je familija ciklicnih lipodekapeptida koji sadrze B-hidroksi
masnu kiselinu sa duZinom bo¢nog lanca izmedu 14-19 atoma ugljenika, koja moZe biti
u linearnoj, izo- 1 anteizo- formi 1 moZe biti zasi¢ena ili nezasi¢ena (Raaijmakers et al.,

2010).

Fengicini A;, A, Bj, By, C;, C; i S su opisani i okarakterisani do sada.
Fengicini imaju strukturu makrolaktonskog prstena, koji nastaje pomocu fengicin
ciklaze koja koristi Tyr mesto na bo¢nom lancu na poziciji 3 u peptidnoj sekvenci za
formiranje estarske veze sa C-terminalnim ostacima, ¢ime se formira unutrasnji prsten.
Cetiri D-aminokiseline i ornitin su pronadeni u sastavu peptidnog dela fengicina

(Nishikiori et al., 1986a).

Poslednjih godina okarakterisani su i novi fengicini oznaceni kao C; i C, (prema
Cochrane and Vederas, 2014) izolovani iz B. subtilis sojeva sa razliitim brojem
ugljenikovih atoma u lipidnom repu (Pathak et al., 2012; Villegas-Escobar et al., 2013),
kao 1 fengicin S izolovan iz B. amyloliquefaciens LSCO04 koji u svom aminokiselinskom
delu poseduje D-Ser Sto nije slucaj kod ostalih tipova fengicina i sadrzi C;; atoma u
lipidnom repu (Sang-Cheol et al., 2010). Fengicin je lipopeptidni biosurfaktant (Vater et
al., 2002) koga produkuje nekoliko Bacillus vrsta. On moZe funkcionisati kao
biokontrolni agens 1 ostvaruje fungicidnu, baktericidnu 1 insekticidnu aktivnost
(Vanittanakom et al., 1986). Poznato je da ima antifungalnu aktivnost protiv
fitopatogenih gljiva, naroCito protiv filamentoznih, kao i da poseduje hemolitiCku
aktivnost. Kao 1 vecina prirodnih antimikrobnih peptida, fengicin najverovatnije deluje
povecavanjem permeabilnosti Celijske membrane (Deleu et al., 2008). Inhibicija rasta
micelija je antagonizovana pomocu sterola, fosfolipida i oleinske kiseline, a nezasi¢ene

masne kiseline dodatno povecavaju antifungalni efekat (Vater et al., 2002).
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Cikli¢ni neribozomalno sintetisani peptidi Bacillus spp.
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Slika 2. Klasifikacija neribozomalno sintetisanih peptidnih jedinjenja roda Bacillus prema Hamdache et al. (2013) i Cochrane and Vederas (2014).
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Plipastatini izolovani iz B. subtilis (Tsuge et al., 1996, 1999) i B. cereus
(Nishikiori et al., 1986a) su veoma sli¢ni fengicinima i spadaju u fengicinsku familiju.
Razlikuju se jedino u stereohemiji ostataka Tyr na poziciji 9 bocnog lanca (L u D
diastereoizomere) (Volpon et al., 2000). Antimikrobni spektar plipastatina je joS uvek
nerazjas$njen, ali pokazano je da mogu inhibirati fosfolipazu A, (Umezawa et al., 1986),
enzim koji je ukljuen u mnoge fizioloski vazne Celijske procese poput inflamacije,
akutne hipersenzitivnosti 1 agregacije krvnih trombocita (Hirata and Axelrod, 1980).
Kao i u slu€aju ostalih lipopeptida produkovanih kod B. subtilis, plipastatini su
biosintetisani kao meSavina izoformi, okarakterisanih varijacijama u strukturi
hidrofobnog repa i u aminokiselinskom sastavu (Nishikiori et al., 1986b). Hidrofobni
rep je 3(R)-hidroksi heksadekanoi¢na kiselina (plipastatini A; 1 By) ili 14(S)-metil-3(R)-
hidroksi heksadekanoi¢na kiselina (plipastatini A, 1 B;), a aminokiselinski sastav je
razli¢it na poziciji 6, tj., D-Ala (plipastatini A; i Ay) je supstituisana D-Val (plipastatini
B 1 B,) (Volpon et al., 2000).

Maltacini se sastoje od familije peptidnih laktonskih antibiotika srodnih
fengicinima, produkovanih od strane B. subtilis, od kojih je do sada okarakterisano 13
jedinjenja: Bla, Blb, B2a, B2b (Hagelin, 2005a), Cla, Clb, C2a, C2b (Hagelin,
2005b), D1a, D1b, Dlc (Hagelin, 2005¢c), Ela i E1b (Hagelin, 2005d). Pozicija 4 kod
svih ¢lanova u predlozenoj ciklo-4,12 peptid-laktonskoj konfiguraciji je zauzeta
hidroksiaminokiselinom kao delom laktonskog prstena (Hagelin et al., 2007). Maltacini
pokazuju aktivnost protiv gram-pozitivnih bakterija poput S. aureus, nekih gram-
negativnih bakterija i oportunistickih gljiva C. albicans, Tricophyton mentagrophytes i

A. fumigatus (Hagelin, 2005d).

Iturinska familija je od veoma vaznog biotehnoloskog i farmaceutskog interesa.
Brojna farmakoloska svojstva su zabelezena za razlicite iturine, ukljucuju¢i veoma
potentne antifungalne, antibiotske 1 antitumorske aktivnosti (Trischman et al., 1994).
To su polarni cikli¢ni heptapeptidi izolovani iz razliCitih Bacillus spp. sojeva. Ova
jedinjenja sadrZe jednu B-amino masnu kiselinu i sedam a-amino kiselina sa D-Tyr kao
drugom aminokiselinom i dve dodatne D-aminokiseline na pozicijama 3 i 6 (Chen et al.,
2009a). Iturinska grupa sadrzi iturine A, C, D 1 E, bacilomicine D, F 1 L, bacilopeptin i

mikosubtilin (Moyne et al., 2004), kao i1 neke novije okarakterisane lipopeptide ove
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klase poput miksirina (Zhang et al., 2004), subtulena A (Thasana et al., 2010) i
mohavenzina A (Ma et al., 2012).

Iturin A je cikli¢ni lipopeptid neribozomalno sintetisan od strane nekoliko
Bacillus sojeva sa alifaticnim lancem B-amino masne kiseline sa 14 ili 15 ugljenikovih
atoma 1 u prirodi se produkuje kao meSavina do osam izomera oznacenih kao A;-Ag
(Peypoux et al., 1978a). Iturin A je efektivan protiv gljiva i kvasaca, prolazi kroz
¢elijski zid i naruSava celijsku membranu formiraju¢i male vezikule i agregacije
pomocu intramembranskih partikula (Thimon et al., 1995), a pokazuje 1 antibakterijski
efekat na Micrococcus luteus (Maget-Dana and Peypoux, 1994). Skorije je pokazano da
je iturin A zasluZan za biokontrolnu aktivnost soja B. amyloliquefaciens PPCB004
protiv post-zZetvenih patogenih gljiva (Arebola et al., 2010). Pokazano je da iturin A
uzrokuje promene u propustljivosti membrane dovode¢i do propustanja jona K' iz

intracelularnog medijuma (Harnois et al., 1989).

Iturin C se normalno nalazi zajedno sa iturinom A, a razlikuje se od njega po
prisustvu ostatka L-Asp vezanog za karboksilnu grupu B-aminokiseline, za razliku od

ostatka L.-Asn kod iturina A (Peypoux et al., 1978b).

Iturini D i E izolovani iz soja B. subtilis, koji produkuje iturin A, razlikuju se od
njega prisustvom slobodne karboksilne grupe u sluc¢aju iturina D i karboksimetil grupe

kod iturina E (Besson and Michel, 1987).

Bacilomicin D je smeSa dva homologa lipopeptida: lipidni deo se sastoji od 3-
amino-12-metiltridekanoi¢ne ili 3-amino-12-metiltetradekanoicne kiseline; peptidni deo
sadrzZi po jednu od svake od sledece navedenih 7 aminokiselina: D-Asn, L-Asp, L-Glu,
L-Pro, D-Ser, L-Thr i D-Tyr (Peypoux et al., 1981). Bacilomicin D, izolovan iz
endofitskog Bacillus vallismortis 77185, pokazuje jaku antifungalnu aktivnost protiv
nekoliko fitopatogenih gljiva ukljuCujuéi F. graminearum, Alternaria alternata,

Phytophthora capsici 1 R. solani (Zhao et al., 2010).

Bacilomicin F je cikli¢ni lipopeptid izolovan iz B. subtilis. Ovaj antibiotik je
srodan iturinu A i poseduje iste peptidne sekvence osim prisustva L-Thr umesto L-Ser
ostatka, pomocu koga je vezan za -aminokiselinu (Peypoux et al., 1985). Lipidni deo je

sastavljen od meSavine Ci¢ i C;7 B-aminokiselina.
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Bacilomicin L je kao potentni antifungalni agens (Volpon et al., 1999), izolovan
takode iz soja B. subtilis. Peptidni deo sainjavaju D-Asp, L-Asp, L-GlIn, L-Ser, D-Ser,
L-Thr i D-Tyr, dok je lipidni deo meSavina kiselina 3-amino-12-metiltridekanoicne
(46%), 3-amino-12-metiltetradekanoi¢ne (38%), 3-amino-12-metilpentadekanoi¢ne

(11%), kao i dva manja homologa (Besson et al., 1977).

Bacilomicin Lc je novookarakterisani antifungalni antibiotik iz klase iturina,
kao skup od pet srodnih jedinjenja. Razlikuje se po strukturi od bacilomicina L u
promenama sekvence i to Asp-1 u Asn-1 1 GIn-5 u Glu-5. Pet srodnih jedinjenja se

razlikuju medusobno jedino po strukturi alifaticnog bo¢nog lanca (Eshita et al., 1995).

Bacilopeptini A, B i C su identifikovani kao iturinu sli¢ni antifungalni
antibiotici izolovani iz B. subtilis FR-2 (Kajimura et al., 1995). Njihove strukture su
analogne bacilomicinu L, sadrze dugi lanac f-aminokiseline i L-Asn i L-Glu umesto L-

Asp 1 L-GlIn ostataka koji se nalaze u bacilomicinu L.

Mikosubtilin izolovan iz B. subtilis je ciklicno jedinjenje sli¢ne grade kao i
ostali pripadnici iturinske grupe (Peypoux et al., 1986). Mikosubtilini B i C razlikuju
se po prisustvu karboksilne 1 karboksimetil grupe, respektivno u odnosu na

karboksiamidnu grupu prvoizolovanog mikosubtilina (Besson and Michel, 1989).

Miksirini A, B i C izolovani iz marinskih sojeva Bacillus sp. blizu Arktickog
pola, pokazuju antikancerogena svojstva, inhibiraju¢i rast humanih celija kancera
debelog creva sa vrednostima ICsp od 0,68, 1,6 1 1,3 pg/ml, respektivno (Zhang et al.,
2004). Subtulen A izolovan iz B. subtilis SSE4 soja pokazuje i antifungalnu i
antibakterijsku aktivnost (Thasana et al., 2010). Mohavenzin A, najnoviji pripadnik
iturinske familije koji je izolovan iz marinskog soja Bacillus mojavensis BO621A,
pokazuje antifungalnu aktivnost protiv Sirokog spektra fitopatogenih gljiva i slabiju

aktivnost protiv bakterije S. aureus, a citotoksi¢an je za humane leukemijske celijske

linije (Ma et al., 2012).

Surfaktinska familija sastoji se od mo¢nih amfifilnih membransko-aktivnih
biosurfaktantskih lipoheptapeptida sa strukturom slicnom iturinima, ali bez znacajnog

pojedinacnog fungitoksi¢nog efekta kako je ranije smatrano, pri ¢emu je pokazano da
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poseduju sinergistiki efekat sa iturinom A u antifungalnom delovanju (Maget-Dana et

al., 1992).

Surfaktin produkovan od Bacillus vrsta poput B. subtilis (Rahman et al., 2006),
B. amyloliquefaciens (Sun et al., 2006), B. licheniformis (Tendulkar et al., 2007) 1
Bacillus natto (Kameda et al., 1974) je heptapeptid sa hiralnom sekvencom LLDLLDL
povezan P-hidroksi masnom kiselinom sastavljenom od 13-15 ugljenikovih atoma i
formira cikli¢nu laktonsku strukturu (Chen et al., 2009a). Surfaktin izolovan iz B.
licheniformis BC98 pokazuje znaCajnu antifungalnu aktivnost protiv razlicitih
fitopatogenih gljiva ukljucuju¢i Magnoporthe grisea, izazivaca pirinane truleZi
(Tendulkar et al., 2007). Pojedini surfaktini takode ispoljavaju antimikrobnu (Vater,
1986), antitumorsku (Kameda et al., 1974), hemoliticku (Kikuchi and Hasumi, 2002),
antikoagulantnu 1 fibrinoliticku (Kim et al., 2006) aktivnost. Kao jedan od najjacih
biosurfaktanata (Nikolas, 2003) surfaktin ima brojne aplikacije u Zivotnoj sredini i
biotehnologiji (Solaiman, 2005). Ucestvuje u remedijaciji zemljiSta kontaminiranog
teSkim metalima (Mulligan, 2005) i u biokontroli fitopatogena (Bais et al., 2004) i
insekata (Assie et al., 2001). Veruje se da je bioloSka uloga surfaktina da podrzi
kolonizaciju povrSina i snabdevanje hranljivim materijama kroz povrSinsko vlaZenje,
kao 1 u deterdZentskim svojstvima. Pri visokim koncentracijama surfaktini reaguju kao
klasi¢ni deterdzenti, a u slu¢aju manje koncentracije funkcioniSu u smislu formiranja
jono-zavisnih pora u celijskoj membrani (Heerklotz and Seelig, 2007). Surfaktin
sintetisan od strane B. amyloliquefaciens FZB42 omogucava formiranje biofilma i na taj
nac¢in oprema bakteriju moc¢nim antagonistickim prednostima tokom kolonizacije

povrsina korena i listova biljaka (Chen et al., 2009a).

Lihenizini su lipopeptidni biosurfaktanti koje produkuju razli¢iti sojevi B.
licheniformis (Jenny et al., 1993). Lihenizine produkuju i druge Bacillus vrste poput B.
megaterium 1zolovanog iz zemljiSta (Pueyo et al., 2009). Osnovna struktura im je sli¢na
surfaktinima, a glavna razlika je u ostatku na poziciji 1 (Gln) ili 5 (Asn) kod lihenizina
za razliku od kiselinskog ostatka kod surfaktina (Grangemard et al., 1999). Osam tipova
lihenizina je identifikovano do sada i to: lihenizin A, B, C, D, G, (Val7) lihenizin G,
(Ile4) lihenizin G 1 (Ile2,4) lihenizin G (Yakimov et al., 1995; Konz et al., 1999).

Razlike u lihenizinskim tipovima su posledica tipa 1 sekvenci aminokiselina u
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laktonskom prstenu (Li et al., 2008). Pokazano je da je antibiotska aktivnost lihenizina
slabija od surfaktina (Yakimov et al., 1995), ali su daleko potentniji surfaktanti od
surfaktina, naglasavaju¢i dominantnu ulogu karboksilne grupe u procesu agregacije

(Grangemard et al., 1999).

Halobacilin je acilpeptid slican surfaktinu koga produkuju Bacillus vrste
izolovane iz dubinskog sedimenta mora. Pokazuje umerenu citotoksi¢nost na
kancerogenim humanim ¢elijama, ali za razliku od iturina, ne pokazuje antibiotsku ni
antifungalnu aktivnost (Trischman et al., 1994). Kompleks metabolita koji se sastoji od
dva izomerna cikli¢na acilpeptida, identifikovanih kao izomeri halobacilina, je izolovan
iz kulture Bacillus sp. A1238. Kompleks je nazvan izohalobacilin i odgovoran je za

inhibiciju Acil-CoA: holesterol acil-transferazne aktivnosti (Hasumi et al., 1995).

Bamilocin A je novi lipopeptid srodan surfaktinu iz B. amyloliquefaciens LP0O3
koji pokazuje antagonistiCku i emulgatorsku aktivnost. Izgraden je od sedam

aminokiselina i B-hidroksi-C13 masne kiseline (Lee et al., 2007).

Pumilacidini A, B, C, D, E, F i G izolovani iz soja B. pumilis, su cikli¢ni
acilheptapeptidi srodni surfaktinu, izgradeni od B-hidroksi masne kiseline, dva L-Leu,
dva D-Leu, L-Glu, L-Asp i1 L-Ile (Pumilacidini A, C i E) ili L-Val (Pumilacidini B, D, F
i G). Jaka aktivnost protiv gljiva R. solani, P. aphanidermatum i Sclerotium rolfsii je
pokazana za pumilacidine izolovane iz endofitskog soja B. pumilus MAIIIM4 iz
manioke u Brazilu (Melo et al., 2009), kao 1 aktivnost u inaktivaciji oksidativne

fosforilacije u mitohondrijama usled destrukcije ¢elijske membrane (From et al., 2007).

Nekoliko novih cikli¢nih nekatjonskih lipopeptida je okarakterisano u skorije
vreme, poput marihizina A (Liu et al., 2010), maribasina A i B, izolovanih iz Bacillus
marinus B-9987 (Zhang et al., 2010) i kurstakina A (Hathout et al., 2000; Béchet al.,
2012), ali se joS uvek ne mogu jasno klasifikovati. Poslednjih godina je uocena 1
produkcija novih lipopeptidnih jedinjenja izolovanih iz soja B. thuringiensis koji je do

skoro preokupirao paznju zbog svojih izraZenih insekticidnih karakteristika.

Kurstakini predstavljaju novu familiju lipopeptida produkovanih iz B.
thuringiensis subsp. kurstaki, sastavljenu od nekoliko lineranih lipoheptapeptidnih

jedinjenja sa istom aminokiselinskom sekvencom: Thr-Gly-Ala-Ser-His-GIn-Gln
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(Hathout et al., 2000). U svom sastavu ukljuc¢uju His ostatak koji je veoma redak u do
sada okarakterisanim bakterijskim lipopeptidima. Prvi izolovani homolog kurstakina
nije u svom sastavu sadrzao B-hidroksi masnu kiselinu, te su ova jedinjenja svrstana u
linearne molekule, ali je pokazano da se mogu nac¢i i u formi parcijalno ciklicnih
jedinjenja (Hathout et al., 2000), kao i u cikli¢nim formacijama (Béchet al., 2012) Sto ih
svrstava i u klasu ostalih cikli¢nih nekatjonskih lipopeptida (Cochrane and Vederas,
2014). Razliciti lanci masnih kiselina (izoC11, nC12, 1zoC12 1 izoC13) su vezani preko
amidne veze za N-terminalnu aminokiselinu. Svaki lipopeptid ima laktonsku vezu
izmedu karboksi-terminalne aminokiseline i hidroksline grupe Ser ostatka bo¢nog lanca.
L i D izoforme aminokiselina nisu jo§ uvek okarakterisane. Skorasnja identifikacija
gena ukljucenih u biozintezu ovih ili sli¢nih jedinjenja ukazuje da bi aminokiseline na
poziciji 1 1 6 mogle biti u D-formi (Bumpus et al., 2009; Abderrahmani et al., 2011).
Uoceno je da ova jedinjenja pokazuju antifungalnu aktivnost protiv Stachybotrys
charatum i uglavnom se adsorbuju na povrSinu spora (Hathout et al., 2000). Nekoliko
produkujuc¢ih sojeva kurstakina pokazuje inhibitorni efekat na Pseudomonas
aeruginosa, M. luteus 1 brojne gljive, medutim bez detaljnih testova precis¢enih

jedinjenja, ne moze se zasigurno reci da li je to samo zasluga kurstakina A.
1.2.3 BIOSINTEZA LIPOPEPTIDA

Gevers et al. su 1968. godine prvi put demonstrirali, koriS¢enjem celijskog
ekstrakta producentskog soja, da se moze biosintetisati peptidni antibiotik (gramicidin)
u prisustvu RNaza ili inhibitora ribozomalne masinerije. Bio je to klju¢ni eksperiment
koji je pokazao da postoje drugi biosintetski putevi za sintezu peptida, koji ne ukljucuju
ribozomsku maSineriju. Od tada je uradeno mnogo radova na opisivanju detalja
neribozomalne peptidne sinteze (Finking and Marahiel, 2004), koja je odgovorna za
sintezu viSe od hiljadu aktivnih biomolekula koji se mogu klasifikovati u oko 200

familija.

Neribozomalna peptidna sinteza ukljuuje velike multidomenske enzime
nazvane neribozomalne peptidne sintetaze (NRPS) koje su organizovane u module
(Sieber and Marahiel, 2005). Svaki modul je odgovoran za ugradivanje jednog
gradivnog bloka u okviru rastu¢eg polipeptidnog lanca i moze biti podeljen na definisan

odeljak proteina nazvan domenom koji je ukljuen u specifiénu enzimsku aktivnost.
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Cetiri glavna kataliticka domena je prisutno u ve¢ini NRPS: adenilatni (A), tiolatni (T),
kondenzacioni (C) i tioesterazni (TE) domen. Adenilatni domen selektuje odgovarajucu
aminokiselinu i aktivira je kao amino-acil adenilat. Aktivirana aminokiselina se onda
prebacuje na T-domen, takode nazvan i "Peptidyl-Carrier-Protein", odnosno PCP-
domen, koji predstavlja transportnu jedinicu. U ovom domenu aktivirani
aminokiselinski ostatak je kovalentno vezan za 4'-fosfopanteteinski (4'-PP) kofaktor kao
tioestar. Ovaj kofaktor se post-translaciono prebacuje na Ser ostatak PCP domena. Ova
reakcija se katalizuje posredstvom enzima fosfopanteteinil transferaze (kodiranom kod
B. subtilis sfp genom), koja je esencijalna u transformisanju apoforme NRPS u
haloformu (Mofid et al., 2004). 4'-PP kofaktor deluje kao fleksibilna ruka u formiranju
veze amino-acil i peptidil supstrata u transportu izmedu razli¢itih katalitickih centara. C-
domen katalizuje formiranje peptidne veze izmedu amino-acil supstrata vezanog preko
PCP susednih modula. Terminacija sinteze je katalizovana terminalnim enzimom
poslednjeg modula. U vecini slucajeva lipopeptidne sinteze, ova reakcija je posredovana
tioesteraznim domenom. On omogucéava oslobadanje peptida i Cesto je ukljuen u
formiranje makrocikli¢nih produkata (laktona i laktama) ili u oligomerizaciju peptidnih

jedinica (Kopp and Marahiel, 2007).

Cesto dodatni enzimi mogu biti uklju¢eni u biosintezu peptida kako bi
modifikovali samu strukturu monomera, uklju¢enih u primarnu strukturu ili zarad
dodavanja nekih eksternih jedinjenja peptidu. Medu ,krojackim“ domenima koji
ukljucuju ciklizaciju (Cy), metilaciju (Me), oksidaciju (Ox), glikozilaciju, epimerizaciju
(E) 1 dodavanje lanca masne kiseline, poslednja dva navedena domena su uklju¢ena u
biosintezu lipopeptida kod Bacillus sp. (Jacques, 2011). E-domen katalizuje
epimerizaciju PCP-veze L-aminokiseline rastu¢eg polipeptidnog lanca. Dodavanje lanca
masne kiseline prvoj aminokiselini peptidnog dela katalizovano je prvim specificnim
kondezacionim domenom, takode nazvanim starter kondenzacioni domen. Dodati lanac
masne kiseline moZe biti delimi¢no sintetisan od strane druge glavne grupe modularnih
enzima, poliketid sintaza (PKS). U poslednjem navedenom slucaju hibridni kompleks
PKS/NRPS je potreban za sintezu ovakvih biomolekula (Du et al., 2001). Na kraju u
mnogim multienzimskim kompleksima, nekoliko proteina je ukljuceno u zavrSetak
procesa montaznih linija. Biosinteza pravog neribozomalno sintetisanog peptida,

zahteva pravilnu protein-protein interakciju izmedu partnerskih enzima i istovremenu
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nezeljenu reakciju izmedu nepartnerskih enzima. Kratke terminalne strukture, nazvane
NRPS komunikacijsko-posreduju¢im domenima (COM), su odgovorne bar za najveci
deo pravilno kanalisanih reakcija intermedijera duZ montazne linije (Hahn and

Stachelhaus, 2004).

Tri velika otvorena okvira Citanja (ORF) koji kodiraju surfaktin sintetazu su
oznaceni kao srfA-A, srfA-B 1 srfA-C (Galli et al., 1994). Oni predstavljaju linearni niz
od sedam modula (Slika 3). Po tri modula su prisutna u proizvodnji srfA-A i srfA-B, a
poslednji u proizvodnji srfA-C. Moduli 3 i 6 zadrZze E-domen koji transformiSe ugradeni
L-Leu ostatak u D-Leu. Lanac B-hidroksilovane masne kiseline se dodaje aminokiselini
aktiviranoj u prvom modulu od strane starter kondezacionog domena. Ovaj enzim
takode katalizuje formaciju laktonske veze izmedu karboksilne grupe poslednje
aminokiseline 1 hidroksilne grupe lanca masne kiseline. Prva tioesteraza fuzionisana sa
C-terminalnim krajem poslednjeg aktivacionog PCP domena je odgovorna za otpustanje
sintetisanog proizvoda sa enzimskog templeta. Druga tioesteraza/transferaza (Te/At-
domen) koju kodira Cetvrti gen, srfA-D stimuliSe inicijaciju biosinteze (Steller et al.,
2004). Dva srodna para COM domena: ComDS,fA_A/COMASrfA.Bi CongrfA.B/COMASrfA_c
olakSavaju selektivnu interakciju izmedu partnerskih enzima (Chiocchini et al., 2006).
U slucaju lihenizinskog operona uocena je sli¢na organizacija u vidu tri ORF-a (Konz et
al., 1999). Male razlike su jedino primecene u primarnoj strukturi odgovarajuce
sintetaze, gde u modulu 1 modifikacija aminokiseline Lys u Glu dovodi do ugradivanja
Gln umesto Glu na poziciji 1 lipopeptida, dok u modulu 7 zamena Ala sa Gly i Cys sa
Val u aktivnom mestu adenilatnog domena dovodi do ugradivanja Ile umesto Leu (Slika

3).

Fengicini ili plipastatini su sintetisani pomoc¢u pet NRPS (Fenl do Fen5)
kodiranih operonom sa pet ORF-a fenA-E (ili ppsA-E u slucaju plipastatina) (Tosato et
al., 1997; Steller et al., 1999; Koumoutsi et al., 2004). Prva tri enzima, Fenl, Fen2 i
Fen3 sadrze dva modula, Cetvrti sadrZi tri modula i poslednji enzim sadrzZi takode jedan
modul (Slika 3). Kao i u slucaju sinteze surfaktina, lanac B-hidroksi masne kiseline se
dodaje aktiviranoj aminokiselini prvog modula od strane starter kondezacionog domena.
Tioesteraza prisutna u poslednjem modulu katalizuje otpuStanje peptida i formiranje

estarske veze izmedu karboksilne grupe poslednje aminokiseline (Ile) i hidroksilne
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grupe Tyr na poziciji 3. Epimerizacioni domeni su potvrdeni u modulima 2, 4, 61 9. D-

forme odgovaraju¢ih aminokiselinskih ostataka su detektovane u finalnom produktu.

M A A p P P P P P P P
Cl AL C c ccec cCc CEEC CEC cC CC CEC CTE
T P P P P P P P P P P

Tyr Asn Gin Pro Ser Asn

I fenF} mycA mycB mycC
Mycosubtilin

Asn Tyr Asn Gin Pro Asn Ser
[ ituD ) ituA ituB ituC
Iturin

Asn Tyr Asn Pro Glu Ser Thr
I bm}r’D} bmyA bmyB bmyC
Bacillomycin

. : . : . : . : . P . :
C cic cec CEQjC cic cc 3] |= CTEQ AT
] P Bl B P P ]
Glu Leu Leu Val Asp Leu
srfA-A srfA-B SrfA-C sifA-D

Surfactin
Gin Leu Leu Val Asp Leu
IchAA IchAB lehAC IchA-TE

Lichenysin A

P P P P P P P P P P
G R e

P P P = P P P P P [

Glu Om Tyr A-Th Glu Ala/Val Pro Gin Tyr lle
ppsA/ifenC ppsB/ifenD ppsC/fenE ppsD/fenA ppsE/fenB

Plipastatin/Fengycin

Slika 3. Operoni odgovorni za biozintezu lipopeptida mikosubtilina, iturina, bacilomicina,
surfaktina, lihenizina A i plipastatina/fengicina kod Bacillus spp. Funkcija enzimskih

domena je objaSnjena u tekstu. (Preuzeto iz Jacques, 2011).

Za razliku od surfaktina 1 fengicina, iturinski derivati se sintetiSu uz pomo¢
PKS/NRPS hibridnog kompleksa. Operon se sastoji od cetiri ORF-a oznacenih kao:
fenF, mycA, mycB i mycC za mikosubtilizin (Duitman et al., 1999) ili ituD, ituA, ituB i
ituC za iturin (Tsuge et al., 2001) ili bmyD, bmyA, bmyB i bmyC za bacilomicin D
(Hofemeister et al., 2004; Koumoutsi et al., 2004). Zadnja tri gena kodiraju za NRPS

odgovorne za inkorporaciju prve rezidue (Asn za MycA, ItuA i BmyA), sledece Cetiri
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rezidue (Tyr, Asn, Gln, Pro za MycB i ItuB; Tyr, Asn, Pro, Glu za BmyB) i dve
poslednje rezidue (Ser, Asn za MycC; Asn, Ser za [tuC i Ser, Thr za BmyC) (Slika 3).

Tioesteraza prisutna u poslednjem modulu katalizuje otpusStanje peptida i
formiranje peptidne veze izmedu karboksilne grupe poslednje aminokiseline i amino
grupe lanca masne kiseline. Epimerizacioni moduli su identifikovani u 2, 3 1 6 modulu.
D-forme odgovarajuc¢ih aminokiselinskih ostataka su detektovane u finalnom produktu.
Razlike izmedu struktura iturina A 1 mikosubtilina (kod koga su zadnje dve
aminokiseline invertovane) moZze se objasniti intergenskom promenom domena u mycC
1 ituC. Sintetaza bacilomicina D je sli¢na kod iturina A, osim u slucaju aminokiselina
aktiviranih modulima 4, 5 1 7. Gen fenF (ituD) kodira malonil-CoA transacilazu (MCT-
domen), dok mycA takode sadrzi gene koji se odnose na poliketid sintazu. Ovi geni su
odgovorni za poslednje korake biosinteze lanca masnih kiselina [poslednja elongacija 1
B-aminacija (Aron et al., 2005)], pre nego Sto se premeste na prvu aminokiselinu
peptidnog dela [acil-CoA ligaza (AL-domen), acil protein nosilac (ACP-domen), -keto

acil sintetaza (KS-domen i amino transferaza (AMT-domen)] (Slika 3).

Dva pristupa za detekciju potencijalnih operona i novih kurstakin NRPS gena
odgovornih za biosintezu kod B. cereus i B. thuringiensis su razvijena u skoraSnje
vreme. Prvi je baziran na prednosti veli¢ine NRPS enzima 1 prisustvu jedinstvenih
marker jona koji poticu sa fosfopanteteinil kofaktora, koriS¢enjem adaptirane masene
spektrometrije (Bumpus et al., 2009), dok je drugi baziran na PCR pristupu kori$¢enjem
degenerativnih prajmera (Abderrahmani et al., 2011). Iz ove dve studije je proisteklo
predvidanje potencijalnog klastera kurstakina. Klaster kurstakina sadrZi tri gena (krsA,
krsB 1 krsC) koji kodiraju tri velika multifunkcionalna proteina (KrsA, KrsB 1 KrsC)

koji izgraduju kompletnu sintetazu (Slika 4).

Sintetaza je organizovana na slede¢i nacin: KrsA se sastoji od jednog modula
(m1), KrsB je sastavljen od dva modula (m2 i m3) i KrsC ukljucuje Cetiri modula (m4
do m7). Za svaki modul je pronaden kondenzacioni adenilatni-tiolatni motiv. Moduli
ml 1 m6 opremljeni su dodatnim epimerizacionim domenima. Modul 7 ukljucuje finalni
tioesterazni domen (TE) koji omogucuje oslobadanje novog peptida sa NRPS, kao i
mogucu ciklizaciju. Gen za kodiranje fosfopanteteinil transferaze je identifikovan

nizvodno od NRPS kompleksa. Na osnovu bioinformati¢ke analize koja je primenjivana
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u ovim studijama moZze se naslutiti i postojanje druge tioesteraze (TEII) koja je kodirana
slede¢im genom (krsD). Pretpostavlja se da postojanje linearnih formi peptida
kurstakina poti¢e upravo zbog prisustva ove tioesteraze ili nedovoljne ekspresije prve
(Béchet et al., 2012). Takode, Sesti gen (krsE) je situiran uzvodno od krsA-C gena i
pripada kurstakinskom klasteru i prvi put je detektovan kod B. thuringiensis Bt407.
Pretpostavlja se da je produkt ovog gena (KrsE) odgovoran za sekreciju ovih

lipopeptida (Dubois et al., 2012).

krsE krsA krsB krsC sfp krsD
(633)==={34) ¥ (2F ¥ (65) »(362) P (16—

KrsA KrsB KrsC
¢ » WIE[c » liic ~ l]c~ icaicHNEc~ BN
$ $ $ $ $—on

3 :
D-Thr Gly Ala Ser His D-GIn Gin
|:|J.u,I > IJ-IThr 4 Gly o lla ':> slr o His L4 D«IGFn ':>
F|A D-l r gly A;z E‘Tyr H:is
FA D-Thr Gly Ala
FA D-Thr Gly Ala
1. Sablon za linearnu elongaciju FA D-Thr
FA D-Thr
FA

o 2. Otpustanje ciklizacijom
D-Glrln )

Hlis

Ser

FA— D-Thr —Gly— Ala—Ser — His — D-GIn— Gln <3 ﬁT'
a

| S X

D}hr

FA

Slika 4. Hipoteticka biosinteza kurstakina zasnovana na osnovu bioinformaticke analize.
Brojevi u zagradama odgovaraju razmacima (u nukleotidima) izmedu razli¢itih
otvorenih okvira Citanja kod soja B. thuringiensis ser. ponicheriensis BSCG 4BAl. C:
kondezacioni domen; A: adenilatni domen; T: tiolatni domen; E: epimerizacioni
domen; Te: tioesterazni domen; Ppant: fosfopanteteinil transferaza (sfp); TE: Tip II

tioesteraza; FA: masna kiselina. (Preuzeto iz Béchet et al., 2012).
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1.3  PERSPEKTIVE BIOKONTROLE

Mikrobioloski biopesticidi, a naroCito proizvodi na bazi sojeva roda Bacillus,
unapreduju i Stite zdravlje biljaka kroz mnoge mehanizme i time skre¢u paZznju na sebe
u smislu komercijalne aplikacije. Na zalost, ovi proizvodi Cesto nude samo delimi¢nu
zaStitu od napada patogenih mikroorganizama 1 Steto¢ina. JoS jedna slabost
mikrobioloskih biopesticida je i njihova nedoslednost u efikasnosti. Kako je aktivni
sastojak Zivi organizam, njegova efikasnost umnogome zavisi od uslova primene u
poredenju sa konvencionalnim pesticidima. Aktivnost korisnog organizma zavisi od
njegove ukupne ekologije, tj. od interakcije izmedu korisnog organizma, biljnog
domacina, patogena kao i biotickih i abiotiCkih parametara Zivotne sredine (Butt et al.,

1999; Fuentes-Ramirez and Caballero-Mellado, 2006).

Cinjenica je da mnogi sojevi roda Bacillus proizvode vie od jedne familije
lipopeptida 1 moZe se pretpostaviti da postoje ekoloSke prednosti za same biljke, usled
sinergisticke interakcije izmedu razliitih jedinjenja. Naime, mnogobrojne studije
svedoCe o ulozi upravo lipopeptidnih jedinjenja u direktnom efektu na biljne patogene
(Asaka and Shoda, 1996; Toure et al., 2004; Cao et al. 2012), a njihovo koris¢enje
pokazuje izvesne prednosti u smislu niske toksi¢nosti, biorazgradivosti 1 ekoloske
prihvatljivosti u poredenju sa hemijskim pesticidima (Yang et al., 2006). Medutim,
interakcije lipopeptidnih molekula su i1 dalje slabo razjasnjene, a dodatna istraZivanja
aditivnog, sinergistickog ili antagonistickog delovanja u smislu uzajamne inhibicije ili
delotvornog dejstva razlicitih lipopeptidnih molekula je svakako potrebno dalje
ispitivati. Takode, do danas je pokazano da kombinacija komplementarnih bioloskih
pristupa sa aditivnim i/ili sinergistickim efektom moZe da obezbedi vecu konzistenciju i
efikasnost u biokontroli, pa u tom smislu postoji sve vece interesovanje i za etarskim
uljima kao mogucoj zameni konvencionalnih sinteti¢kih fungicida u cilju zaStite
kultivisanih biljaka od fitopatogenih gljiva (Abdel-Kader, 2011). Literaturni podaci sve
viSe ukazuju na efikasnost primene etarskih ulja 1 izolata roda Bacillus u zastiti
povrtarskih biljaka od strane fitopatogenih gljiva, tretmanom zemljiSta u kome ¢e biljka
rasti, prskanjem listova 1 plodova (Arrebola et al., 2010b; Abdel-Kader et al., 2011) ili

tretmanom semena u prevenciji suzbijanja fungalnih infekcija (Kritzinger et al., 2002).
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U slucaju roda Bacillus, jedan od glavnih uzroka je Cesto primeceni deficit u
vezama izmedu ogleda u polju i viSe kontrolisanih laboratorijskih eksperimenata. Isto
tako, Cak 1 ako neki sojevi B. subtilis pokazuju dobar biosinteticki kapacitet u smislu
proizvodnje Sirokog spektra antibiotika, samo ograniCeni deo ove geneticke osnove
posvecene antibioticima moZe biti eksprimiran u zemljiStu, odnosno samo deo tog

arsenala moze biti stvarno proizveden u prirodnim uslovima (Cawoy et al., 2011).

Razvoj biotehnologije i analiticke hemije otvara vrata novim pristupima u
istrazivanju in situ proizvodnje antibiotika za znacajne sojeve u njihovim ekoloSkim
niSama. Pored toga, prilikom inplementacije biopesticida u integrisanom upravljanju
StetoCinama, bioloSki proizvod mora da bude kompatibilan sa konvencionalnim
pesticidima. Ovaj parametar je od posebnog znacaja prilikom primene bioloskih i
hemijskih sastojaka istovremeno, kao na primer u tretiranju semena ili kombinovanog
folijarnog prskanja. Istovremena inplementacija nekoliko aktivnih sastojaka u jednom
komercijalnom proizvodu je svakako nacin da se garantuje globalna efikasnost pod
razli¢itim uslovima, $to podrazumeva proSirivanje spektra patogena meSanjem sojeva sa
razli¢itim mehanizmima delovanja ili razli¢itih ekoloskih kompetencija (Ramamoorthy
et al., 2001). StaviSe, kombinacija sojeva moZe dovesti do sinergistickih efekata

poboljsavajuci na taj nacin biokontrolu.

Formulacija 1 aplikativni metodi su klju¢na pitanja koja se odnose na efikasnost
komercijalnih produkata (Sorokulova et al., 2008). IstraZivanja o ovim temama treba da
budu usmerena na prevazilazenje ekoloskih ogranic¢enja, koji su glavni razlozi za
neuspeh ili nedostatak efekata bioloSkih agenasa za kontrolu na terenu. GenetiCko
inZenjerstvo moZze biti korisno sredstvo za poboljSanje performansi mikroorganizama i
prevazilaZenje aplikativnih problema. Na kraju, poSto su sekvence genoma za neke vrste
Bacillus postale dostupne (Kunst et al., 1997; Chen et al., 2009a), to mozZe stimulisati
istrazivaCe da istraZuju nove proizvode za industrijsku upotrebu poput biosurfaktanata
(Raaijmakers et al., 2010) i biljnih bioprotektanata (Romano et al., 2011) u cilju
pospesivanja farmaceutskog i agrohemijskog razvoja (Seydlova and Svobodova, 2008).
Sva ta istrazivanja mogu dovesti do eksploatacije komercijalnih sojeva optimizovanih
za biokontrolu patogena biljaka (Harwood and Cranenburgh, 2008; Jourdan et al., 2009)

u cilju prevencije post-Zetvenih gubitaka plodova voca i povréa (Hong et al., 2005), kao
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i zbog produkcije drugih molekula od industrijskog interesa poput enzima (amilaza ili
proteaza) i nativnih ili heterologih proteina (Ongena and Jacques, 2008). Navedenih
primera potencijalnih upotreba je mnogo, pa se stoga u bliskoj buducnosti ocekuje
veoma znacajna uloga ovih mikroorganizama u promovisanju zdravlja biljaka u

poljoprivredi 21. veka.
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2 CILJEVI RADA

Na osnovu onoga §to se do sada zna o diverzitetu antimikrobnih jedinjenja koja
sintetiSu bakterije iz roda Bacillus, kao 1 o njthovom potencijalu za kori§¢enje u

biokontroli razli¢itih fitopatogenih bakterija i gljiva, ciljevi ovog rada su bili:

1. Testiranje kolekcije Bacillus sp. izolata na prisustvo gena odgovornih za

proizvodnju razlicitih klasa neribozomalno sintetisanih lipopeptida.

2. Odredivanje antimikrobnog spektra izabranih izolata producenata lipopeptidnih

jedinjenja i pracenje dinamike njihove sinteze.

3. Ispitivanje antimikrobnog efekta lipopeptidnih ekstrakata odabranih izolata in

vitro.

4. Utvrdivanje tipa interakcija i minimalne inhibitorne koncentracije lipopeptidnih
ekstrakata pojedina¢no 1 u razli¢itim kombinacijama in vitro, kao 1 tipa
interakcija ekstrakta i etarskih ulja na klijavost 1 inficiranost semena nevena in

situ.

S. Ispitivanje efekta lipopeptidnih ekstrakata odabranih izolata, na nekroze tkiva

listova, izazvane bakterijama i nekroze plodova izazvane gljivama, in planta.

6. Izolovanje 1 preciS€avanje lipopeptidnih jedinjenja odabranih izolata i

karakterizacija masenom spektrometrijom.
7. Karakterizacija aktivnih antimikrobnih supstanci lipopeptidnih jedinjenja

odabranih izolata visokoefikasnom tankoslojnom hromatografijom pracenom

indirektnom bioautografijom.

32



Karakterizacija antimikrobnih supstanci prirodnih izolata Bacillus sp. za primenu u
bioloskoj kontroli fitopatogenih bakterija i gljiva

3. MATERIJAL I METODE



Materijal i Metode

3 MATERIJAL I METODE

3.1 MATERIJAL
3.1.1 BAKTERIJSKI SOJEVI

U ovom radu koris¢eno je 205 izolata bakterija roda Bacillus izolovanih iz
uzoraka iz prirode iz razli€itih regiona Srbije (Slika 5). Izolati Bacillus sp. izolovani iz
zemlje, sena, slame i stajskog dubriva su morfoloski okarakterisani i potvrdeni bojenjem

po Gramu i katalaza testom (Stankovi¢, 2003).

121 izolat Bacillus sp. iz zemljista
23 izolata Bacillus sp. iz sena i slame

61 izolat Bacillus sp. iz stajskog dubriva

Slika 5. Izolati Bacillus sp. iz razli€itih regiona Srbije.
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Indikatorski sojevi, koji su koriS¢eni za testiranje antimikrobne aktivnosti izolata

Bacillus sp. prikazani su u Tabeli 2.

Tabela 2. Indikatorski sojevi bakterija koriS¢eni za testiranje antimikrobne aktivnosti

izolata Bacillus sp.

Redni
br.

Medijumi
za rast

Temperatura

gajenja Izvor izolata

Vrsta indikatorskog soja / broj izolata

—_—

Xanthomonas  arboricola  pv. Jjuglandis Referentni

YDC/LA 30°C

D A

[N T NS I NS I S I e e e e e e
W N —m O O 00 0 N L W N = O

CFBP2528

X. arboricola pv.
X. arboricola pv.
X. arboricola pv.
X. arboricola pv.
X. arboricola pv.
X. arboricola pv.
X. arboricola pv.
X. arboricola pv.
- X. arboricola pv.
- X. arboricola pv.
- X. arboricola pv.
- X. arboricola pv.
- X. arboricola pv.
- X. arboricola pv.
- X. arboricola pv.
- X. arboricola pv.
- X. arboricola pv.
- X. arboricola pv.
- X. arboricola pv.
- X. arboricola pv.
- X. arboricola pv.

- X. arboricola pv.

Jjuglandis 301
Jjuglandis 303
Jjuglandis 309
Jjuglandis 310
Jjuglandis 311
Jjuglandis 313
Jjuglandis 314
Jjuglandis 316
Jjuglandis 320
Jjuglandis 321
Jjuglandis 327
Jjuglandis 343
Jjuglandis 350
Jjuglandis 357
juglandis 358
juglandis 359
Jjuglandis 382
Jjuglandis 401
Jjuglandis 406
Jjuglandis 418
Jjuglandis 422
Jjuglandis 431

s0j*

Orah*

N NN
AN L A~

- X. oryzae pv. oryzae
- Listeria monocytogenes ATCC 19111

- Agrobacterium tumefaciens

PSA
BHI

Laboratorijska
kolekcija**

W W N NN
- O O oo

- Pseudomonas syringae pv. aptata P12
- P. syringae pv. aptata P16
- P. syringae pv. aptata P53
- P. syringae pv. aptata P95

- Pseudomonas poae P64

Secerna repa*

|98
[\

- Pectobacterium carotovorum K5
33.

P. carotovorum K6

Kupus*

* Kolekcija sojeva Instituta za zastitu bilja i Zivotnu sredinu iz Beograda

** Kolekcija sojeva Katedre za mikrobiologiju, Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu
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3.1.2 FUNGALNI PATOGENI I SAPROFITNI SOJEVI

Indikatorski fungalni patogeni i saprofitni sojevi, koji su koriS¢eni za testiranje

antimikrobne aktivnosti izolata Bacillus sp. in vitro i in situ, prikazani su u Tabeli 3.

Tabela 3. Indikatorski fungalni sojevi koriS¢eni za testiranje antimikrobne aktivnosti

izolata Bacillus sp.

Vrsta fungalnih patogena Med:_gl;:“ za Tel;%i;?;ura Izvor izolata
Alternaria alternata PDA/TSB 25°C
Asperglllusﬂc.lvus 1 1 Jabuka*
Botryosphaeria obtusa I 1]
Mucor sp. I I
Colletotrichum acutatum I 1 Kruska*
Colletotrichum gloeosporioides I 1 Visnja*
Fusarium oxysporum Il 1 Paprika*
Fusarium solani I 1 Krompir*
Monilinia fructigena 1 I Kajsija*
Penicillium expansum I ] Limun*
Sclerotinia sclerotiorum 1 1 Zelena salata*
Phomopsis juglandina 1 1 Orah*
Phomopsis sp. KP1 - KP20** I 1 Kupina*
Aspergilus flavus 1 1
Aspergilus niger 1 1
Aspergillus ochraceus 1 I
Alternaria alternata I 1
Penicillium sp. I I
Fusarium semitectum I 1 Seme nevena (ovaj rad)

Fusarium oxysporum I I
Fusarium solani Il I
Fusarium proliferatum 1 1
Fusarium nygamai I I

Fusarium polyfialidicum I 1

* Kolekcija sojeva Instituta za zastitu bilja i Zivotnu sredinu iz Beograda
** Kolekcija 20 determinisanih sojeva do nivoa roda, Instituta za zastitu bilja i Zivotnu sredinu iz

Beograda

35



Materijal i Metode

3.1.3 MEDIJUMI ZA GAJENJE BAKTERIJA I GLJIVA

LB Medijum
Tripton 10 g
Ekstrakt kvasca S5¢g
NaCl 5¢g
dH,O 1000 ml
LA Medijum

LB sa dodatkom 15 g agara na 1000 ml.

Soft LA Medijum
LB sa dodatkom 7 g agara na 1000 ml.

PSB Medijum
Bakto-pepton 10 g
Saharoza 10g
dH,O 1000 ml
PSA Medijum

PSB sa dodatkom 15 g agara na 1000 ml.

Soft PSA Medijum
PSB sa dodatkom 7 g agara na 1000 ml.

Spizizen Minimalni Medijum (MM)

10 x KS 10 ml
40% glukoza 2,5 ml (1% finalno)
10% casamino acids 10 ml (1% finalno)
Tiamin (stok 5 mg/ml) 0,2 ml
20% MgSOyq4 0,05 ml
dH,0O do 100 ml

Schaeffer Sporulacioni Medijum (SFS)

Bakto-hranljivi bujon 8¢g
10% KC1 10 ml
1.2% MgSO,4 x 7TH,0 10 ml
1M NaOH 0,5 ml
dH,O 1000 ml
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Autoklavirati, rashladiti do 50 °C 1 dodati:

1 M Ca(NOs),

0.01 M MnCl,

1 mM FeSOy4

Napomena: FeSO, rastvariti u 0,01M HCL

BHI Medijum (Brain—Heart Infusion)
BHI
dH20

BHA Medijum
BHI sa dodatkom 15 g agara na 1000 ml.

Soft BHA Medijum
BHI sa dodatkom 7 g agara na 1000 ml.

1 ml
1 ml

1 ml

37¢
1000 ml

YDC Medijum (Yeast Extract Dextrose Calcium Carbonate Agar)

CaCO;
Glukoza
Ekstrakt kvasca
Agar

dH,O

PDA Medijum (Potato Dextrose Agar)
PDA
dH,O

TSB Medijum (Tryptic bile Soy Broth)
Kazein
Zuéne soli
X-B-D glukuronska kiselina
Dimetil sulfoksid
dH,O

20g
20¢g
10g
15¢g
1000 ml

39¢g
1000 ml

20¢g
1,5¢g
0,075 g
3g
1000 ml
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3.2 METODE
3.2.1 METODE RADA SA BAKTERIJAMA
3.2.1.1 Odredivanje antibakterijske aktivnosti in vitro

U primarnoj analizi, svi testirani izolati Bacillus sp. su gajeni u LB medijumu na
30 °C aeracijom na 200 rpm preko no¢i. Tec¢ne kulture su zatim centrifugirane (13000 x
g, 15 min) i supernatant osloboden celija je testiran. Indikatorski sojevi bakterija su
gajeni preko noc¢i u skladu sa njihovim osobinama i zahtevima za rast (Tabela 2).
Antimikrobna aktivnost izolata odredivana je modifikovanim difuznim metodom u
bunari¢ima (Harris et al., 1989). Petri Solje sa odgovaraju¢im ¢vrstim medijumom su
prelivane sa 7 ml odgovarajuceg soft agara (Tabela 2), koji je inokulisan sa 70 pl (1 x
10® CFU/ml) ¢elija indikatorskog soja. U soft agaru su pravljeni bunari¢i na taj nacin $to
su Sire strane sterilnih Zutih nastavaka postavljane na ¢vrsti medijum u petri Solji pre
prelivanja inokulisanim soft agarom. Pre¢nik bunarica je iznosio oko 5 mm. U bunarice
je nanoSeno po 50 pl supernatanta 1 petri Solje su inkubirane na optimalnoj temperaturi
za rast indikatorskog soja bakterija. Proizvodnja antimikrobne supstance je detektovana
na osnovu pojave zone odsustva rasta (inhibicije) indikatorskog soja oko bunarica, ¢iji

su poluprecnici mereni od ivice bunari¢a i izrazavani u mm.

Ponovljena analiza, koja je radena sa etil-acetatnim i metanolnim ekstraktima
odredenih izolata Bacillus sp. i ve¢im brojem indikatorskih sojeva, se razlikovala od
primarne u Cinjenici da su ekstrakti testirani 1 difuzionim metodom u bunari¢ima i disk
difuzionom metodom (Rahman et al., 2010). Metoda se sastojala u nanoSenju sterilnih,
filter diskova precnika 5 mm (Abtek, Engleska), prethodno impregniranih sa 5-10 pl
odredene koncentracije ekstrakata, na povrSinu zasejane petri Solje. Petri Solje sa
odgovaraju¢im Cvrstim medijumom su prelivane sa 5 ml odgovarajueg soft agara

(Tabela 2), koji je inokulisan sa 50 pl (1 x 10* CFU/ml) éelija indikatorskog soja.
3.2.1.2 Odredivanje krive rasta i produkcije antimikrobnih supstanci

Antimikrobna aktivnost izabranih izolata odredivana je u toku rasta kulture na
30°C u Cetiri razli¢ita medijuma: LB, SFS, BHI i MM medijumu. Jedna kolonija ili 100

ul prekonoéne kulture odgovarajuceg izolata je zasejavano u 200 ml odgovarajuceg
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medijuma i odredivana je brojnost bakterija (CFU/ml) i spora (CFU/ml), kao i
zamucenost kulture spektofotometrijski (O.D.¢po nm), na svaka dva sata zasejavanjem
odgovaraju¢ih razblaZzenja na petri Solje sa LA medijumom u triplikatu. Kod
odredivanja brojnosti spora prethodila je termalna inaktivacija uzetog alikvota na 80 °C
u trajanju od 10 minuta. Pored toga, u istim vremenskim intervalima, uziman je i alikvot
kultura kojima je testirana antimikrobna aktivnost protiv X. arboricola 301, X.
arboricola 406 1 L. monocytogenes sojeva difuzionim metodom u bunari¢ima na vec
opisani nacin. Pracenje krive rasta je vrSeno u trajanju od 48 h i nastavljeno do 72 h,

uzorkovanjem na dvanaest sati inkubacije, nakon 48 h.
3.2.1.3 Odredivanje minimalnih inhibitornih koncentracija

Mikrodiluciona metoda je koriS¢ena za odredivanje minimalne inhibitorne
koncentracije (MIC) testiranih ekstrakata Bacillus sp., pojedina¢no i u odredenim
kombinacijama. Za odredivanje MIC vrednosti ekstrakata koriS¢ene su mikrotitracione
ploce sa 96 mesta. Bakterijske suspenzije izolata sa 1 x 108 ¢elija/ml su pripremljene iz
prekono¢nih kultura testiranih indikatorskih sojeva. VrSeno je dvostruko serijsko
razblaZzivanje uzoraka medijumom u skladu sa osobinama i zahtevima za rast
indikatorskih sojeva. Pored bunara sa ispitivanim ekstraktima, postavljena je i negativna
kontrola (kontrola rasta bakterija) 1 kontrola sterilnosti (blank). Uzorci ekstrakata su
rastvarani u DMSO (dimetil sulfoksid) pa je radena i kontrola rastvaraca, po istom
principu serijskog razblaZivanja kao u slucaju testiranih ekstrakata. Kao pozitivna
kontrola koriS¢eni su antibiotici: streptomicin, gentamicin, vankomicin, ampicilin i
cefepim, finalne koncentracije 1 mg/ml, kao 1 standardna visoko preciS¢ena jedinjenja
iturina A 1 surfaktina (Sigma-Aldrich, SAD) finalne koncentracije 0,5 mg/ml. Uzorci
ekstrakata, kontrola rastvarac¢a i antibiotska kontrola radeni su u duplikatu. Nakon
serijskih razblazenja i postizanja finalne zapremine od 200 ul, dodavano je 22 ul
resazurina (0,675 mg/ml finalne koncentracije) (Resazurin Sodium Salt C;;HsNNaOy,
TCI, Belgija). Mikrotitracione ploCe su inkubirane 24 h na 30 °C. Nakon inkubacije
pracena je promena boje, tzv. resazurinska reakcija. Indikator resazurin, koji je
ljubicaste boje, redukuje se u prisustvu bakterija u rezorufin ruZicaste boje. Najmanja
koncentracija pri kojoj nije doSlo do promene boje tumaci se kao MIC vrednost. 1z svih

bunara u kojima nije doSlo do promene boje, vrSeno je zasejavanje na petri Solje sa LA
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medijumom. Nakon inkubacije od 24 h na 30 °C posmatran je rast bakterija. Ukoliko je
rast uoCen data koncentracija je proglasavana MIC vredno$¢u, a u suprotnom za

minimalnu baktericidnu (MBC) vrednost.
3.2.1.4 Odredivanje tipa interakcija ekstrakata

Za 1ispitivanje interakcija pojedinih ekstrakata Bacillus sp. koriS¢ene su
mikrotitracione ploce sa 96 mesta koriS¢enjem prethodno opisane rasazurinske reakcije.
Testirana koncentracija uniformisanih stokova etil-acetatnih ekstrakata rastvorenih u
DMSO iznosila je 25 mg/ml u slucaju pojedinacnih ekstrakata, dok u slucaju pravljenja
odgovarajuc¢ih smeSa dva 1ili tri ekstrakta koriS¢ena je 1/2 odnosno 1/3 koncentracija
uniformisanih stokova lipopeptidnih ekstrakata, respektivno. Serijska dilucija je vrSena
medijumom u skladu sa osobinama i zahtevima za rast indikatorskih sojeva na

prethodno opisani nacin (Tabela 2). Ploce su inkubirane 24 h na 30 °C.

Kako bi se definisao tip njihove interakcije izraCunavani su frakcioni inhibitorni
koeficijenti (eng. Fractional Inhibitory Concetracion, FIC) i frakcioni inhibitorni

koncentracioni indeks (FICi).

Frakciona inhibitorna koncentracija je izraCunavana na sledeci nacin:

MIC (A u prisustvu B)
MIC (A) ’

FIC@) = FIC jedinjenja A

MIC (B u prisustvu A)

FIC) = MIC (B)

; FIC jedinjenja B

Frakcioni inhibitorni koncentracioni indeks je sraCunat prema formuli:
FICi = FIC () + FIC3,

FICi za veci broj uzoraka se racuna na isti nain. Sabiraju se pojedinac¢ne FIC
vrednosti za sva jedinjenja €ija se kombinacija testira.

Na osnovu vrednosti FIC indeksa definiSe se interakcija izmedu supstanci.
Prema EUCAST (2000), kada je FICi < 0,5 onda se interakcija definiSe kao sinergizam;
za FICi izmedu 0,5 i 1 je aditivni efekat; indiferentan efekat za FICi izmedu 11 2 i

antagonizam za vrednosti vece od 2.

40



Materijal i Metode

3.2.1.5 In vitro odredivanje Kkinetike rasta patogenih bakterija u prisustvu

ekstrakata

Testovi za utvrdivanje stope i pracenje kinetike rasta patogenih bakterija u
prisustvu etil-acetatnih ekstrakta Bacillus sp. sprovedene su utvrdivanjem minimalne
inhibitorne koncentracije metodom opisanom kod Schwalbe et al. (2007), kao i 1Cs
vrednosti, koja po FDA (Agencija za hranu i lekove, SAD) predstavlja koncentraciju
leka ili ispitivane supstance koja je potrebna za 50% inhibicije rasta mikroorganizama u
in vitro testiranjima. Za odredivanje pomenutih parametara etil-acetatnih ekstrakata
koriS¢ene su mikrotitracione ploce sa 96 mesta. Bakterijske suspenzije izolata dobijene
su na prethodno opisani nacin. VrSeno je dvostruko serijsko razblaZivanje testiranih
ekstrakata LB medijumom. Testirana finalna koncentracija prvog bunari¢a je bila 1
mg/ml. Pored bunara sa ispitivanim ekstraktima, postavljena je 1 negativna kontrola
(kontrola rasta bakterija) 1 kontrola sterilnosti (blank). Pored pojedinacnih testiranja,
sprovedeno je i testiranje dobijenih ekstrakata kokultivisanjem tri soja odjednom, kao i
smeSe dobijene mesSanjem uniformnih koncentracija pojedinacnih ekstrakata. Oc¢itavanje
opticke gustine (O.D.s;p nm) je vrSeno na citaCu mikrotitracionih ploca (TECAN,
Infinite M200 PRO, Svajcarska) svakih sat vremena u trajanju od 24 h na temperaturi
inkubacije od 30 °C. BeleZenje i obrada rezultata izvrSena je pomocu softverskog paketa

(Magellan™ - Data Analysis Software).

3.2.1.6 In planta odredivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakata na model

sistemima Arabidopsis thaliana L. i Beta vulgaris L.

Aktimikrobna aktivnost in planta ispitivana je na model biljci A. thaliana L. i
listovima Secerne repe B. vulgaris L. Semena su sterilisana 10 min u 0.3% (v/v)
natrijum hipohloritu, isprana etiri puta u sterilnoj destilovanoj vodi i ostavljena 48 h na
4 °C. Nakon isteka 48 h semena su posadena u plasticne saksije veli¢ine 10 cm i
inkubirane u klima komori na 30 °C sa fotoperiodom 12 h svetlosti i 12 h mraka 4
nedelje pre inokulacije. Biljke stare 28 dana su simultano inokulisane indikatorskim
sojem X. arboricola 358 1 pojedina¢nim metanolnim lipopeptidnim ekstraktima Bacillus
sp. izolata u slucaju A. thaliana, dok je u slucaju testova na B. vulgaris koris¢en P.
syringae pv. aptata P53, prirodni patogen ove biljne vrste, sa pojedinacnim i u

razli¢itim kombinacijama meSanim etil-acetatnim ili metanolnim ekstraktima po metodi
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koju su u svom radu opisali May et al. (1997). Finalne koncentracije od 2,5 mg/ml u
20% metanolnom rastvoru koriS¢ene su za testiranje metanolnih rastvora, a u slucaju
etil-acetatnih ekstrakata rastvorenih u 0.66% DMSO kao rastvaracu koriS¢ene su finalne
koncentracije uniformisanih stokova od 1 mg/ml. Prilikom pravljenja odgovarajucih
smeSa dva ili tri ekstrakta koriS¢ena je 1/2, odnosno 1/3 finalnih koncentracija
pojedinacnih lipopeptidnih ekstrakata. Bakterijska suspenzija indikatorskih sojeva sa
oko 107 éelija/ml je pripremljena iz prekonoéne kulture. Biljke su inokulisane metodom
uboda pomocu sterilne medicinske igle, smeSom metanolnih ili etil-acetatnih ekstrakata
Bacillus sp. izolata i odgovarajuéeg indikatorskog soja u odnosu 4:1 (v/v). Takode,
biljke su inokulisane i pojedinacnim indikatorskim sojevima u vidu pozitivnih kontrola,
zatim odgovaraju¢im rastvaraCima, gore pomenute finalne procentne koncentracije u
vidu negativnih kontrola, kao i samim pojedinacnim ili medusobno meSanim
lipopeptidnim ekstraktima u vidu sekundarnih negativnih kontrola nekroze tkiva listova.
Inokulacija listova je vrSena u duplikatu sa viSe uboda po svakom listu. Na svaki ubod
dodavano je po 10 pl smeSe i biljke su ostavljane na inkubaciju 14 dana u vlaznu
komoru na 30 °C sa fotoperiodom od 12 h svetlosti 1 12 h mraka u slucaju A. thaliana i
7 dana pri istim parametrima fotoperioda i temperature u slucaju P. syringae pv. aptata
P53. Nakon isteka perioda inkubacije, ocenjivan je razvoj nekroticnih promena na

inokulisanim listovima 1 opSte stanje biljaka.
3.2.1.7 Biohemijska identifikacija Bacillus sp.

Biohemijska identifikacija Bacillus sp. izvrSena je koriS¢enjem API 50 CHB i
API 20 E kitova po protokolu proizvodaca (BioMerieux, Francuska). Ocitavanje

. “ R . . ™ . .
rezultata je vrSeno koriS¢enjem Apiweb ™ softvera (BioMerieux, Francuska).
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3.2.2 METODE RADA SA GLJIVAMA
3.2.2.1 Identifikacija gljiva

Determinacija kolonija gljiva izolovanih sa semena nevena, formiranih na
medijumu, vrSena je na osnovu makroskopskih i mikroskopskih karakteristika izolata.
Makroskopske odlike podrazumevaju izgled 1 brzinu razvoja kolonija na PDA podlozi,
pigmentaciju supstrata 1 izgled kolonije na pozadini. Mikroskopske odlike
podrazumevaju prisustvo ili odsustvo mikrokonidija, oblik i nacin formiranja
mikrokonidija i konidiogenih c¢elija, izgled makrokonidija, prisustvo ili odsustvo
hlamidospora, sklerocija, biometrijske vrednosti osobina reproduktivnih organa gljiva u
kulturi i na domacinu (Stevi¢, 2013). KoriS¢eni su standardni determinatori: Booth
(1971a i 1971b); Ainsworth et al. (1973); Pitt (1979); Gerlach and Nirenberg (1982),
Brown (1987), Burgess et al. (1994); Elis and Elis, (1997), Kirk (2008). Pri
identifikaciji najzastupljenijih Fusarium vrsta vodeno je raCuna o nekim opSte

prihvac¢enim principima (Nelson et al., 1983).
3.2.2.2 Invitro odredivanje antifungalne aktivnosti

Antifungalni efekat izolata Bacillus sp. testiran je in vitro, primenom metode
dvojne kultivacije u petri Soljama sa PDA medijumom (Fokkema, 1978). PDA podloga
je koriS¢ena za kultivaciju gljiva izolovanih sa razli¢itih plodova voca i povréa, kao i
semena nevena. Disk micelijuma (6 mm u precniku) odredene gljive uziman je sa
periferije kulture stare 7 dana i1 asepticno prenesen na PDA podlogu, oko 25 mm od
centra petri Solje. Ovako zasejana podloga inkubirana je na 25 °C tokom 24 h. Nakon 24
h u iste petri Solje, bakterioloSkom ezom su naneti ispitivani antagonisti Bacillus sp. na
udaljenosti od 30 mm od isecka (diska) testirane gljive. Kontrolu su predstavljale
kulture ispitivanih patogena, bez prisustva Bacillus sp. izolata. Sve kombinacije
zasejanih gljiva 1 izolata Bacillus sp., inkubirane su u termostatu 7 dana, na temperaturi
od 25 °C. Eksperiment je raden u triplikatu sa istom gljivom i jednim izolatom Bacillus
sp. Pokazatelj stepena antagonistickog delovanja bila je razlika u porastu kolonija gljiva
u odnosu na kontrolu. Procenat inhibicije rasta (percent growth inhibition, PGI) je

izraCunat pomocu sledece formule (Korsten and De Jager, 1995):

PGI (%) = KR — RI/KR x 100,
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gde je KR duzina micelije gljive (merena u mm) od mesta inokulacije do ivice
(margine) kolonije u kontrolnoj petri Solji, a R/ je duzina micelije od mesta inkulacije

do margine kolonije u pravcu antagoniste tj. Bacillus izolata u test petrijevim Soljama.

3.2.2.3 In vitro odredivanje antifungalne aktivnosti lipopeptidnih ekstrakata i

potencijalnog sinergizma sa etarskim uljima

Inhibitorni efekti etil-acetatnih ekstrakata Bacillus sp. na rast fungalnih izolata
izolovanih sa plodova voca i povréa su procenjeni pomocu testa radijalne inhibicije
rasta micelija. Disk micelijuma (6 mm u precniku) odredene gljive uziman je sa
periferije kulture stare 7 dana 1 asepticno prenesen na sredinu PDA podloge, na koju je
utrljavanjem naneto 500 pl testiranog etil-acetatnog (vodenih) ekstrakta. PDA podloge
inokulisane isklju¢ivo testiranim fungalnim izolatima sluZile su kao pozitivna kontrola

rasta.

Za odredivanje potencijalnog sinergizma koriS¢eni su etil-acetatni ekstrakt
izolata Bacillus SS-12.6, kao i etarska ulja Cubra (Satureja hortensis L.) PO118884 i
timijana (Thymus vulgaris L.) PO123774 protiv fungalnih izolata sa semena nevena.
Testirana etarska ulja su komercijalno nabavljena (Frey + Lau GmbH, Henstedt-
Ulzburg, Nemacka). U radu je koriS¢ena modifikovana metoda opisana kod Zambonelli
et al. (1996). U testiranju inhibitornog efekta ekstrakta izolata SS-12.6 i etarskih ulja, u
PDA medijum su dodavane testirane supstance pojedinano, kao i u raznim
kombinacijama. KoriS¢ene su odredene koncentracije etarskih ulja u vidu prose¢nih
minimalnih inhibitornih koncentracija za sve fungalne vrste prethodno odredene kod
Stevi¢ et al. (2014). Koris¢ene koncentracije u eksperimentu bile su 0,21 mg/ml za ulje
Cubra 1 0,40 mg/ml za ulje timijana. U sluCaju testiranja pojedinacnih ulja 1 ekstrakta
koris¢eno je: (i) 1/4 prosecnih datih MIC vrednosti za ulja i 100 pl ekstrakta, dok je u
slu¢aju kombinacija izmedu ekstrakta i pojedina¢nih ulja koris¢eno (ii) 1/8 prosecnih
MIC vrednosti za ulja i 50 pl ekstrakta, za razliku od kombinacije ekstrakta sa
meSavinom ulja gde je koriS¢eno (ii1) 1/16 prosecnih MIC vrednosti za ulja 1 25 pl
ekstrakta. Nakon sterilizacije, u rashladeni PDA medijum, dodate su odgovarajuce
koncentracije etarskih ulja rastvorenih u Tween-u 80, kao i odgovarajuce zapremine
ekstrakta. Testiranje je sprovedeno u pet ponavljanja za svaku kombinaciju. Fungalni

rast na podlozi bez testiranih supstanci je koriS¢en kao kontrola. Procenat inhibicije
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rasta gljiva u ovom, kao i u prethodno navedenom slucaju je izraCunat ve¢ navedenom
formulom, ali u ovom slucaju KR predstavlja fungalni rast kontrole, dok R/ predstavlja

rast testiranih gljiva u prisustvu inhibitornog agensa.

Limpelova formula, kao Sto je opisano kod Richer (1987), je primenjena u cilju
odredivanja sinergisticke interakcije izmedu etil-acetatnog ekstrakta izolata Bacillus SS-
12.6 i etarskih ulja, kao i u slucaju kombinacija metanolnih ekstrakata. Limpelova

formula glasi:
Ee =X+ Y- (XY/100),

u kojoj Ee predstavlja ocekivani efekat iz aditivnih odgovora dva tretmana, dok X i Y
predstavljaju procente inhibicije rasta micelija u sluCaju testiranja pojedinacnih
supstanci. Prema datoj formuli, sinergizam postoji ukoliko kombinacija dve supstance

daje vrednosti vece od Ee.
3.2.2.4 Pripremanje spora gljiva za mikrodilucionu metodu i biokontrolne testove

Gljive su gajene na PDA podlozi u vidu kosog agara, u periodu od 10 do 21
dana, u zavisnosti od izolovane vrste gljive, na 25 °C (Booth, 1971b). Inokulum je
pripremljen tako Sto su isprane spore sa povrSine kosih agara sterilnim rastvorom 0.85%
NaCl-a i 0.1% Tween-a 80 (v/v) (3 ml za slabo sporuliSu¢e vrste, i do 5 ml za dobro
sporuliSuce vrste gljiva). Sterilnim StapiCem za bris pokupljene su zaostale spore sa
kultura i procedene kroz duplu gazu u sterilnu epruvetu. NanoSeno je 50 pl inokuluma
na hemocitometarsku plocicu sa 16 polja i vrSeno je prebrojavanje spora u nekoliko
polja, a zatim je izraCunavana aritmeticka sredina. Suspenzija spora je sterilnim
fizioloSkim rastvorom dovedena do kona¢ne koncentracije od 1 x 10° CFU/ml u slucaju
izolata poreklom sa semena nevena i do koncentracije od 1 x 10° CFU/ml kod izolata
poreklom sa plodova voca i povréa. Tako pripremljen inokulum drZan je na -20 °C do
upotrebe. Radi provere validnosti inokuluma, kao i odsustva kontaminacije, vrSena je

inokulacija na PDA podlogu.
3.2.2.5 Invitro odredivanje minimalnih inhibitornih i fungicidnih koncentracija

Mikrodiluciona metoda je koriS¢ena za odredivanje minimalne inhibitorne

(MIC) 1 fungicidne koncentracije (MFC) testiranih metanolnih ekstrakata SS-10.7, SS-
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12.6, SS-13.1, SS-27.2 i SS-38.4 Bacillus sp. izolata, pojedinacno i u odredenim
kombinacijama. Za odredivanje pomenutih vrednosti ekstrakata koriS¢ene su
mikrotitracione ploce sa 96 mesta. Vrseno je dvostruko serijsko razblaZivanje uzoraka
TSB medijumom. Pored bunara sa ispitivanim ekstraktima, postavljena je i negativna
kontrola (kontrola rasta gljiva) i kontrola sterilnosti (blank). Za svaki od testiranih
ekstrakata radeno je po dve kolone, u tri ponavljanja. Na kraju je dodavan odreden
volumen suspenzije sa inokulumom, za svaku gljivu drugaciji, tako da je finalna
koncentracija bila 1 x 10° CFU/ml medijuma. Mikrotitracione ploce inkubirane su na 28
°C u trajanju od 72 sata. Najmanja koncentracija na kojoj nije bilo rasta mikromiceta
uzimana je za MIC. Minimalne fungicidne koncentracije (MFC) odredivane su
reinokulisanjem po 2 pl iz bunari¢a u kome je odreden MIC u 100 pl te¢nog medijuma i
inkubirane slede¢ih 72 h na 28 °C. Ukoliko nije bilo rasta, te koncentracije uzimane su
za MFC. Kao pozitivna kontrola je koriS¢en komercijalni mikotik flukonazol, finalne

koncentracije 2 mg/ml.
3.2.2.6 Odredivanje tipa interakcija ekstrakata

Za ispitivanje interakcija metanolnih lipopeptidnih ekstrakata Bacillus sp. izolata
prema odredenim fungalnim patogenima izolovanim sa semena, kori$¢ena je prethodno
opisana mikrodiluciona metoda u TSB medijumu i istim inokulumom sa svaku
ispitivanu gljivu. Testirana koncentracija uniformisanih stokova ekstrakata iznosila je
14,25 mg/ml, dok je u slucaju pravljenja odgovaraju¢ih smeSa dva ili tri ekstrakta
koriS¢ena 1/2, odnosno 1/3 koncentracija uniformisanih stokova lipopeptidnih
ekstrakata, respektivno. PloCe su inkubirane 72 h na 28 °C, nakon Cega je izvrSena

provera rasta fungalnih kultura.

U cilju definisanja efekata interakcije lipopeptidnih ekstrakata sprovedena su
izraCunavanja FIC 1 FICi koeficijenata, na prethodno opisani nain u radu sa

bakterijama.
3.2.2.7 Odredivanje uticaja etil-acetatnih ekstrakata na morfologiju hifa gljiva

Testirane fitopatogene gljive su gajene na PDA Soljama sedam dana na 28 °C.
Micelije gljiva su asepticno (inokulacionom iglom) prenesene na povrSinu

mikroskopskih ploc¢ica prekrivenih tankim (5 mm) slojem PDA medijuma prethodno
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inokulisanog sa 20% (v/v) etil-acetatnim ekstraktima izolata SS-12.6 i SS-13.1.
Inokulisane plocice su inkubirane na 28 °C u mraku tri dana. Hife gljiva uoCene na
ploCicama su obojene laktofenol pamuk plavom bojom, a naknadne promene u
morfologiji mladih hifa u nastajanju registrovane su kori§¢enjem svetlosnog mikroskopa

(600x 1 1000x uvecanje).

3.2.2.8 Odredivanje uticaja etil-acetatnog ekstrakata na redukciju nekroze ploda

jabuke in planta

U ovom biokontrolnom testu, plodovi jabuka (sorte Zlatni DeliSes) su isprani
teku¢om vodom, zatim potapani u etanolu (70%) u trajanju od 2 min, a potom ispirani
dva puta sterilnom destilovanom vodom i osuSeni na vazduhu. PovrSinski sterilisani
plodovi su namerno povredivani (5 mm u pre¢niku i 5 mm dubinski) punktiranjem
pomocu busilice za cepi¢e. Volumen od 50 pl etil-acetatnog ekstrakta izolata SS-12.6 je
dodavan u prethodno napravljenu ranu na plodu. Nakon 1 h, rana je inokulisana istim
volumenom (50 pl) konidijalne suspenzije svakog testiranog fungalnog izolata
izolovanog sa plodova vocéa i povréa. Sva testiranja su uradena u triplikatu. Plodovi
inokulisani iskljucivo konidijalnom suspenzijom odredenog patogena su predstavljali
pozitivnu kontrolu, dok su negativhu kontrolu predstavljali plodovi inokulisani
sterilnom destilovanom vodom, budu¢i da je koriS¢en vodeni ekstrakt antagoniste
pomenutog nacina ekstrakcije. Svi plodovi su smeStani u vlaznu komoru i inkubirani na

25 °C. Nakon 7 dana inkubacije meren je pre¢nik nekroti¢nih lezija.

3.2.2.9 Odredivanje uticaja etarskih ulja, supernatanta i ekstrakta na klijavost i

inficiranost semena nevena in situ

Semena nevena (Calendula officinalis L.) su nabavljena od Instituta za

proucavanje medicinskog bilja “Dr Josif Panci¢” iz Beograda.

Antifungalni i sinergisticki potencijal bescelijskog supernatanta (SN) i sirovog
etil-acetatnog ekstrakta izolata SS-12.6 (CLE, en. Crude Lipopeptide Extract), etarskih
ulja Cubra i timijana, na semenima nevena in situ, je testiran modifikovanim postupkom
koga su prethodno opisali Kritzinger et al. (2002). Pored toga, ispitivan je i efekat na
klijavost semena. Analiza fungalne infekcije i klijavosti semena nevena je sprovedena

inkubacijom semena na vlaznom filter papiru i na PDA podlozi. Tri stotine semena za
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svaki tretman (6 ponavljanja, svako sa po 50 semena) je sterilisano 1% NaClO tokom 3
minuta, a zatim su tri puta isprana sterilnom vodom i ostavljena da se suse na vazduhu.
Po Sest semena je prebaceno na PDA medijum, posle svakog tretmana pomenutim
agensima. Nakon sedam dana inkubacije na 25 °C, delovi micelija uzetih iz dobro
razvijenih kolonija prebaceni su na PDA radi dalje analize i identifikacije fungalnih
izolata. Semena nevena su tretirana etarskim uljima, SN-om i CLE-om izolata SS-12.6
pojedinacno 1 u kombinacijama. KoriS¢ene sraCunate koncentracije u eksperimentu bile
su 0,21 mg/ml za ulje Cubra i 0,40 mg/ml za ulje timijana. Potrebna zapremina etarskih
ulja rastvorenih u Tween 80 i CLE-a je dodata u 25 ml sterilne destilovane vode i
semena su potopljena u serije razliitih kombinacija i koncentracija. U slucaju
pojedinacnog testiranja (1) koriS¢eno je za etarska ulja, 1/4 proseéne MIC vrednosti 1
100% SN 1ili CLE-a; za kombinacije pojedinac¢nog ulja i CLE-a, (ii) koriS¢eno je 1/8
prosecne MIC vrednosti za ulja i 50% CLE-a; dok je u slucaju kombinacije oba ulja i
CLE-a, (iii) primenjivana je 1/12 prosecne MIC vrednosti ulja i 33% CLE-a. Semena
nevena bila su izloZena tokom 6, 12 1 24 Casa u razli¢itim kombinacijama agenasa 1
prebacena na filter papir u sterilne plasti¢ne kutije (25 cm x 15 cm X 7cm). Semena
natopljena destilovanom vodom, koriS¢ena su kao pozitivna kontrola za testiranje
efekata ispiranja. Parametri klijavosti i inficiranosti semena mereni su nakon cetvrtog,

sedmog 1 Cetrnaestog dana inkubacije na 25 °C.
3.2.3 METODE RADA SA DNK
3.2.3.1 Izolovanje ukupne DNK

Genomska DNK iz Bacillus sp. je izolovana prema modifikovanoj metodi
opisanoj kod Le Marrec et al. (2000). Nakon centrifugiranja bakterijskih prekono¢nih
kultura 10 min na 13000 x g i dva ispiranja peleta u 500 ul TEN pufera (50mM Tris,
pH 8; ImM EDTA, pH 8; 50mM NaCl), ¢elije su resuspendovane u 500 ul pufera za
lizu (PP pufer, pH 8, 0.3% NHs-acetat; 0.02% Mg-acetat; 20% saharoza) koji je sadrzao
20 pg/ml lizozima (Serva GMBH, Heidelberg, Germany) 1 inkubirane su 30 min na 37
°C. Reakcija je zatim zaustavljana dodavanjem 250 pl 2% (w/v) SDS-a 1 200 pl donje
faze neutralnog fenola. Nakon centrifugiranja na 13000 x g (10 min), gornja faza je
sakupljana 1 prebacena u nove tube. Slede¢i korak je ukljucivao dodavanje 1/10

volumena 3M Na-acetata (pH 4.8) 1 1 volumena izopropanola i sve je centrifugirano na
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13000 x g u trajanju od 20 min. DNK je precipitirana hladnim 70% etanolom i
resuspendovana je u 50 ul TE pufera u koji je dodato 2 ul RNaze (10 mg/ml).

3.2.3.2 Umnozavanje fragmenata DNK metodom PCR

Za sekvenciranje 16S rRNK gena, umnoZavanje Zeljenog fragmenta je vrSeno
pomocu prajmera UN1,6sF 1 UN16sR (Tabela 4). Uzorci za PCR su pripremani tako da
25 ul reakcione smese, koja sadrzi 0,1-1 pg genomske DNK su dodavani 25 mM MgCl,
u finalnoj koncentraciji 2.5 mM, dNTP smeSa (svaki ANTP po 200 pmol/l), prajmeri
(svaki po 1 pl) i 1 U DNK Taq polimeraza (Fermentas UAB, Vilnus, Litvanija). PCR
reakcija je radena po slede¢em programu: inicijalna denaturacija na 94 °C u trajanju od
5 min pracena je sa 30 ciklusa koji su se sastojali od: denaturacija 30 sec na 94 °C,
vezivanje prajmera 1 min na 50 °C, polimerizacija 30 sec na 72 °C i poslednji ciklus
polimerizacije na 72 °C u trajanju od 7 min. Ovako dobijeni PCR produkti su nakon
preciS¢avanja uz pomo¢ kita (QIAquick PCR Purification; QIAGEN GmbH, Hilden,
Nemacka) slati na sekvenciranje (sa oba prajmera) u centar za sekvenciranje

(Macrogen's sequencing service, Koreja).

Za detekciju 1 umnozavanje dela gena iturinskog operona PCR reakciona smeSa
je pripremana na slede¢i nacin: 1 pl totalne DNK, 2.5 U KAPA Long Range DNK
polimeraze (Kapa Biosystems, Boston, SAD), 5 ul 5 x KAPA LR pufera (bez dodatog
Mg2+), 1,75 wl MgCl, (25mM), 0,75 pl rastvora dANTP (10mM svakog) 1 po 1 pl
prajmera ITUPI-F i ITUP1-R (Tsuge et al., 2005) (Tabela 4). PCR je izvoden prema
instrukcijama proizvodaca KAPA Long Range polimeraze, koje preporuc¢uju dodatni
korak auto-ekstenzije i nizu temperaturu ekstenzije. Program se sastojao od: pocetne
denaturacije 2 min na 94 °C, umnoZavanja fragmenata DNK u 10 ciklusa: 15 sec na 94
°C, 15 sec na 45 °C za vezivanje prajmera i 3 min polimerizacije na 68 °C (korak auto-
ekstenzije), a zatim i od 25 ciklusa: denaturacije 15 sec na 94 °C, vezivanja prajmera 15
sec na 45 °C, 3 min polimerizacije na 68 °C, kao i zavrSne polimerizacije 10 min na 72

°C.

PCR uslovi za umnoZavanje dela gena sfp, odnosno gena za 4'-fosfopanteteinil
transferazu su bili isti kao 1 za umnozavanje dela iturinskog operona, s' tim $to su

koriS¢eni prajmeri P17 1 P18 (Hsieh et al., 2004) (Tabela 4).
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Tabela 4. Sekvence PCR prajmera koris¢enih u ovom radu.

Ocdekivana ..
Oznaka . e . Detekcija
. Sekvenca prajmera duzina proizvoda
prajmera (bp) fragmenta
5-GAGAGTTTGATCCTGGC-3'
UNljesF 1500 16S rDNK
UN1;6sR 5 AGGAGGTGATCCAGCCG-3'

ITUPI-F  5-AGCTTAGGGAACAATTGTCATCGGGGCTTC-3' Delovi gena ifuA i
2000 ituB sa
ITUPI-R  5-TCAGATAGGCCGCCATATCGGAATGATTCG-3' intergenskim
reglonom
P17 5'-ATGAAGATTTACGGAATTTA-3' 675 sfp gen surfaktin
P18 5TTATAAAAGCTCTTCGTACG-3' sintetaze
BACCI1-F 5-GAAGGACACGGCAGAGAGTC-3' bamC gen
' ' 875 bacilomicin D
BACC1-R 5 CGCTGATGACTGTTCATGCT-3 sintetaze
FENDI-F 5 TTTGGCAGCAGGAGAAGTT-3' 064 fenD gen fengicin
FENDI1-R 5'-GCTGTCCGTTCTGCTTTTTC-3' sintetaze
AKS-F 5" TCHACWGGRAATCCAAAGGG-3' 1125, 1152, 1161, krsA,
TKS-R 5'-CCACCDKTCAAAKAARKWATC-3' 1167, 1173 krsB i krsC geni

Za detekciju i umnozavanje fengicinskog i bacilomicin D sintetaznog
biosintetskog klastera PCR reakciona smeSa (25 ul) je sadrzala 1 pl totalne DNK, 1.75
mM (u slu¢aju BACCI-F/BACCI-R prajmera - Tabela 4) i 2 mM (u slucaju FENDI-
F/FENDI1-R prajmera - Tabela 4) MgCl,, dNTP smeSu (svaki dNTP po 200 umol/l),
prajmere (svaki po 1 pl) i 1 U DNK Taq polimeraza (Fermentas UAB, Vilnus,
Litvanija) (Ramarathnam et al., 2007). PCR reakcija je radena po slede¢em programu:
(a) BACCI-F/BACCI-R - inicijalna denaturacija na 94 °C u trajanju od 3 min pracena
je sa 35 ciklusa koji su se sastojali od: denaturacija 1 min na 94 °C, vezivanje prajmera
30 sec na 60 °C, polimerizacija 1 min i 45 sec na 72 °C i poslednji ciklus polimerizacije
na 72 °C u trajanju od 6 min; (b) FENDI-F/FENDI1-R - inicijalna denaturacija na 94 °C
u trajanju od 1 min pracena je sa 45 ciklusa koji su se sastojali od: denaturacija 1 min na
94 °C, vezivanje prajmera 1 min na 62 °C, polimerizacija 1 min i 45 sec na 72 °C i

poslednji ciklus polimerizacije na 72 °C u trajanju od 6 min (Ramarathnam et al., 2007).

UmnoZavanje Zeljenih segmenata kurstakinskog operona vrSeno je pomocu
izrodenih prajmera AKS-F i TKS-R (Abderrahmani et al., 2011) (Tabela 4). Uzorci su
pripremani tako da je 20 pl reakcione smese sadrzalo 1 ul genomske DNK, 0,5 ul ANTP
smesSe (200 pmol/l), prajmere (20 uM) (svaki po 1,5 ul), 2 ul pufera 10 x Kapa, 0,1 ul
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DNK Taq polimeraza (Fermentas UAB, Vilnus, Litvanija) i H;O 13,4 pl. PCR reakcija
je radena po slede¢em programu: inicijalna denaturacija na 94 °C u trajanju od 3 min
pracena je sa 30 ciklusa koji su se sastojali od: denaturacije 1 min na 94 °C, vezivanja
prajmera 40 sec na 44.4 °C, polimerizacije 2 min na 72 °C 1 poslednjeg ciklusa

polimerizacije na 72 °C u trajanju od 10 min (Abderrahmani et al., 2011).
3.2.3.3 Horizontalna elektroforeza DNK na agaroznom gelu

Elektroforeza totalne DNK 1 fragmenta DNK umnozenih PCR metodom je
radena na horizontalnim agaroznim gelovima. Gelovi su pravljeni otapanjem agaroze u
IXTAE puferu (40 mM Tris-acetat, IM EDTA, pH 8) uz dodavanje etidijum bromida
(0,5 pg/ml). Kao pufer za elektroforezu koris¢en je 1xTAE pufer. Ispitivani uzorci (5
pl) su meSani sa 2 pl boje (50% glicerol, 1x TAE, 0.3% orange G) i nanoSeni na gel.
KoriS¢eni su 1% agarozni gelovi, a elektroforeza je tekla pri konstantnom naponu od 7

V/cm gela u trajanju od 1 h.

Veli¢ine linearnih DNK fragmenata dobijenih posle umnoZavanja DNK
odredivane su uporedivanjem duZine predenog puta DNK analiziranih fragmenta u
odnosu na duzinu puta DNK fragmenata poznate veli¢ine (GeneRulerTM 100bp DNA
Ladder 100-3000 bp) (Fermentas UAB, Vilnius, Litvanija). Gelovi su fotografisani pod
UV osvetljenjem (Biometre, Getingen, Nemacka). Odredeni PCR fragmenti o¢ekivane
duzine su precis¢eni i sekvencirani (Macrogene sequencing service, Amsterdam,

Holandija).
3.2.3.4 PreciS¢avanje DNK fragmenata

Elucija DNK fragmenata dobijenih PCR metodom vrSena je koriS¢enjem
“QIAquick Gel extraction kit” po protokolu proizvodaca (QIAGEN GmbH, Hilden,

Nemacka).
3.2.3.5 Filogenetske analize

U cilju identifikacije bakterijskih antagonistiCkih sojeva, 16S rRNK sekvence
gena su uporedivane sa objavljenim sekvencama u NCBI GenBank bazi podataka
(National Center for Biotechnology Information) koris¢enjem BLASTrn programa

(Altschul et al., 1997) pri ¢emu je pozicija nukleotida proveravana manuelno. Kako bi
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se obezbedila taksonomska relevantnost, koris¢ene su sekvence najsrodnijih sojeva za
filogenetske analize. Sve sekvence su poravnane pomocu CLUSTAL W moda
(Thompson et al., 1997) implementiranog u BioEdit 7.1.3 programu (Hall, 1999).
Filogenetska stabla su konstruisana u MEGA 5 programu (Tamura et al., 2011) pomoc¢u
“Neighbor-joining” metoda zasnovanog na poravnavanju parova matrice sa Kimura
dvoparametarskim modelom supstitucije nukleotida. Topologija stabala je ocenjena

pomocu “bootstrap” metode naknadne obrade sa 1000 ponavljanja.

3.2.4 METODE IZOLACIJE, PRECISCAVANJA I DETEKCIJE
ANTIMIKROBNIH SUPSTANCI

3.2.4.1 Izolacija lipopeptidnih jedinjenja etil-acetatnom ekstrakcijom

Prekono¢na kultura bakterija gajena na 37 °C je oslobodena celija
centrifugiranjem 20 min na 5000 rpm na 4 °C 1 1000 ml tako pripremljenog supernatanta
je koriS¢eno za ekstrakciju lipopeptida etil-acetatom, u odnosu 1:1.1 (v/v). Nakon 2 sata
mesSanja (na magnetnoj mesalici) supernatanta i etil-acetata ili preko no¢i uz dodatak
NaCl (30 g/L), smeSa je ostavljena da miruje u levku za separaciju kako bi se razdvojile
faze. Prikupljana je etil-acetatna (gornja) faza koja je zatim uparavana do suvog na
sobnoj temperaturi. Precipitat je rastvaran u razliitim polarnim rastvaraCima poput
dejonizove vode, metanola ili DMSO-a u zavisnosti od vrste eksperimenata i testiranja
rastvorljivosti. Dobijeni ekstrakti su sterilisani filtriranjem kroz 0,45 pm Durapore™

filtere (Milipore, Billerica, SAD).

3.2.4.2 Izolacija lipopeptidnih jedinjenja kombinacijom kiselinske precipitacije i

ekstrakcije metanolom

Kombinovana kiselinska precipitacija i ekstrakcija rastvaratem prethodno je
opisana kod Vater et al. (2002). Prekono¢na kultura bakterija gajena na 37 °C je
oslobodena celija centrifugiranjem 20 min na 5000 rpm na 4 °C i 1000 ml tako
pripremljenog supernatanta je rasporedeno u nekoliko manjih sudova iste zapremine i
vr$eno je zakiSeljavanje koncentrovanom HCI do pH 2 vrednosti rastvora. Dozvoljena je
precipitacija preko no¢i na 4 °C. Nakon ponovnog centrifugiranja pod istim uslovima,
dobijeni pelet je ekstrahovan metanolom uz stalno meSanje na magnetnoj mesalici u

trajanju od 2 sata. Dobijeni ekstrakti su sterilisani filtriranjem kroz 0,45 um Durapore™
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filtere i uparavani do suvog koriS¢enjem rotacionog uparivaca (Biichi Rotavapor R-215,

Svajcarska).
3.2.4.3 Reverzno-fazna te¢na hromatografija visokih performansi (HPLC)

Purifikacija lipopeptida je uradena prema metodi koju su opisali Rao et al.
(2008). Etil-acetatna frakcija lipopeptida, koja je pokazala antimikrobno dejstvo je
razdvojena na reverzno faznoj HPLC ZORBAX Eclipse Plus C18 koloni (Agilent
Technologies, Santa Klara, SAD). KoriS¢en je protokol sa izokratskom mobilnom
fazom koja se sastojala od acetonitrila (J. T. Baker, Centralna Dolina, SAD) i 10 mM
amonijum acetata (40:60, v/v), (Sigma Aldrich, Taufkirhen, Nemacka). Protok je bio 1
ml/min 1 elucija je trajala 40 min. Tokom elucije merena je apsorbanca na talasnoj
duZini od 260 nm. Sve frakcije u zapremini od 750 pl su sakupljene u frakcionom
kolektoru (Agilent Technologies 1260 Infinity LC system, Santa Klara, SAD) i dalje

analizirani masenom spektrometrijom.
3.2.4.4 Analize masene spektrometrije (MS)

Etil-acetatne frakcije lipopeptida odredenih izolata preciS¢ene HPLC sistemom
analizirane su na Orbitrap hibridnom masenom spektrometru (Linear Trap Quadrupole
(LTQ) Orbitrap XL) opremljenom grejnim elektrosprej jonizatorom (HESI-II; Thermo
Fisher Scientific, SAD). Maseni spektrometar je radio u pozitivnom modu, a uzorci su
direktno injektirani pri protoku od 15 pl/min. Vrednosti parametra jonskog izvora su bili
sledeci: izvor napona 4 kV, temperatura sonde 55 °C, temperatura kapilare 120 °C,
protok gasa (He) 10 arbitrarnih jedinica, dok je protok pomoc¢nog gasa (N;) iznosio 3
jedinice. Maseni spektar je sniman u opsegu odnosa m/z 750-1500. Za studije
fragmentacije podaci koji zavise od snimanja su ostvareni kolizionom indukovanom

disocijacijom (CID).

Analizirani su etil-acetatni, metanolni i vodeni ekstrakti dobijeni iz
supernatanta prekono¢nih kultura odredenih izolata Bacillus sp. MALDI-TOF-MS
(Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry)
analizom. Ovi eksperimenti su izvedeni na Voyager-DE PRO Biospectrometry
Workstation (Applied Biosystems, Foster, CA, SAD) TOF masenom spektrometru

opremljenim sa 337 nm pulsnim azotnim laserom, prema uputstvima opisanim ranije
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(Athukorala et al., 2009; Abderrahmani et al., 2011). Svi testirani uzorci su pomesani sa
jednakom zapreminom zasi¢enog rastvora 2,5-dihidroksibenzoeve kiseline (DHB) (50
mg u 1 ml 70% acetonitrila/0.1% trifluorosir¢etne kiseline). 1-2 pl alikvota ovakve
meSavine je nanoSeno na ploCice 1 ostavljene su da se osuSe na vazduhu. U radu je
koriS¢ena pozitivna jonska detekcija i reflektorski mod operacije. Potencijal ubrzanja je
odrzavan konstantnim na 20 kV tokom svih merenja. Maseni spektar je sniman u
opsegu odnosa m/z 800-1700. Broj hitaca laserom je bio 400/spektru po svakom

testiranom uzorku.

Masa identifikovanih molekula dobijena na osnovu HPLC-LTQ Orbitrap MS 1
MALDI-TOF MS je uporedivana sa tatnom masom izracunatom primenom
ChemSpider softvera (www.chemspider.com) kao referentne biblioteke identifikovanih
jedinjenja. Za detektovana jedinjenja za koja ne postoje standardi, mase su proveravane

sa ranije objavljenim literaturnim podacima.

3.2.4.5 Visokoefikasna tankoslojna hromatografija lipopeptidnih ekstrakata sa

indirektnom bioautografskom metodom

Tankoslojna hromatografija je vrsta hromatografske tehnike i sastoji se od
sistema stacionarne i mobilne faze. Stacionarna (nepokretna) faza ima svojstvo da
vezuje molekule ispitivanih supstanci na osnovu razlicitih mehanizama, medu kojima su
dominantni adsorpcija i raspodela (particija). Mobilna (pokretna) faza ili eluent, prolazi
kroz stacionarnu fazu nose¢i sa sobom molekule ispitivanih supstanci razli¢itom
brzinom u zavisnosti od hemijskih i fizi¢kih svojstava analita (Miller, 2005). Postupak
razdvajanja se moZe posmatrati kao sekvencijalni proces u kojem se migracija ispitivane
supstance ponavlja kroz Citavu stacionarnu fazu sve dok rastvara¢ ne dostigne odredeni
nivo na HPTLC plo¢i. ZadrZavanje, odnosno retencija jedinjenja u ovom

hromatografskom sistemu se izrazava kao retardacioni (retencioni) faktor:
RF =a/b

gde je a duzina puta koji je preSla analizirana supstanca i b duZina puta rastvaraca. Na
osnovu Rr vrednosti, mogu se dobiti informacije o polarnosti, spektralnim svojstvima

(apsorbancija, fluorescencija), veli¢ini molekula ispitivanog analita (Morlock and
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Schwack, 2010), kao i vrednosti predenog puta antimikrobnih supstanci roda Bacillus u

bioautografiji (Kumar et al., 2009).

Tankoslojna hromatografija kombinuje bioloski i hemijski metod detekcije
aktivnih jedinjenja. Kada se se kombinuje sa bioloSkim metodama, poznata je kao TLC
bioautografija (Marston, 2011). Ovakvi testovi se Cesto koriste u cilju dokazivanja
aktivnosti ekstrakta ili pojedinih Cistih supstanci dobijenih iz Zivih mikroorganizama ili
drugih organizama. Bioautografija podrazumeva gajenje ¢elija (mikroorganizama, na
primer) na HPTLC plocici, dok je autografija primena hemijske metode za detekciju
bioloskog efekta ili procesa. Postoje tri razliite bioautografske metode: direktna
bioautografija, kontaktna bioautografija (agar difuziona) i imerziona (agar ,,overlay‘)
bioautografija (Choma and Grzelak, 2011). Poslednje dve pripadaju indirektnim
metodama. Procedura u indirektnoj bioautografiji je sliCna onoj u agar difuzionim
metodama sa tom razlikom S$to testirana jedinjenja difunduju u inokulisani agar sa
hromatografskog sloja koji je adsorbent (silika gel) ili papir (Puupponen-Pimii et al.,
2001).

Za hromatografska ispitivanja primenjena je tehnika horizontalne visokoefikasne
tankoslojne hromatografije (HPTLC) opisana ranije (Das et al., 2008). Hromatografski
sistem koriS¢en za analizu lipopeptidnih ekstrakata se sastojao od silika gel 60 HPTLC
aluminijumskih ploca (Art. HX384162, MERCK, KGaA, Darmstad, Nemacka) kao

stacionarne i rastvora hloroform : metanol : voda (65:25:4, v/v/v) kao mobilne faze.

Zapremine od 10 pl lipopeptidnih ekstrakata (koncentracije stoka 14,25 mg/ml) i
5 wl standardnih jedinjenja iturina A i surfaktina (koncentracije stoka 10 mg/ml) su
nanoSene na plo¢e dimenzija (10 x 10 cm 1 20 x 10 cm) u obliku traka duZine 8 mm
koriste¢ci TLC CAMAG Linomat 4 aparata za automatsko nanoSenje uzorka (CAMAG,
Muttenz, Svajcarska). Vreme zasi¢enja kade parama rastvara¢a iznosilo je 20 min. Front
rastvaraa je bio 70 mm, a vreme suSenja nakon razvijanja hromatograma 5 min.
Vizualizacija dobijenih profila traka je izvedena pod UV svetloS¢u na 254 i 366 nm
talasne duzine. Za dokazivanje prisustva lipopeptidnih komponenata ploce su
derivatizovane potapanjem (5 sec) u 0.2% rastvor ninhidrina u metanolu i zagrevane do

100 °C.
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Fotografije su obradene u Image] softveru za obradu slike hromatograma.
Ispitivani ekstrakti na ploci su oznaceni duz cele ploce, sa jedne strane i od startne mrlje
do fronta rastvaraca, sa druge strane. Crtanje profila izvodeno je za svaki uzorak
ponaosob 1 isti su predstavljali grafiCki prikaz zavisnosti intenziteta zona (izraZen u

pikselima) u funkciji rastojanja.

Indirektna agar ,overlay varijanta bioautografske metode na prethodno
razvijenim HPTLC plocama sa testiranim lipopeptidnim jedinjenjima je izvedena prema
modifikovanoj metodi opisanoj kod Valgas et al., 2007. Na plo€ice dimenzija S X 5 cm
naneti su standardi iturina A i surfaktina u vidu spotova razli¢itih koncentracija i prenete
su na prethodno razlivene petri Solje sa LA podlogom. Tako pripremljene plocCice
prekrivene su slojem LA soft medijuma (5 ml) prethodno inokulisanog sa 0,5 ml
bakterija (1 x 10® CFU/ml). Na plocice dimenzija 10 x 10 cm, sa prethodno razvijenim
uzorcima lipopeptidnih ekstrakata nanet je sloj LA soft medijuma (7 ml) prethodno
inokulisanog sa 0,7 ml bakterija, dok je plo¢a dimenzija 20 x 10 cm prekrivena sa 14 ml
istog medijuma inokulisanog sa 1,4 ml bakterija. HPTLC plocice su postavljene u
sterilne plasti¢ne kutije (25 cm x 15 cm x 7cm) sa vlaZznom atmosferom i ostavljane na
4 °C minimum dva sata, zbog boljeg difundovanja antimikrobnih supstanci u sloj agara,
a zatim inkubirane preko no¢i na 30 °C. Nakon inkubacije ploc¢e su poprskane rastvorom
0.2% MTT-a (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, Sigma-Aldrich, SAD) i 0.1%
Triton X-100 (Sigma-Aldrich, SAD) radi vizualizacije zona inhibicije rasta tj. aktivnih
supstanci. MTT je indikator rasta koji se u prisustvu Zivih ¢elijja mikroorganizama
konvertuje u nerastvorljiv formazan ljubicaste boje usled raskidanja tetrazolijumskog
prstena pomoc¢u enzima dehidrogenaze. Plo¢e se vrac¢aju na doinkubaciju u trajanju od

1-2 h, odnosno do pojave zona inhibicije.
3.2.5 STATISTICKE ANALIZE

Dobijeni rezultati su nakon provere normalnosti Kolmogorov-Smirnovim
testom, podvrgnuti analizi standardne varijanse (One and Two-way ANOVA testovi).
Srednje vrednosti procenata inhibicije micelijskog rasta u in vitro uslovima i procenti
redukcije nekroze na plodovima jabuka in planta u slu€aju patogena poreklom sa
plodova voca i povréa delovanjem testiranih ekstrakata, su dobijeni koriS¢enjem

Dankanovog testa viSestrukog opsega. Takode, isti test je primenjen i u slucaju
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dobijanja srednjih vrednosti procenata inhibicije rasta micelije fungalnih patogena
poreklom sa semena nevena u in vitro uslovima prilikom testiranja sinergistickog
delovanja ekstrakta i etarskih ulja, kao 1 tokom pracenja klijavosti i ukupne fungalne
infekcije semena nevena in situ delovanjem istim agensima. Statisticka znacajnost
primenjena u svim testovima je bila P<0.05. Statisticka analiza je izvrSena primenom
softverskih programa STATISTICA v.7 (StatSoft, Inc.) i IBM SPSS Statistics v.20
(SPSS, Inc.).
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4 REZULTATI I DISKUSIJA

4.1 IZOLOVANJE I PRELIMINARNA DETERMINACIJA Bacillus sp.

Koriste¢i osobinu bakterija roda Bacillus da mogu formirati endospore u
nepovoljnim uslovima, u prethodnim istrazivanjima izolovano je 1 delimi¢no
okarakterisano 205 izolata sa razli¢itih lokaliteta 1 iz tri razliite ekoloSke niSe sa
podrucja Srbije (Slika 5). Nakon termalne inaktivacije uzoraka (80 °C u trajanju od 10
minuta), Ciste kulture bakterija su testirane katalaza testom, a nakon toga su obojene
metodama po Gramu i Sefer-Fultonu. Pokazalo se da su svi izolati gram- i katalaza-
pozitivni bacili koji produkuju endospore. Na ovaj nacin je izolovano 1 u ovom radu
koriS¢eno 23 izolata iz sena i slame, 61 izolat iz stajskog dubriva i 121 izolat iz

zemljista (Stankovic¢, 2003; Beri¢, 2010).
4.2 IZOLOVANJE I DETERMINACIJA GLJIVA

Imaju¢i u vidu prethodno istrazivanje mikrobioloSkog kvaliteta biljnih droga i
najveceg problema u smislu kontaminacije gljivama (Stevi¢, 2013), jedan od ciljeva
ovog rada je bio 1 izolacija 1 determinacija fungalnih vrsta sa semena nevena. Neven je
izabran kao veoma vaZna biljka u proizvodnji razli€itih biljnih preparata u industriji
fitomedicine. KoriS¢enjem standardnih determinatora na osnovu makroskopskih i
mikroskopskih karakteristika izvrSena je ukupna determinacija 11 wvrsta gljiva:
Aspergillus flavus, A. niger, A. ochraceus, Alternaria alternata, Penicillium sp.,
Fusarium semitectum, F. oxysporum, F. solani, F. proliferatum, F. nygamai i F.

polyphialidicum.
4.3 PROIZVODNJA I DETEKCIJA ANTIMIKROBNIH SUPSTANCI

Kod mnogih vrsta roda Bacillus potvrdeno je prisustvo tri glavne familije
lipopeptida: surfaktina, iturina i fengicina, koje obuhvataju razliite strukturalne
varijante u zavisnosti od geneticke pozadine odredenih sojeva. Pored ove tri velike
familije, takode su identifikovane i ostale klase bioktivnih lipopeptida sintetisanih od
strane Bacillus vrsta (Lee et al.,, 2007; Hamdache et al., 2013), ukljucujuéi i

kurstakinsku familiju lipopeptida (Hathout et al., 2000). Svaka familija ovih jedinjenja
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pokazuje specifi¢ne antibiotske aktivnosti i stoga svako od njih moZe biti ukljuceno u
antagonizam razli€itih biljnih patogena. Mnogobrojni literaturni podaci sugerisu ulogu
lipopeptidnih jedinjenja, koje proizvode bakterije iz roda Bacillus, u direktnom
antagonizmu zasnovanom uglavnom na in vitro antimikrobnim ispitivanjima aktivnosti.
Kombinacije nekoliko razli€itih pristupa su ukljucivale: detekciju biosintetskih operona,
ispitivanje i dokazivanje antagonistiCke aktivnosti izolata i njihovih lipopeptidnih
ekstrakata in vitro, in situ 1 in planta, kako na bakterijskim tako 1 na fungalnim
fitopatogenima, otkrivanje potencijalnih sinergistickih efekata izolata Bacillus sp. i
drugih prirodnih produkata, kao i kvantifikaciju lipopeptidnih jedinjenja razliitim

pristupima detekcije.
4.3.1 BIOSINTETSKI OPERONI

U kontekstu biokontrole biljnih bolesti, Bacillus vrste su ve¢ duzi niz godina u
fokusu istrazivanja zbog produkcje Sirokog spektra sekundarnih metabolita, a narocito
onih sintetisanih na neribozomalan nacin. Jedan od ciljeva ovog rada bavio se 1 uvidom
u prisustvo biosintetskih gena u kolekciji od 205 Bacillus sp. prirodnih izolata, PCR
detekcijom i umnoZavanjem potencijalnih biosintetskih operona ili nekih njegovih
delova sa ukupno pet razli¢itih setova prajmera. Za detekciju bacilomicina D i
fengicinskog sintetaznog klastera koriSc¢eni su prajmeri BACC1-F/BACCI-R 1 FEND1-
F/FENDI1-R (Ramarathnam et al., 2007), koji u PCR reakciji generiSu fragmente od 875
bp koji sadrze bamC gen bacilomicin D sintetaze C, odnosno fragmente duZine 964 bp
fenD gena fengicin sintetaze u slucaju fengicinskog operona. Za detekciju prisustva
iturinskog operona koris¢eni su prajmeri ITUP1 1 ITUP2 (Tsuge at al., 2005), koji u
PCR reakciji generiSu fragment od 2 kb koji sadrzi delove gena ituA 1 ituB, kao i
intergenske sekvence izmedu ova dva gena. U cilju detekcije sfp gena tj. surfatinskog
operona koris¢eni su prajmeri P17 i P18 (Hsieh et al., 2004) koji umnozavaju fragment
gena za 4'-fosfopanteteinil transferazu u duzini od 675 bp. Za umnoZavanje
kurstakinskog operona koriS¢eni su degenerativni prajmeri AKS-F/TKS-R
(Abderrahmani et al., 2011) dobijeni na osnovu konzerviranih motiva nakon
poravnavanja sekvenci koje odgovaraju adenilatnom (A) ili tiolatnom (T) domenu krsA,
krsB 1 krsC gena kurstakinskog operona. Zbog toga se u pozitivnoj PCR reakciji

generiSu razliiti fragmenti duZina od 1125, 1152, 1161, 1167 1 1173 bp. Analiziraju¢i
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dobijene rezultate na nivou kompletne kolekcije testiranih izolata, najvec¢i broj (171
izolat) daje ocekivani DNK fragment koji odgovara bacilomicin D sintetazi (Prilog 4).
U priblizno istom opsegu su dobijene i ocekivane veliine fragmenata u slucaju
kurstakinskog (154 izolata) (Prilog 8) i surfaktinskog operona (142 izolata) (Prilog 7),
dok je prisustvo fragmenata iturinskog operona potvrdilo svega 84 izolata (Prilog 6).
Najmanja ucestalost u kolekciji je detektovana za fengicin sintetazu kod 59 izolata

(Prilog 5) koji su dali fragment o€ekivane duZine od 675 bp (Slika 6a).
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Slika 6. Detekcija biosintetskih operona (a) i ucestalost distribucije prisutnih operona (b)

u kolekciji od 205 Bacillus sp. izolata.

Analiza ucestalosti distribucije prisutnih biosintetskih operona pokazuje skoro
podjednak odnos izolata sa tri (67 izolata) i Cetiri (65 izolata) operona u razli¢itim
kombinacijama, dok je prisustvo svih pet operona pokazalo 11 izolata. Takode, 3 izolata
nisu dala u ovom istrazivanju nikakav pozitivan fragment ni u jednom testiranom
slu¢aju. Prisustvo 1 operona zabeleZeno je kod 24, a prisustvo 2 operona kod 35 izolata.

Dobijeni rezultati su u skladu sa ranijim istraZivanjem gde je testiran 51 izolat iste
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kolekcije na prisustvo iturinskog i surfaktinskog operona, s’tim da je 33 izolata dalo
pozitivan fragment u slucaju iturinskog operona i samo 6 izolata u slucaju
surfaktinskog, koliko je bilo zabeleZeno 1 u sluCaju prisustva oba gena (Beri¢ et al.,
2012). Ovakav podatak ne izneneduje zato Sto je poznato iz drugih studija da nekoliko
Bacillus sojeva poseduje mogucnost produkcije viSe familija lipopeptida istovremeno
(Roongsawang et al., 2002; Koumoutsi et al., 2004; Romero et al., 2007; Kim et al.,
2010). Takode, Arguelles-Arias et al. (2009) su pokazali istovremeno prisustvo osam
biosintetskih operona kod B. amyloliquefaciens GA1 soja, od kojih je aktivno samo pet

kako se kasnije ispostavilo.

Distribucija biosintetskih operona kod izolata u odnosu na ekolosku niSu iz koje

su izolovani je prikazana u Tabeli 5.

Tabela 5. Prisustvo i distribucija biosintetskih izolata izolovanih iz tri razlicite ekoloske niSe.

Detekcija biosintetskih operona

Poreklo i broj

0 1 2 3 4 5
uzoraka

operona  Operon  operona oOperona operona  operona

Seno i slama (23) - 4 5 11 3 -
% zastupljenost - 17,4 21,7 47,8 13,1 -
Pubrivo (61) 2 8 11 22 16 2
% zastupljenost 3,3 13,1 18 36,1 26,2 3,3
Zemljiste (121) 1 12 19 34 46 9
% zastupljenost 0,8 99 15,7 28,1 38,1 7.4

Iako brojnost izolata iz razliCitih ekoloskih niSa nije bila ista, ipak je moguce
uvideti odredene korelacije u distribuciji operona. Kao $to se moZe videti iz dobijenih
rezultata prisutnost Cetiri biosintetska operona je donekle sli¢na, uprkos razlic¢itom broju
testiranih izolata i1z ispitivanih niSa, dok je prisustvo 3 gena u razli¢itim kombinacijama
bilo detektovano skoro kod polovine testiranih uzoraka izolovanih iz sena i slame. Ono
Sto je takode zanimljivo istaéi jeste i ¢injenica da je samo kod 2, odnosno 3 izolata iz
pomenute ekoloske niSe detektovan pozitivan rezultat u slucaju fengicinskog i

iturinskog operona, respektivno (Tabela 5). Distribucija preostala tri operona je bila
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skoro ujednaCena i zastupljena kod nesSto manje od 50% testiranih izolata (Slika 7;

Prilog 1).

U slucaju izolata izolovanih iz stajskog dubriva 2 izolata (SS-27.2 1 SS-29.1) su
pokazala prisustvo svih pet testiranih biosintetskih operona, dok se odnos prisustva tri 1
cetiri operona razlikovao za oko 10% u korist izolata sa manjim brojem biosintetskih
gena. Zastupljenost fengicinskog operona, u ovoj ekoloskoj nisi, je zabeleZena kod vise
od 50% testiranih izolata, sa dvostruko vecom distribucijom istog nego u ostalim

niSama u odnosu na broj izolata (Tabela 5).

WIzolatiiz zemljista
Fogin “lzlatiz e dui
#Izolatiiz sena i slame
k
Tturin F
Surfaktin F
q

L d
BacilomicinD F
0 20 40 60 80 100
Broj testiranih Bacillus sp. izolata

Slika 7. Distribucija biosintetskih operona u zavisnosti od ekoloskih niSa Bacillus sp. izolata.

Za razliku od fengicinskog, iturinski operon je detektovan kod manje od 20%
uzoraka tj. kod 20 izolata iz stajskog dubriva, dok je distribucija preostala tri operona
bila skoro ujednacena, sa neSto ve¢im prisustvom bacilomicinskog operona (Slika 7;

Prilog 2).

Iako je najveci broj testiranih izolata poticao iz zemljiSta kao ekoloSke niSe,
distribucija fengicinskog operona je bila detektovana u 22% populacije sa 26 izolata
pozitivnih na prisustvo gena koji ucestvuju u sintezi fengicina. U suprotnosti sa
prethodne dve ekoloske niSe, prisustvo iturinskog operona je zabelezeno kod 69 izolata
Sto predstavlja vise od 57% populacije ove niSe, a njegova zastupljenost u poredenu sa
¢itavom kolekcijom je viSe od 80% (Tabela 5). Ta Cinjenica ukazuje na veliku razlicitost

prisustva dva poredena operona, fengicinskog i iturinskog u pogledu ekoloskih niSa
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ovih izolata. Za razliku od prethodne dve ispitivane niSe, kod izolata poreklom iz
zemljiSta, zastupljenost sva Cetiri operona u razli¢itim kombinacijama je zabelezena u
vecem procentu, shodno proporcionalno ve¢em broju uzoraka, dok je kod 9 izolata (SS-
6.2; SS-21.7; SS-35.4; SS-38.2; SS-38.3; SS-38.4; SS-39.1; SS-39.3 1 SS-40.2)
potvrdeno prisustvo svih pet ispitivanih biosintetskih operona. Kao i u slucaju
prethodne dve niSe, distribucija bacilomicinskog, surfaktinskog i kurstakinskog operona
je bila ujednacenija sa dominacijom izolata pozitivnih na bacilomicin D, a jedan izolat

nije dao pozitivan signal ni u jednom testiranju (Slika 7; Prilog 3).

Kao Sto se mozZe videti iz tabela (Prilozi 1-3) polovina testiranih izolata u slu¢aju
pozitivnih rezultata daje jednu specifi¢nu traku, dok druga polovina pored fragmenta
ocekivane duZine poseduje jednu ili viSe nespecificnih traka na gelu za sve testirane
operone, izuzev iturinskog kod koga nije detektovana nijedna nespecificna traka kod
ispitivanih izolata (Prilozi 4-8). Da bi se potvrdilo da je umnoZen specifican region
bacilomicinskog i fengicinskog operona, uradeno je sekvenciranje odredenog broja
dobijenih PCR produkata. U ranijim istrazivanjima izvrSeno je sekvenciranje nekoliko
PCR produkata iste kolekcije izolata za iturinski 1 surfaktinski operon 1 pokazan je visok
stepen homologije (97-100%) u oba slucaja sa iturinskim operonom i 4'-fosfopanteteinil
transferazom B. subtilis (Beri¢ et al., 2012). Dobijene sekvence su zatim uporedene sa
deponovanim sekvencama u GenBank koriste¢i BLAST analizu i rezultati su prikazani

u Tabeli 6.

DNK sekvence koje su dobijene iz uzoraka koji su davali jednu traku ocekivane
duzine od 875 bp su pokazale 97-99% identi¢nosti sa ve¢ poznatim sekvencama
bacilomicinskog operona B. subtilis, osim izolata SS-10.7 koji je pokazao neSto niZi
stepen homologije od 95% u slu¢aju bamC gena. DNK sekvence koje su dobijene iz
uzoraka koji su davali jednu traku duZine 964 bp su pokazale 95-98% identi¢nosti sa
ve¢ poznatim sekvencama fengicinskog operona. Dobijeni rezultati pokazuju
zadovoljavaju¢i stepen homologije umnoZenih i objavljenih sekvenci, pa se za
pouzdano$¢u moze re¢i da sojevi poseduju genetiCki potencijal za produkciju ovih

lipopeptidnih jedinjenja.
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Tabela 6. Rezultati sekvenciranja pozitivnih traka dobijenih kori§¢enjem prajmera BACCI-

F/BACCI1-R i FENDI1-F/FENDI-R.

Sekvencirani PCR produkti izolata Bacillus sp.
Naziv deponovanog izolata i
Identi¢nost (%)

SS-10.7 SS-19.3  SS-19.4  SS-26.1 SS-21.7 SS-28.1 SS-29.4

pristupni broj u NCBI bazi

B. subtilis BS2 bacilomicin D

sintetaza C (bamC gen) 95 X 99 X 97 99 97
(JN801140.1)

B. subtilis bacilomicin D

operon, kompletna sekvenca 97 X 98 X 97 98 97
(AY137375.1)

B. subtilis fenD gen

(AJO11849.1)

B. subtilis BS2 fengicin

sintetaza (fenD gen) 96 95 93 98 96 X X
(JN801142.1)

95 95 93 97 94 X X

Taksonomski razliCite Bacillus vrste, pokazuju ogromnu metabolicku mo¢ i
svestranost kroz produkciju strukturno razli¢itih bioaktivnih molekula, a narocito
neribozomalno sintetisanih lipopeptida. Da je proizvodnja sekundarnih metabolita
suStinska odlika ovih vrsta govori 1 Cinjenica da je Cak 4-5% ukupnog genoma B.
subtilis namenjeno upravo ovoj funkciji, koji pokazuje potencijal proizvodnje viSe od
dvadeset Cetiri strukturalno razli¢ita antimikrobna jedinjenja (Stein, 2005). Kod soja B.
amyloliquefaciens kao 1 u slucajevima nekih drugih sojeva, €ini se da je joS veci deo
genoma (~ 8%) ukljucen u sintezu ovih molekula (Arguelles-Arias et al., 2009; Chen et
al., 2009a; Ruckert et al., 2011). Lipopeptidi se sintetiSu neribozomalno pomocu velikih
multi-enzimskih kompleksa (NRPS) i takav biosintetski sistem vodi do veoma znacajne
heterogenosti medu ovim produktima u smislu prirode ciklizacije, duZine nacina
grananja lanaca masnih kiselina i do razli¢itog tipa i sekvence aminokiselinskih ostataka
(Stein, 2005). Tri glavne familije lipopeptida roda Bacillus, surfaktini, iturini i fengicini,
a u skorije vreme i predstavnici familije kurstakina (Béchet al., 2012), su uglavhom
proucavani u smislu njihove antagonistiCke aktivnosti protiv Sirokog spektra
potencijalnih fitopatogena, ukljucujuci bakterije, gljive i oomicete (Ongena and Jacques,

2008). Antifungalna aktivnost fengicina (Ongena et al., 2005) i bacilomicina D (Moyne
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et al., 2001), antiviralna i antimikrobna aktivnost surfaktina (Peypoux et al., 1999),
snazna antifungalna, hemoliticka i ogranicena antibakterijska aktivnost iturina (Maget-
Dana and Peypoux, 1994; Asaka and Shoda, 1996; Romero et al., 2007), kao 1
antifungalna 1 ograni¢ena antibakterijska aktivnost kurstakina (Hathout et al., 2000) su
samo neki od primera. Prirodni pul ovih lipopeptida se moZe proSiriti na direktan nacin
biokombinatorijski, uklju¢uju¢i rekombinantne peptidne sintetaze koje ucestvuju u
neribozomalnoj sintezi ovih lipopeptida (Vater et al., 2003). Rekombinantne peptid
sintetaze se mogu dobiti zamenama njihovih modula i domena, kao 1 mesto specificnom
mutagenezom aminokiselinskih ostataka ukljucenih u intermedijarne korake peptidne
sinteze (Ramarathnam et al., 2007). Na taj nacin Bacillus izolati, producenti ovakvih
lipopeptida mogu posluziti kao geneticki izvor prilikom konstruisanja velikih
biokombinatorijskih biblioteka, geneticki projektovanih peptidnih sintetaza u cilju

dobijanja novih i aktivnijih molekula.
4.3.2 IN VITRO ANTIMIKROBNI SPEKTAR IZOLATA

Antibioza je samo jedan od mehanizama biokontrole koja je veoma dobro
okarakterisana geneti¢ki 1 biohemijski kod Bacillus vrsta (Asaka and Shoda, 1996;
Koumoutsi et al., 2004). Kako se poslednjih godina sprovode intenzivna istrazivanja
antimikrobnih jedinjenja ovog roda u cilju otkrivanja agenasa za biokontrolu, naro¢ito
protiv fungalnih patogena, u ovom radu je pored toga ispitivan i antibakterijski
potencijal odabranih izolata kolekcije u in vitro uslovima. Naime, u prethodnom
istrazivanju kolekcije izolata, vrSeno je testiranje supernatanata svih izolata na
antagonizam protiv 5 fitopatogenih gram-negativnih bakterija (Beri¢, 2010). U tom
istrazivanju 127 izolata je pokazalo aktivnost protiv bar jedne indikatorske bakterije, a
od toga je 104 inhibiralo rast X. orzyae pv. orzyae, izazivaCa najdestruktivnije
bakterijske bolesti pirinca. Pored visoke efikasnosti protiv X. orzyae, izolati su pokazali
1 znaCajan potencijal u antagonizmu protiv svih indikatorskih fitopatogena kakav je bio
slucaj sa izolatima SS-9.2, SS-12.9 i SS-29.4. Takode, u jednom od prethodnih
istrazivanja dokazan je i veoma jak antifungalni efekat 14 izolata (SS-6.2, SS-10.7, SS-
12.6, SS-13.1, SS-21.7, SS-27.2, SS-35.4, SS-38.2, SS-38.3, SS-38.4, SS-39.1, SS-39.3,
SS-40.2 1 SS-40.6) na gljive izolovane sa biljnih droga (Stevi¢, 2013).
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Imaju¢i u vidu rezultate prethodnih istraZivanja, polazna analiza sposobnosti
sinteze antimikrobnih supstanci, pored ve¢ dokazanog genetickog prisustva
biosintetskih gena, ukljucivala je pet selektivno odabranih izolata kolekcije. Izabrana su
4 izolata poreklom iz zemljiSta, SS-10.7, SS-12.6, SS-13.1 i SS-38.4, i jedan izolat, SS-
27.2, iz stajskog dubriva. Vodeéi se logikom prethodnog istraZivanja u kome su tri
izolata prema analizi prisustva biosintetskih gena sadrzala sve prisutne gene sem
fengicinskog operona (Beri¢, 2010), odabrana su dva izolata (SS-12.6 1 SS-13.1) sa
prisustvom istih biosintetskih gena, dok su SS-27.2 i SS-38.4 pokazala prisustvo svih
pet testiranih operona, za razliku od izolata SS-10.7 kome su nedostajali geni
kurstakinskog operona. Analiza sposobnosti sinteze antimikrobnih supstanci uradena je
na 17 indikatorskih sojeva fitopatogenih bakterija X. arboricola pv. juglandis koristeci
modifikovani difuzioni metod u bunari¢ima (Harris et al., 1989). Kao bakterijski soj
koji je predstavljao svojevrsnu pozitivnu kontrolu u smislu najsenzitivnijeg soja ovog

rada, testirana je i aktivnost na L. monocytogenes (Tabela 7).

Tabela 7. Antimikrobna aktivnost supernatanta odabranih izolata Bacillus sp.

Indikatorski soj SS-10.7 SS-12.6 SS-13.1 SS-27.2 SS-38.4
X. arboricola 301 12 16 14 17 13
X. arboricola 314 14 16 14 16 13
X. arboricola 316 12 13 12 12 11
X. arboricola 327 16 15 14 T 13
X. arboricola 343 14 16 13 15 13
X. arboricola 350 14 15 14 12 13
X. arboricola 357 12 11 10,5 11 10
X. arboricola 358 14 14 12 16 13
X. arboricola 359 13 15 13 14 14
X. arboricola 382 14 16 14 13 14
X. arboricola 401 10,5 12 10,5 12 11
X. arboricola 406 15 18 14 T 15
X. arboricola 418 T 16 13 T 14
X. arboricola 422 T 16 13 T 13
X. arboricola 431 14 16 13 17 11,5
L. monocytogenes ATCC19111 13 15 14 20 17

P. carotovorum K5 - - - - _

P. carotovorum K6 - - - - _

Precnici zona inhibicije rasta predstavljeni su u mm.

T - prerastanje soja i nemogucnost ocitavanja zone inhibicije
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Svi izolati Bacillus sp. su ispoljili veoma jaku antimikrobnu aktivnost protiv
svih testiranih indikatorskih sojeva X. arboricola, a izdvojio se izolat SS-12.6, koji je
dao vece zone inhibicije od ostalih (Slika 8). Svi testirani izolati nisu imali nikakvog
efekta protiv sojeva P. carotovorum. L. monocytogenes je pokazala osetljivost prema
svim testiranim izolatima sa najve¢im zonama inhibicije sa SS-27.2 i SS-38.4. Prema
naSim saznanjima ovo je prvi rezultat ovog tipa u delovanju na sojeve X. arboricola,
visoke patogenosti (Ivanovi¢ et al., 2014), kao ekonomski znacajnog patogena oraha
Sirom sveta (Adaskaveg et al., 2011), Sto doprinosi razumevanju i suzbijanju bolesti

izazvanim patovarom juglandis.

Slika 8. Antibakterijska aktivnost Bacillus sp. izolata protiv sojeva X. arboricola pv. juglandis.

Nekoliko razli¢itih sojeva roda Bacillus je analizirano u dosadasnjim radovima u
smislu biokontrolnih antifungalnih agenasa. Recimo, B. subtilis izolovan sa povrSine
agruma je bio efikasan u kontroli zelene i plave plesni citrusa izazvane Penicillium
digitatum 1 P. italicum, respektivno (Obagwu and Korsten, 2003), kao i B. licheniformis

u borbi protiv sive plesni paradajza izazvanom fungalnim patogenom Botrytis cinerea
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(Lee et al., 2006). B. amyloliquefaciens je takode posluzio kao viSestruki biokontrolni
agens protiv razliitih fungalnih bolesti biljaka (Yoshida et al., 2002), a ekstracelularni
antifungalni metaboliti proizvedeni od strane B. pumilus pokazali su sposobnost
inhibiranja rasta micelije mnogih vrsta iz roda Aspergillus, Penicillium 1 Fusarium
(Munimbazi and Bullerman, 1998). Takode, prethodna istraZivanja bila su usmerena na
in vitro ispitivanja antagonistiCkog potencijala 14 razliitih izolata Bacillus sp.
kolekcije, prema fungalnim patogenima poreklom sa biljnih droga (Stevi¢, 2013). Na
osnovu dobijenih rezultata tog istrazivanja, uoceno je da su najbolji antagonisticki
potencijal na ve€inu testiranih gljiva ispoljili izolati Bacillus sp. SS-12.6, SS-13.1, a
zatim 1 SS-38.3 1 SS-38.4, SS-40.2, SS-27.2, SS-10.7, SS-21.7, SS-35.4, SS-38.2 1 SS-
6.2.

Inhibitorno delovanje razliitih izolata Bacillus sp. ispitivano je testovima
dvojne kultivacije gajenjem 10 vrsta fitopatogenih gljiva izolovanih sa plodova voca i
povréa u kombinaciji sa odgovaraju¢im antagonistom na istoj petri Solji. Na osnovu
preliminarnog testa uoceno je da su sve testirane gljive u odredenoj meri osetljive na
antagonisticko delovanje dva odabrana Bacillus izolata SS-12.6 1 SS-13.1 (Slika 9).
Potpuno odsustvo inhibicije je pokazao izolat SS-13.1 protiv P. expansum izolovanog sa
limuna. Umerenu aktivnost protiv C. gloesporioides poreklom sa visnje i C. acutatum
poreklom sa kruske, kao i protiv A. flavus i Mucor sp. poreklom sa plodova jabuke su
dala oba izolata Bacillus. Najvecu osetljivost na delovanje izolata SS-12.6 su pokazali
sojevi F.oxysporum, A. alternata i M. fructigena, razliCitog porekla, sa oko 70%
inhibicije u proseku, dok su fungalni patogeni B. obtusa, F. solani i P. expansum,

pokazali nesto manju osetljivost, ali nikada nizu od 60% inhibicije (Slika 9d).

Izolat SS-13.1 je pokazao manji potencijal za inhibiciju testiranih patogena u
odnosu na SS-12.6, a najjaca aktivnost je zabelezena u slucaju M. fructigena sa
inhibicijom rasta preko 74%. Dobijeni rezultati pokazuju izvesno odstupanje od
prethodnog istraZivanja sa razlikom u delovanju ova dva izolata na iste vrste fungalnih

patogena razliitog porekla (Stevi¢, 2013).
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Slika 9. Antifungalni efekat izolata SS-12.6 (levo) i SS-13.1 (desno) prema:
(a) A. alternata, (b) F. solani i (c) C. acutatum. (d) procenti inhibicije rasta micelija

testiranih patogena.

Naime, A. flavus izolovan sa biljnih droga pokazao je vecu osetljivost na
delovanje odabranih Bacillus izolata sa procentom inhibicije oko 60%, dok je u naSem
slu¢aju taj procenat iznosio 45% za oba izolata, sa nesto ja¢im efektom SS-12.6, kao i u
pomenutom istrazivanju. Priblizno slicna vrednost je dobijena za A. alternata u slucaju
izolata SS-12.6, ali ne i za drugi izolat kod koga je zabeleZena znatno slabija aktivnost
protiv ovog patogena u nasem radu. Takode, oba izolata su znacajnije inhibirala rast F.
solani i F. oxysporum, u odnosu na iste patogene izolovanih sa biljnih droga. Ovakvi

rezultati ne iznenaduju, pogotovu jer je i u prethodnim istraZivanjima (Stevi¢, 2013)
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pokazano da ista fitopatogena gljiva, F. oxysporum, izolovana iz razli¢itih biljnih droga,
nevena i kukuruzne svile, ispoljava razli¢it stepen osetljivosti na Bacillus sp. izolate,
SS-12.6 1 SS-13.1. Na osnovu ovakvih rezultata moZe se pretpostaviti da testirani izolati
ispoljavaju svoj antagonizam prema odabranim gljivama produkcijom antimikrobnih
supstanci, ali se ne mogu isklju¢iti ni ostali mehanizmi antagonizma kao S$to su:

kompeticija za nutrijente i produkcija litickih enzima.

4.3.3 DINAMIKA SINTEZE ANTIMIKROBNIH SUPSTANCI ODABRANIH
IZOLATA

U cilju potvrdivanja antibioze kao mehanizma antagonizma, istraZivana je
dinamika produkcije antimikrobnih supstanci izolata Bacillus sp. SS-12.1 i SS-13.1.
Supernatanti oslobodeni ¢elija su uzorkovani na svaka dva sata tokom aerobnog rasta u
LB medijumu i istovremeno je testirana njihova aktivnost protiv X. arboricola 301
(Slika 10). Dostizanje stacionarne faze je uoceno nakon 16 h rasta, a lag faza je skoro
izostala u oba slucaja. Pojava prvih spora je detektovana nakon 12 h inkubacije za oba
soja i njihov broj eksponencijalno se povecao do 32. odnosno do 38. sata u sluc¢aju SS-
12.6 1 SS-13.1, respektivno, dostizu¢i plato u tim satima. Kinetika proizvodnje
antimikrobnih supstanci za oba izolata SS-12.6 i SS-13.1 je pokazala da sinteza i/ili
sekrecija pocinje na samom pocetku eksponencijalne faze rasta (posle Cetvrtog sata rasta
za SS-12.6 1 posle Sestog sata u slu¢aju SS-13.1), nezavisno od sporulacije. Maksimalna
antimikrobna aktivnosti je postignuta na pocetku stacionarne faze rasta (nakon 16 h

inkubacije za oba soja) i odrZzavana je na tom nivou do isteka praenog vremena.

Ovakvi rezultati su bili u skladu sa dobijenim u istrazivanju Beri¢ et al. (2012),
gde je za izolat SS-12.9 takode pokazano da je pocetak sinteze antimikrobnih supstanci
nezavisan od sporulacije ili barem samog njenog pocetka. Takode, dostizanje
maksimalne aktivnosti je bilo odredeno slicnim vremenima uzorkovanja i trend
zadrzavanja aktivnosti do kraja pradenog vremena uzorkovanja samo potvrduje

stabilnost aktivnih jedinjenja.
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Slika 10. Proizvodnja antimikrobnih supstanci tokom rasta u LB medijumu izolata SS-12.6 (a) i
SS-13.1 (b). (m) Broj bakterija (log CFU/ml), (e) broj spora (log CFU/ml) i ()

antimikrobna aktivnost protiv X. arboricola 301 (mm).

Jedna od najvaznijih karakteristika vrsta roda Bacillus, narocito sa biotehnoloske
tacke gledista, je njihova sposobnost produkcije razliCitih antibiotskih supstanci i
sagledavanje uslova za §to bolju produkciju. U tom smislu naSa dalja istrazivanja su bila
okrenuta ka odabiru pravog medijuma za rast. Uslovi uzorkovanja i pra¢enja dinamike
sinteze su bili isti kao 1 u prethodnom slucaju, samo je spektar proSiren na pet izolata
SS-10.7, SS-12.6, SS-13.1, SS-27.2 1 SS-38.4. Pracenje je vrSeno u LB, SFS, BHI i MM
medijumima, a antimikrobna aktivnost ispitivana je na sojevima X. arboricola 301 1
406, kao i na L. monocytogenes. Testiranje supernatanta svih pet izolata je pokazalo
visok antagonisticki potencijal, ali njihova aktivnost se razlikovala od uslova u kojima

su gajeni, tj. od medijuma u kojima su rasli i od potencijala svakog izolata pojedinacno.

Dostizanje stacionarne faze izolata SS-10.7 je uoceno nakon 16 h rasta u LB 1
MM medijumima i ne$to ranije u slu¢aju BHI i SFS medijuma tj. u 12. i 14. satu,
respektivno, a lag faza je skoro izostala u svim medijumima. Pojava prvih spora je
detektovana nakon samo 8 h inkubacije u LB i SFS medijumima i nesto kasnije u BHI
(10 h) i MM medijumu (12 h) i njihov broj se eksponencijalno povecao sve do isteka
merenja. Izolat SS-10.7 gajen u LB i BHI medijumima pokazao je antagonisticku
aktivnost samo protiv L. monocytogenes, dok je aktivnost u slu¢aju oba soja X.

arboricola 301 1 406 izostala (Slika 11).
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Slika 11. Proizvodnja antimikrobnih supstanci tokom rasta u LB, BHI, SES i MM medijumima

izolata SS-10.7.

Antagonisti¢ka aktivnost protiv L. monocytogenes uocena je posle 16 h rasta sa

laganim porastom do 24. sata sa konstantnim odrzavanjem aktivnosti na tom nivou sve

do 42. sata kad je dostignut maksimum. Nakon 44. sata antimikrobna aktivnost se

neprimetno smanjuje 1 na tom nivou ostaje sve do isteka pracenog vremena. Vreme

pocetka sinteze antimikrobnih supstanci u ovom medijumu je bilo na prelazu iz

eksponencijalne u stacionarnu fazu rasta i nije se poklopilo sa pocetkom sporulacije Ciji

je pocetak zabeleZen znatno ranije. Antimikrobna aktivnost u slucaju izolata gajenog u

BHI medijumu se javlja ranije, ve¢ u 8. satu rasta, kad 1 zapocinje blagi rast sve do 44.

sata, gde je zabeleZen maksimum aktivnosti, nakon koga je primecen neznatni pad

aktivnosti koji se odrZzava do kraja merenja. Sporulacija je zapocela istovremeno sa

sintezom antimikrobnih supstanci, ali je bila slabijeg inteziteta u poredenju sa LB

medijumom. Za razliku od prethodna dva slu¢aja, proizvodnja antimikrobnih supstanci

u SFS i MM medijumima je potvrdena protiv sva tri indikatorska soja. Antagonisti¢ka
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aktivnost u SFS medijumu protiv L. monocytogenes je zabelezena u 14. satu rasta sa
maksimalnim vrednostima u 22. i 24. satu, nakon cega je aktivnost malo opala i
zadrzala se na tom nivou sve do kraja pracenja. Antagonisticka aktivnost protiv X.
arboricola 406 javila se tek u 20. satu rasta, sa maksimumom dostignute aktivnosti u
44. satu, dok se protiv X. arboricola 301 zona inhibicije pojavila dva sata kasnije (22 h)
kad je istovremeno dostignut i maksimum aktivnosti koji se odrZavao na tom nivou sve
do isteka pra¢enja. Medutim, izmerene zone inhibicije su bile manje nego u slucaju X.
arboricola 406. Antagonisticka aktivnost postignuta u MM medijumu pokazuje sli¢nost
sa rezultatima u ostalim medijumima, jer je sinteza antimikrobnih jedinjenja zabeleZena
u 12. satu inkubacije, kad je otprilike i dostignut maksimum aktivnosti koji se na tom
nivou 1 odrZzavao do kraja. Pocetak sinteze antimikrobnih jedinjenja je bio u

eksponencijalnoj fazi rasta istovremeno sa samim pocetkom sporulacije.

Kada se pogledaju sve krive rasta u smislu antagonistickog potencijala, po€etak
sinteze antimikrobnih supstanci deSava se na prelazu izmedu eksponencijalne i
stacionarne faze i jednom postignut nivo aktivnosti veoma malo fluktuira do kraja
merenja. Aktivnost protiv sve tri indikatorske bakterije gajene u SFS i MM
medijumima, moZda je moguce objasniti pove¢anom sporulacijom izazvanom ovim
siroma$nim medijumima, a izostanak aktivnosti u preostala dva njihovim bogatim
sastavom. Takode, moze su uociti i mali pad aktivnosti pred sam kraj pracenja, ali se to
moZe objasaniti ulaskom u fazu odumiranja bakterija i troSenjem hranljivih supstanci iz
podloge. Sli¢ni rezultati dobijeni su kod izolata Bacillus sp. SS-12.9, gde je sinteza

veoma stabilna u kulturi i nakon nekoliko dana inkubacije (Beri¢ et al., 2012).

Izolat SS-12.6 je takode pokazao svoje razli¢itosti u rastu i sintezi antimikrobnih
jedinjenja u zavisnosti od medijuma gajenja. Dostizanje stacionarne faze je uoceno
nakon 16 h rasta u LB i SFS medijumima i nesto ranije u slu¢aju BHI medijuma (12 h),
za razliku od MM medijuma gde je pocetak aktivnosti zabeleZen nakon 24. sata. Pojava
prvih spora je detektovana nakon samo 6 h inkubacije u BHI i SFS medijumima i nesto
kasnije u LB medijumu (8 h), za razliku od MM medijuma gde je sporulacija
detektovana tek u 18. satu. Antagonisticka aktivnost zabeleZena je protiv sva tri
indikatorska soja, sem protiv X. arboricola 301 u slu€aju gajenja ovog izolata u MM

medijumu (Slika 12).
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Slika 12. Proizvodnja antimikrobnih supstanci tokom rasta u LB, BHI, SFS i MM medijumima
izolata SS-12.6.

Najizrazenija aktivnost antimikrobnih jedinjenja ovog izolata gajenog u LB
medijumu je zabeleZena protiv X. arboricola 301, veoma rano dostizuci plato aktivnosti
sli¢no kao 1 u prethodno zabeleZenoj studiji na pocetku ovog istrazivanja, do dostizanja
maksimuma aktivnosti zabeleZene u 48. satu, nakon Cega je primeceno neznatno
smanjenje. Aktivnost SS-12.6 protiv L. monocytogenes i X. arboricola 406 je bila nesto
niza sa slicnim maksimumima aktivnosti. Antimikrobna aktivnost se moZzda mozZe
dovesti u vezu sa nastavkom sporulacije, a ne i sa njenim pocetkom kao i u prethodnom
slu¢aju, jer je uoCen njen rast sve do €asa zabeleZenog maksimuma gde je i dostignut
plato aktivnosti. U slucaju soja L. monocytogenes primecen je joS jedan raniji
maksimum aktivnosti u 18. satu rasta $to bi moglo da se objasni sintezom dva razliCita
tipa lipopeptidnih jedinjenja koja imaju vrhunac aktivnosti u razli¢itim periodima. Kod
SFS medijuma uogena je maksimalna aktivnost u kasnijim satima za sve indikatorske

sojeve (42-44 h), kad su i zabelezeni maksimumi, nakon cCega je doSlo do blagog
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opadanja. Maksimumi aktivnosti se takode mogu dovesti u vezu sa nastavkom
sporulacije koja je dostigla svoj maksimum u 40. satu, pri konstantnom broju cCelija u
kulturi. Antagonisticka aktivnost pracena u BHI medijumu je pokazala drugalije
delovanje. Naime, sinteza antimikrobnih supstanci protiv X. arboricola 301 poc€inje
najranije, u 4. satu rasta i svoj maksimum dostize ve¢ u 10. satu eksponencijalnog rasta,
nakon Cega je uoceno lagano opadanje aktivnosti. Aktivnost protiv L. monocytogenes
javlja se u 8. satu sve do maksimuma u 46. satu rasta kulture. Zone inhibicije zabeleZene
kod L. monocytogenes su male na pocetku prac¢enja, ¢ak manje od X. arboricola 301.
Interesantan je izostanak aktivnosti ovog izolata prema X. arboricola 406 sve do 48.
sata rasta, sa zabelezenim maksimumom aktivnosti pred sam kraj pracenja kada
bakterijska kultura polako odumire, u 60. i 72. satu. Primeceno je i da je sporulacija
slabija u poredenju sa SFS medijumom, ali sa tendencijom stalnog porasta sve do kraja
pracenja. U uslovima gajenja u MM medijumu SS-12.6 pokazuje najslabiju
antagonisticku aktivnost i najmanje zone inhibicije, pa ¢ak i odsustvo aktivnosti protiv
X. arboricola 301, za razliku protiv X. arboricola 406 gde je aktivnost zabeleZena u 6.,
a najintenzivnija u 24. satu rasta. Dobijeni rezultati ne pokazuju povezanost sa
sporulacijom i poklapaju se sa standardnom teorijom proizvodnje antimikrobnih
supstanci na prelazu iz eksponencijalne u stacionarnu fazu rasta (Slepecky and
Hemphill, 2006). Aktivnost protiv L. monocytogenes javlja se tek u 24. satu i na
slicnom nivou se odrZava sve do kraja pracenja. Sporulacija bakterija u ovom medijumu

je takode, na niskom nivou i prili¢éno konstantna od pojave spora u 18. satu.

Dostizanje stacionarne faze u slucaju izolata SS-13.1 je uoceno nakon 16 h rasta
u LB i BHI medijumima i dosta kasnije u slu¢aju SFS medijuma (30 h) i MM
medijuma, gde je pocetak zabelezen tek u 42. satu merenja. Pojava prvih spora je
detektovana nakon samo 6 h inkubacije u LB, SFS i MM medijumima i nesto kasnije u
BHI medijumu (8 h), sa tendencijom stalnog rasta do kraja isteka pracenja.
Antagonisti¢ka aktivnost zabeleZena je protiv sva tri indikatorska soja, sem protiv X.

arboricola 406 u slucaju gajenja ovog izolata u MM medijumu (Slika 13).
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Slika 13. Proizvodnja antimikrobnih supstanci tokom rasta u LB, BHI, SFS i MM medijumima
izolata SS-13.1.

Antagonisticka aktivnost izolata SS-13.1 gajenog u LB medijumu protiv X.
arboricola 301 uocena je vec posle 6. sata rasta, u eksponencijalnoj fazi, identi¢no kao i
u prethodno zabeleZenoj studiji na pocetku ovog istraZivanja i poklapa se sa pojavom
prvih spora, dostiZzu¢i svoj maksimum posle 10. sata rasta kulture, nesto ranije u odnosu
na prethodna istrazivanja. Ovo bi se moglo protumaciti jer se u ovom delu ispitivanja
krenulo iz prekonoc¢ne te¢ne kulture, a ne iz kolonije. Postignuti nivo antimikrobne
aktivnosti se nakon neznatnog pada odrZavao na konstantnom nivou sve do isteka
pracenog vremena. Aktivnost protiv L. monocytogenes je primecena u 8. satu rasta sa
maksimalnom osetljivos¢u u 60. satu sa istovremenim najve¢im nivoom sporulacije.
AntagonistiCka aktivnost protiv X. arboricola 406 javila se najkasnije, u 10. satu
inkubacije, ali sa najve¢im zonama inhibicije 1 maksimumom u 72. satu. Ovakva
aktivnost se kao i u slucaju izolata SS-12.6 moZzda moZe dovesti u vezu sa nastavkom

sporulacije, a ne i sa njenim pocetkom kao u pocetnoj studiji. Izolat SS-13.1 gajen u
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SFS medijumu pokazao je najveéi intenzitet sporulacije, poput ostalih izolata u ovom
medijumu, koja kree rano i belezi znaCajan porast u 18. satu, sa dostizanjem
maksimuma u 44. satu. Pokazana je antagonisticka aktivnost protiv sva tri indikatorska
soja, ali je antagonizam najizraZeniji protiv X. arboricola 406, sa najveim zonama
inhibicije u 24. i 72. satu merenja. Aktivnost protiv X. arboricola 301 je zabeleZena
najranije, u 4. satu rasta i sa maksimumom u 30., na prelazu iz eksponencijalne u
stacionarnu fazu. Na tom nivou se odrZavala i nadalje. Proizvodnja antimikrobnih
jedinjenja koja deluju antigonisticki protiv L. monocytogenes detektovana je nakon 6 h
rasta, sa maksimumima aktivnosti u 30. i 60. satu inkubacije. Takode, u slu¢aju BHI
medijuma zabelezZena je vrlo rana produkcija ovih jedinjenja i njihova aktivnost na svim
indikatorskim bakterijama. Najranija aktivnost javlja se protiv X. arboricola 301, sa
maksimumom u 10. satu, pri kraju eksponencijalne faze nakon ¢ega opada na malo niZi
nivo i tako se odrZzava sve do ponovnog pada u 60. satu. Delovanje protiv L.
monocytogenes i X. arboricola 406, javlja se u 8., a najvisi intenzitet pokazuje u 30. satu
rasta bez daljih varijacija, sa istrajnom aktivnoS¢u do 72. sata merenja u slucaju prvog
patogena 1 sa dostizanjem maksimuma u 48. satu u slucaju drugog, sa tendencijom
opadanja. Izolat gajen u MM medijumu pokazuje jako spor rast, sa pocetkom
sporulacije u 6. satu inkubacije i tendencijom laganog porasta. Aktivnost protiv X.
arboricola 406 u potpunosti izostaje, dok antagonisticka aktivnost protiv L.
monocytogenes 1 X. arboricola 301 se javlja tek u 18. satu merenja. Maksimum
aktivnosti protiv L. monocytogenes je dostignut u 72., a u slu€aju X. arboricola 301 u
42. satu. Antimikrobna aktivnost protiv oba patogena javlja se u eksponencijalnoj fazi, a
maksimum aktivnosti se dostiZe u stacionarnoj fazi. Namece se zakljucak da ovaj izolat
pocinje antimikrobnu proizvodnju relativno rano u svim medijumima, a najve¢e zone

inhibicije daje protiv X. arboricola 406.

Izolat SS-27.2 je takode pokazao varijabilnost u rastu i sintezi antimikrobnih
jedinjenja u zavisnosti od medijuma gajenja. Dostizanje stacionarne faze je uoceno
nakon samo 10 h rasta u BHI i SFS medijumima i nesto kasnije u slu¢aju LB medijuma
(12 h), za razliku od MM medijuma gde nije ni dostignuta do kraja merenja. Pojava
prvih spora je detektovana nakon samo 6 h inkubacije u sva tri medijuma, za razliku od
MM medijuma gde je sporulacija detektovana tek u 12. satu. Antagonisticka aktivnost

zabeleZena je protiv sva tri indikatorska soja, sem u slu¢aju gajenja ovog izolata u MM
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medijumu (Slika 14). Ovaj izolat u LB medijumu pokazuje jaku antagonisticku
aktivnost na sve indikatorske sojeve. Maksimum aktivnosti protiv svih sojeva dostize se
uglavnom u kasnoj stacionarnoj fazi, nakon 48 h rasta, sa ranim pocetkom aktivnost ve¢
od 6. sata 1 stalnim porastom. Najjaci antagonizam je primec¢en prema X. arboricola 406
sa zonama inhibicije i do 23,5 mm u pre¢niku. U ovom primeru se jasno uocava
povecanje antimikrobne aktivnosti protiv patogena usled povecanja produkcije spora,
iako sporulacija nije izrazito progresivna kao u SFS medijumu, koji je pokazao sli¢no
delovanje u smislu produkcije antimikrobnih jedinjenja sa zabeleZenim manjim zonama
inhibicije 1 pocetkom detektovane aktivnosti na prelazu iz logaritamske u stacionarnu
fazu rasta. Ono $to se nedvosmisleno zakljuCuje iz ovih primera je da kontinuirani rast
sporulacije u svim testiranim medijumima, sem u minimalnom, dovodi do pojave
maksimuma aktivnosti, ukazavS$i na tesnu povezanost sporulacije, odnosno uslova koji
dovode do sporulacije i produkcije antimikrobnih jedinjenja. Kao i kod prethodnih
izolata gajenih u ovom medijumu, sporulacija poCinje rano i veoma je intenzivna sa
dostignutim maksimumom u 60. satu pracenja. Detektovana antagonistiCka aktivnost ka
X. arboricola 406 je najizraZenija i daje najvece zone inhibicije, ali za njom ne zaostaju
ni aktivnosti protiv L. monocytogenes i X. arboricola (301) i sve dostiZzu najvisi nivo
pred kraj pracenja rasta. Izolat SS-27.2 pra¢en u BHI medijumu pokazuje malo slabiju
antagonisticku aktivnost u poredenju sa prethodnim medijumima, ali istovremeno
pokazuje 1 najvecu zabeleZenu aktivnost uopste. Aktivnost protiv L. monocytogenes
javlja se u 8. satu rasta, sa znac¢ajnim povecanjem nakon 24 h i maksimumom u 60. satu
rasta. Jaka antagonisticka aktivnost je primecena na X. arboricola 406 nakon 10 h rasta,
dok se aktivnost protiv X. arboricola 301 javlja neSto kasnije (12 h). Aktivnosti su
podjednako jake i izraZene pred sam kraj pracenja uz povecani nivo sporulacije (Slika
14). Izolat gajen u MM medijumu ne pokazuje nikakvu antagonisti¢ku aktivnost $to se
generalno moze pripisati sastavu ovog medijuma, koji dovodi do izostanka ili niskog
nivoa produkcije usled malog broja ¢elija, Sto je primeceno 1 kod drugih pracenih izolata
gde su zone inhibicije bile daleko najmanje u odnosu na ostale testirane medijume.
Izolat SS-27.2 je pokazao najvecu zabeleZenu aktivnost protiv svih patogena, narocito u
uslovima gajenja u LB medijumu i najizraZeniju aktivnosti protiv X. arboricola 406 bez
obzira na medijum gajenja sa maksimumom dostignute aktivnosti pri kraju stacionarane

faze uz najvisi nivo sporulacije.
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Slika 14. Proizvodnja antimikrobnih supstanci tokom rasta u LB, BHI, SFS i MM medijumima
izolata SS-27.2.

Dostizanje stacionarne faze u slucaju izolata SS-38.4 je uoceno nakon 161 18 h
rasta u BHI i LB medijumima, nesto ranije u slu¢aju SFS medijuma (12 h) i znatno
kasnije u slu¢aju MM medijuma gde je pocetak zabeleZen tek u 24. satu merenja. Pojava
prvih spora je detektovana u ovom sluc¢aju kasnije u poredenju sa prethodnim izolatima,
od 16. do 22. sata, sa tendencijom stalnog rasta do kraja pracenja, izuzev u sluaju SFS
medijuma gde je uoCen pad u poslednjim satima uzorkovanja. Jaka antagonisticka
aktivnost zabeleZena je protiv sva tri indikatorska soja, u svim testiranim medijumima
(Slika 15). Proizvodnja antimikrobnih supstanci ovog izolata gajenog u LB medijumu
pokazala je vrlo uskladenu antagonisticku aktivnost. U slu¢aju L. monocytogenes
aktivnost se javila nakon 16 h rasta sa maksimumom u 34. satu, dok se aktivnost ka X.
arboricola 406 se javila tek nakon 18 h rasta, za razliku od zakasnele aktivnosti ka X.
arboricola 301 u 24. satu, ali u oba sluc¢aja su zabeleZeni maksimumi aktivnosti u 36.

satu pracenja, nakon Cega je zabeleZen konstantan pad do kraja pracenja rasta na sve tri
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testirane bakterije. U ovom medijumu sporulacija je zabelezena tek u 22. satu sa stalnim

rastom.
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Slika 15. Proizvodnja antimikrobnih supstanci tokom rasta u LB, BHI, SFS i MM medijumima
izolata SS-38.4.

SS-38.4 iz SFS medijuma pokazuje intenzivniju sporulaciju koja se takode javila
kasnije u odnosu na druge izolate iz SFS medijuma, u 18. satu inkubacije, a nakon 48 h
pocinje da opada. Antimikrobna aktivnost se najpre javila protiv L. monocytogenes sa
najjacim intezitetom u 36. satu rasta, a potom i na X. arboricola 406 sa malo kasnijim
pocetkom 1 maksimumom aktivnosti u 38. satu. Izolat SS-38.4 dao je najmanje zone
inhibicije rasta X. arboricola 301, kada je gajen u ovom medijumu, sa najkasnije
zabeleZenim pocetkom aktivnosti, u 14. i maksimumom u 44. satu rasta. U slucaju rasta
u BHI medijumu dobijen je najve¢i nivo antimikrobne aktivnosti protiv L.
monocytogenes sa pocetkom u 12. satu kroz vidljivo povecanje aktivnosti do prvog

maksimuma u 22. i drugog zabeleZzenog u 44. satu rasta. AntagonistiCka aktivnost
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usmerena ka X. arboricola 406 pocinje u 20. i raste do svog maksimuma u 38. satu
pracenja, dok je u sluCaju X. arboricola 301 primecena kasnija aktivnost sa poc¢etkom u
28. satu sa najmanjim zonama inhibicije 1 maksimumom u 48. satu. Sporulacija se
odrzavala na niskom nivou sli¢no kao i u slu¢aju LB medijuma. Kod MM medijuma
pokazana je manja aktivnost izolata SS-38.4 naspram ostalih testiranih medijuma.
Aktivnost protiv L. monocytogenes je zabelezena tek nakon 18 h rasta, sa maksimumom
u 48. satu pracenja rasta i manjim zonama inhibicije u poredenju sa delovanjem na X.
arboricola 301 1 406 kod kojih je aktivnost najintenzivnija u 36. satu, nakon kog
neznatno opada i odrzava se na tom nivou do kraja prac¢enja. Ovaj izolat pokazao je
drugaciju dinamiku proizvodnje u odnosu na ostale testirane izolate. Sam pocetak
antagonisticke aktivnosti se javlja kasnije, verovatno u skladu sa zakasnelom
stacionarnom fazom 1 nezavisno od pocetka kasnije sporulacije, a zabeleZeni
maksimumi aktivnosti protiv svih patogena se dostiZu ranije nego kod ostalih pracenih

izolata.

U smislu svega izreCenog namece se zakljuak da in vitro testiranje aktivnosti
celijskih supernatanta izolata SS-12.6, SS-13.1, SS-27.2 1 SS-38.4 protiv indikatorskih
sojeva pokazuje veoma jaku inhibiciju rasta indikatorskih sojeva, za razliku od SS-10.7.
Sojevi gajeni u LB medijumu daju najvec¢e zone inhibicije u stacionarnoj fazi, u
poredenju sa ostalim medijumima za gajenje, Sto takode pokazuje da kvalitet medijuma
moze da znaCajno utiCe na aktivnost (Gordillo et al., 2009). Izolati gajeni u MM
medijumu su pokazali znaCajno niZu aktivnosti na testirane patogene, verovatno iz
razloga S$to je nedostatak odredenih nutrijenata esencijalan za pocetak sinteze
odgovaraju¢ih antimikrobnih supstanci, ili su proizvedene u znatno niZim
koncentracijama od potrebnih koje dovode do inhibicije rasta. Pojava antimikrobne
aktivnosti je u vecini sluCajeva zabelezena u eksponencijalnoj ili na prelazu u
stacionarnu fazu rasta, Sto generalno podrzava teoriju produkcije antibiotika u kasnoj
logaritamskoj ili ranoj stacionarnoj fazi (Slepecky i Hemphill, 2006). Medutim, u
odredenim slu¢ajevima primecena pojava dva maksimuma aktivnosti se moze objasniti
produkcijom razli¢itih vrsta antimikrobnih supstanci. Naime, u istrazivanju Cosby et al.
(1998) utvrdeno je da se surfaktini prvi sintetiSu, a metaboliti poput iturina A na prelazu
dve faze rasta, logaritamske i stacionarne, usled iscrpljivanja jednog ili viSe hranljivih

sastojaka podloge (Mizumoto et al., 2006) ili ¢ak u nekim slucajevima kako je pokazano
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u istrazivanju Yoshida et al. (2001), da B. amyloliquefaciens RC-2 proizvodi iturin A u
ranoj logaritamskoj fazi i da Sto soj brze dostigne stacionarnu fazu, brZze se maksimizuje
njegova antifungalna aktivnost. Istovremena ekskrecija surfaktina 1 ostalih lipopeptida
je takode zabeleZena i Cesta pojava Bacillus sp. izolata (Souto et al., 2004). Takode,
primecen je i momenat izmedu dve pomenute faze kad se deSava maksimalna
produkcija mikosubtilina (Toure et al., 2004). Zabelezena sporulacija se kod vecine
izolata javila veoma rano bez obzira na testirani medijum, a medijum koji je najviSe
pogodovao sporulaciji je SFS, u kome je kod veéine izolata sa pove¢anjem broja spora
rasla i aktivnost. Proizvodnja antimikrobnih supstanci u toku sporulacije moZe se
smatrati nekom vrstom prednosti za prezivljavanje u nepovoljnim uslovima, tj. moze
imati ulogu u kompeticiji sa drugim mikroorganizmima u toku sazrevanja spora
(Nissen-Meyer and Nes, 1997), a na to ukazuju i tesno povezani sekundarni maksimumi
aktivnosti i sporulacije vecine izolata gajenih u razli¢itim medijumima. Uzimajuéi u
obzir cinjenicu da Bacillus izolati poseduju mogucnost istovremene produkcije
pojedinih antimikrobnih supstanci (Nagorska et al., 2007) 1 analiziraju¢i dobijene
rezultate skrininga biosintetskih operona ove studije, postaje jasno na koji nacin i u

kojoj meri testirani izolati ostvaruju potencijal kao potentni biokontrolni agensi.

4.3.4 IN VITRO ISPITIVANJE ANTIMIKROBNOG EFEKTA
LIPOPEPTIDNIH EKSTRAKATA ODABRANIH IZOLATA

U cilju potvrde hipoteze da su lipopeptidna jedinjenja zaista odgovorna za dobru
antimikrobnu aktivnost izolata Bacillus sp., kao i eliminisanja ostalih potencijalnih
mehanizma antagonizma, dalja istrazivanja ovog rada su se odnosila upravo na
ispitivanje lipopeptidnih ekstrakata dobijenih iz pet odabranih izolata kolekcije, sa
naglaskom na aktivnosti izolata SS-12.6 1 SS-13.1. Potencijalna antimikrobna aktivnost,
etil-acetatnih ekstrakata, testirana je protiv 12 bakterijskih izolata, 10 fungalnih
patogena izolovanih sa plodova voc¢a i1 povr€a, kao 1 20 neidentifikovanih gljiva,
potencijalnih patogena, sa plodova kupine. Takode, vrSeno je i mikroskopsko ispitivanje

efekta lipopeptidnih ekstrakata na morfologiju hifa odabranih gljiva.

Rezultati ispitivanja antibakterijskog efekta lipopeptidnih ekstrakata izolata SS-

12.6 1 SS-13.1 na testiranim bakterijskim patogenima prikazani su u Tabeli 8.
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Tabela 8. Antibakterijska aktivnost etil-acetatnih ekstrakata izolata SS-12.6 1 SS-13.1.

Aktivnost (mm)

Vrsta indikatorskog soja / broj izolata
SS-12.6  SS-13.1

Xanthomonas arboricola CFBP 2528 15 13
X. arboricola pv. juglandis 301 15 13
X. arboricola pv. juglandis 303 15 13
X. arboricola pv. juglandis 310 17 15
X. arboricola pv. juglandis 313 17 15
X. arboricola pv. juglandis 314 15 13
X. arboricola pv. juglandis 316 17 15
X. arboricola pv. juglandis 320 15 13
X. arboricola pv. juglandis 321 17 15
Pectobacterium carotovorum K5 9 0
P. carotovorum K6 9

L. monocytogenes ATCC 19111 14

Protiv svih 9 izolata X. arboricola 1 L. monocytogenes su dobijene zone
inhibicije rasta vefe nego kada je testiran supernatant SS-12.6 i SS-13.1 na istim
izolatima, na pocetku ovog rada (Slika 16). Takode, primecena je i razlika u delovanju
oba izolata Sto se poklapa sa ve¢ zabeleZenom jaCom aktivnoS¢u izolata SS-12.6 protiv

nekih patogena, kao 1 tokom pracenja dinamike sinteze antimikrobnih supstanci.

S8-12.6 55-13.1

Slika 16. Antibakterijska aktivnost etil-acetatnih ekstrakata izolata SS-12.6 i SS-13.1 protiv

izabranih Xanthomonas arboricola pv. juglandis.

83



Rezultati i Diskusija

Sto se tice P. carotovorum sojeva, koji nisu pokazali osetljivost na supernatante
izolata SS-12.6 1 SS-13.1, u ovom delu istrazivanja zabeleZena je mala zona inhibicije
rasta soja K6 lipopeptidnim ekstraktima oba izolata 1 soja K5 samo ekstraktom iz SS-

12.6.

U kontekstu biokontrole biljnih bolesti lipopeptidima roda Bacillus, objavljenih
rezultata o efektu ovih jedinjenja na fitopatogene bakterije ima relativno malo. U
prethodnoj studiji odredenih izolata kolekcije, doslo se do potvrde veoma jakog
antibakterijskog efekta lipopeptidnih ekstrakata protiv X. oryzae (Beri€ et al., 2012).
Antibakterijska aktivnost surfaktina je bila pokazana pri visokim koncentracijama
(Vollenbroich et al. 1997; Huang et al. 2008), kao i sposobnost vezivanja za
lipopolisaharide zida gram-negativnih bakterija i formiranje pora u membrani S$to
dovodi do njene nagle propustljivosti (Hwang et al., 2007). Takode, u radu Etchegaray
et al. (2008), pokazano je da meSavina iturina 1 surfaktina pri visokoj koncentraciji
moze modifikovati povrSinu celijskog zida Xanthomonas campestris pv. campestris
usled formiranja meSovitih agregata iturina sa drugim lipopeptidima prisutnim u
ekstraktu, ukljucujuci surfaktin. U pomenutom radu se navodi jo§ da ove organizovane
strukture mogu ukloniti katjone poput kalcijuma i/ili magnezijuma, koji se mogu naci na
negativno naelektrisanom celijskom zidu, $to dovodi do njegovog kolapsa, doprinoseci
integraciji lipopeptida u membranu i time do formiranje pora u njoj. Kako radova o
ovim efektima nema u slucaju X. arboricola, moze se zakljuciti da su ovakvi mehanizmi

delovanja verovatno prisutni i u slucaju delovanja ekstrakata testiranih u ovom radu.

U cilju dalje potvrde da su lipopeptidni antibiotici odgovorni za snaznu
antifungalnu aktivnost izolata Bacillus sp., testiranja su sprovedena i na patogenim i
saprofitnim sojevima gljiva izolovanih sa plodova voca i povréa. Kapaciteti Bacillus sp.
izolata da aktivno rastu na podlozi koja sadrzi hitin ili fungalnu biomasu ukazuje na
mikolitiCki potencijal ovih sojeva, koji moZze biti izvor antagonistic¢ke aktivnosti protiv
fitopatogenih gljiva (Bressan and Figueiredo, 2010). Da bismo iskljucili potencijalnu
umeSanost hitinaze 1 kompeticiju za hranljive sastojke u smislu mehanizama
antifungalnog delovanja, fokusirali smo se na delovanje lipopeptidnih jedinjenja iz
izolata SS-12.6 1 SS-13.1. Rezultati inhibicije rasta micelija odabranim lipopeptidnim

ekstraktima prikazani su na Slici 17.
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Etil-acetatni ekstrakt SS-12.6 je veoma snazno inhibirao rast izolata C. acutatum
i C. gloeosporioides sa plodova krusaka i viSanja, sa ¢ak 100%, a izolate A. alternata sa
plodova jabuke 1 M. fructigena sa kajsija sa 90%. Zatim, F. solani (poreklom sa
krompira) i B. obtusa (poreklom sa jabuka) sa preko 80%, dok je najmanju zabeleZenu
aktivnost (67%) pokazao protiv F. oxysporum izolovanog sa ploda paprike (Slika 17a).
ZabeleZzena dobra antifungalna aktivnost protiv A. flavusa (75% inhibicije rasta) je
veoma znacajan rezultat zato Sto je ova gljiva glavni proizvoda¢ aflatoksina (B1, B2, G1
i G2), koje je Medunarodna agencija za istrazivanje kancera (IARC, 1993),
klasifikovala u Grupu 1 humanih karcinogena i proglasila ih najjaim poznatim

karcinogenima prirodnog porekla.
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Slika 17. Inhibicija rasta micelija etil-acetatnim lipopeptidnim esktraktima izolata SS-12.6 (a) i
SS-13.1 (b). Srednja vrednost (eng. Mean) procenata inhibicije rasta micelije,
standardna greska (SE) i devijacija (SD) su prikazane. *Vrednosti pracene istim
slovom nisu statisticki znacajne (P < 0.05), prema Dankanovom testu viSestrukog

opsega.
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Etil-acetatni ekstrakt izolata SS-13.1 pokazao je znacajniju inhibiciju rasta B.
obtusa od 90% u poredenju sa ekstraktom SS-12.6, dok je u slucaju ostalih gljiva
zabeleleZena inhibicija rasta ispod 70% (Slika 17b). Rezultati analize varijanse
delovanja dva ispitivana ekstrakta su potvrdili statisticku znacajnost inhibicije rasta
micelija za sve post-zZetvene gljive, u poredenju sa kontrolnim uzorcima. Dankanov test
viSestrukog opsega pokazao je za oba testirana Bacillus izolata da su medusobno
drugaciji u smislu inhibicije rasta micelija svih 10 gljiva. Efekti delovanja etil-acetatnih
ekstrakata izolata SS-12.6 i SS-13.1 na inhibiciju rasta micelija i morfologiju hifa su

prikazani na Slici 18.

Slika 18. In vitro efekat etil-acetatnih ekstrakata: (a i b) SS-12.6 i (¢ i d) SS-13.1 na rast
micelija C. acutatum (a ic) i B. obtusa (b i d), respektivno. Indukovana vakuolarna
pojava micelija C. acutatum izolatom SS-12.6 (e) i B. obtusa izolatom SS-13.1 (f) je
zabeleZena koriS¢enjem svetlosnog mikroskopa (1000 x), (K+) kontrola bez etil-

acetatnih ekstrakata.
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Mikroskopsko ispitivanje morfologije hifa pod uticajem etil-acetatnih ekstrakata
oba izolata pokazalo je izvesnu alternaciju na micelijumima odredenih gljiva. Naime,
mogle su se zapaziti promene u morfologiji hifa poput deformiteta, vrlo razgranatih
krajeva hifa, oteCenih hifa, distorzije i agregacije citoplazme, kao i pojava vakuolarnih
proSirenja micelijuma (Slika 18e 1 f). Zapravo, ovakvi efekti se mogu pripisati delovanju
lipopeptida na integritet i propustljivost ¢elijske membrane (Ongena i Jacques, 2008).
Studije o efektima lipopeptida na R. solani pokazale su sliéne promene u rastu i
morfologiji gljive (Nielsen et al., 2000), sa prime¢enim efektima sniZavanja esteraznih 1
mitohondrijalnih aktivnosti, dovode¢i do smanjene hidrofobnosti hifa i intracelularnog

pH (Thrane et al, 1999; Hansen et al, 2000).

Pored iznetih rezultata, testirana je antifungalna aktivnost lipopeptidnih
ekstrakata na izolatima roda Phomopsis, poreklom sa plodova kupina iz razlicitih
regiona Srbije. Takode, testirana je i aktivnost protiv Phomopsis juglandina (izazivaca
raka kore oraha) i Sclerotinia sclerotiorum (izazivavaca bele plesni biljaka). Efekti
delovanja etil-acetatnih ekstrakata izolata SS-12.6 1 SS-13.1 na inhibiciju rasta micelija
S. sclerotiorum 1 P. juglandina prikazani su na Slici 19, a procenti inhibicije izolata roda

Phomopsis sa kupina u Tabeli 9.

Slika 19. In vitro efekat etil-acetatnih ekstrakata (a i c) SS-12.61 (b i d) SS-13.1 na rast micelija
S. sclerotiorum (a i b) i P. juglandina (c i d), respektivno. K* - kontrola bez etil-

acetatnih ekstrakata.

87



Rezultati i Diskusija

Tabela 9. Inhibicija rasta micelija potencijalno patogenih sojeva izolovanih sa plodova kupina,

etil-acetatnim esktraktima Bacillus izolata SS-12.6 1 SS-13.1.

Srednja vrednost procenata inhibicije + SE  Durina nekroti¢nih

fzolati SS-12.6 SS-13.1 lezija (mm) ¥
Kontrola 0,00 0,00 0,00
KP-1 70,4 ¢ +0,58 33,4 £ +0,67 63,0 "+ 1,00
KP-2 70,04+ 0,15 32,9¢+0,31 80,3 +0,88
KP-3 74,0 +0,37 40,17+0,41 50,0+ 1,15
KP-4 63,87 +0,52 46,7° +0,49 49,0 *'+ 1,00
KP-5 64,67 +0,47 452°+0,33 52,39+ 1,45
KP-6 66,7 " + 0,49 50,1 *+0,25 60,3 "+ 0,88
KP-7 69,5 *' + 0,55 50,7 * + 0,60 37,7+ 1,45
KP-8 66,4 "+ 0,47 43,34+0,49 30,75+ 1,20
KP-9 68,3 <8 + 0,44 4339+0,52 30,75+ 0,67
KP-10 68,1 € +0,80 42,6 % +0,.23 31,7%+0,88
KP-11 67,8 & + 0,54 42,2% 40,61 34,37+1,20
KP-12 69,0 " + 0,26 46,2 +0,55 34,31+ 0,67
KP-13 56,75 +0,61 0,00 ' + 0,00 29,7%+0,33
KP-14 72,0 €+ 0,39 41,4°+0,33 54,3°+0,67
KP-15 78,5 0,50 13,7"+0,24 45,7 %+ 1,20
KP-16 69,1 " + 0,30 46,2 " +0,30 46,7 "+ 0,88
KP-17 72,9 %+ 0,37 41,8°+0,73 44,0 40,58
KP-18 69,7 +0,23 45,4 0,52 42,0"+1,53
KP-19 68,0 =" + 0,19 4339+0,52 52,3+ 1,45
KP-20 77,7+ 0,64 12,6 "+ 0,35 51,0 %+ 1,00

Srednja vrednost procenata inhibicije rasta micelije i standardna greSka (SE) su prikazane. * Vrednosti
pracene istim slovom nisu statisticki znacajne (P < 0.05), prema Dankanovom testu viSestrukog opsega. ¥
Neobjavljeni rezultati uporedne analize provere patogenosti testiranih fungalnih izolata na lastarima

mladih kupina.

Etil-acetatni ekstrakti oba izolata su veoma snaZno inhibirali rast S. sclerotiorum
1 P. juglandina sa ¢ak 100%. Ovakvi rezultati su u korelaciji sa istrazivanjem Alvarez et
al. (2011) u kome su primecene promene u morfologiji micelija i klijanju sklerocija u
prisustvu lipopeptida iz Bacillus kultura. Naime, folijarna primena B. amiloliquefaciens
sojeva na biljkama soje, se pokazala uspeSnom protiv infekcije izazvane S. sclerotiorum

u poredenju sa neinokulisanim biljkama ili biljkama inokulisanim sojem B. subtilis za
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koji je pokazano da ne proizvodi lipopeptide. Sagledani rezultati (Tabela 9) inhibicije
rasta i uporednih testova provere patogenosti ukazuju na znacajan efekat ekstrakta SS-
12.6, narocito protiv fungalnog izolata KP-2 koji je pokazao visoku patogenost
izazivajuci nekrozu mladih lastara u duZini od 80 mm. Kada je primenjen ekstrakt iz
SS-13.1 procenat inhibicije na svim testiranim fungalnim izolatima nije bio visi od
50%, a potpuno odsustvo dejstva zabeleZeno je za izolat KP-13. Dobijeni rezultati su
znaCajni zbog moguce inhibicije, kako rasta ove kosmopolitski rasprostranjene gljive,
tako 1 bolesti koje izaziva, narocito na zrelom vocu. Podaci ukazuju na to da vrste ovog
roda mogu uzrokovati truljenje voca nakon berbe, posebno na oSte¢enom vocu (Luongo

etal., 2011).

4.3.5 IN VITRO ODREDIVANJE TIPA INTERAKCIJA I MINIMALNIH
INHIBITORNIH, BAKTERICIDNIH I FUNGICIDNIH
KONCENTRACIJA LIPOPEPTIDA

U nekim slucajevima lipopeptidi izolovani iz Bacillus vrsta pokazuju direktan
efekat na biljne patogene kao rezultat aktivnosti jedne dominantne familije lipopeptida,
omogucavajuci na taj nacin inhibiciju rasta, uprkos postojanju i drugih familija u manjoj
meri (Falardeau et al., 2013). Dalja istraZivanja ovog rada su se odnosila na ispitivanje
aktivnosti pojedinih ekstrakata, sa ciljem utvrdivanja postojanja razli¢itih tipova
interakcija lipopeptidnih ekstrakata, pojedinatno i u odredenim kombinacijama.
Istovremeno, pracena je kinetika rasta odredenih patogena u prisustvu lipopeptida i
odredivana je minimalna inhibitorna koncentracija ekstrakata. Ekperimenti na
bakterijskim indikatorskim sojevima su izvedeni etil-acetatnim ekstraktima, bilo iz
pojedina¢nih kultura ili iz kokultura tri razli¢ita Bacillus izolata. U eksperimentima sa
gljivama koriS¢eni su metanolni lipopeptidni ekstrakti svih pet izolata pojedinacno ili u
razli¢itim kombinacijama. U Tabeli 10 predstavljeni su rezultati testiranja aktivnosti

odredenih kombinacija ekstrakata izolata SS-10.7, SS-12.6 1 SS-38.4.

Vec¢ na prvi pogled postaje jasno da je za antibakterijsku aktivnost u ovom
slucaju odgovoran pojedinadan ekstrakt, a da odredena kombinacija potvrduje
efikasnost jednog od ekstrakata ili blag aditivni efekat. Takode, ekstrakt izolata SS-10.7

ne pokazuje nikakvo antibakterijsko delovanje pri testiranoj koncentraciji, dok u
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smeSama daje iste rezultate kao i pojedinacni partnerski ekstrakti ili mozda ostvaruje i

antagonisticki efekat prema testiranim bakterijama.

Tabela 10. Antimikrobna aktivnost razli¢itih kombinacija etil-acetatnih ekstrakata Bacillus

izolata detektovana disk difuzionim metodom.

Koml};n;})cg;/flliissl?)’akata L.monocytogenes X. argggwola X. oryzae P. poae P64 P. g]{tgta
SS-10.7 - - - - }
SS-12.6 16,0 11,0 9,0 8,0 8,0
SS-38.4 22,0 9,0 7,0 8,0 7,0
SS-10.7 + SS-12.6 * 16,0 9,0 7,0 6,0 7,0
SS-10.7 + SS-38.4 15,0 7,0 7,0 6,0 7,0
SS-12.6 + SS-38.4 21,0 10,5 10,0 8,0 9,0
Mix 1 24,0 13,0 10,0 9,0 10,0
Mix 2F 20,0 8,0 7,0 7,0 7,0

Mix 1 - Kokultura SS-10.7 + SS-12.6 + SS-38.4
Mix 2 - Smesa SS-10.7 + SS-12.6 + SS-38.4
* Kod testiranja dva ekstrakta istovremeno korisc¢ena je 1/2 koncentracije svakog, a u slucaju pravljenja

smese od tri kori§¢ena je 1/3 koncentracije svakog (7).

U cilju dalje diferencijacije biokontrolnog potencijala odabranih ekstrakata
radeni su tzv. “time-kill” eksperimenti, kako bi se utvrdila kinetika rasta patogenih
bakterija u prisustvu etil-acetatnih ekstrakta, mikrodilucionom metodom, u funkciji
vremena. Pored pojedinacnih testiranja, sprovedeno je i testiranje ekstrakata dobijenih
kokultivisanjem tri soja odjednom, kao i smeSe dobijene meSanjem pojedinacnih
ekstrakata uniformnih finalnih koncentracija od 1 mg/ml. Na Slici 20 predstavljen je
direktni antagonizam pojedina¢nih i pomeSanih ekstrakata protiv X. arboricola 350 u

zavisnosti od vremena testiranja.

Za izolat SS-10.7 je potvrdeno odsustvo antagonistickog efekta protiv testiranog
patogena, Sto je u korelaciji sa prethodnim rezultatima. Za izolat SS-12.6 MIC je iznosio
0,5 mg/ml sa izracunatom ICsy vrednoS¢u od 0,125 mg/ml. Takode, testirana
koncentracija ekstrakta iz SS-38.4 nije bila dovoljna za utvrdivanje minimalnog
inhibitornog efekta, s’tim da se interpolacijom ipak doslo do ICsy vrednosti od 1mg/ml.
Prilikom odredivanja aktivnosti smese tri ekstrakta u poredenju sa smeSom dobijenom
kokultivacijom sva tri soja odjednom, primecena je razlika u MIC vrednostima, koja je
u skladu sa dobijenim rezultatima disk difuzionog testa. Naime, smeSa dobijena

kokultivacijom je pokazala dva puta nize ICsy vrednosti (0,25 mg/ml) nego smesa
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pojedinacnih ekstrakata ¢ija je MIC vrednost premaSivala testiranu koncentraciju,

verovatno zbog ukupne koncentracije prisutnih lipopeptida.

Sa Slike 20. donekle se uocava i1 korelacija izmedu pojedinac¢nih i meSovitih
ekstrakata u vidu aditivnog ili antagonisti¢kog efekta sa pretpostavljenim dominantnim
uticajem izolata SS-12.6 u ispitivanim smeSama na osnovu njegovog pojedinacnog
delovanja. Ovi rezultati takode ukazuju i na istrajni efekat testiranih ekstrakata buduci
da se stepen inhibicije odrZavao i do kraja pracenog vremena u okviru inhibitornih

koncentracija.
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Slika 20. Utvrdivanje kinetike rasta X. arboricola 350 u prisustvu etil-acetatnih ekstrakta

pra¢enjem O.D. u funkciji vremena.
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Sliéni rezultati su dobijeni prilikom testiranja pojedinacnih ekstrakata i smeSa
ekstrakata na indikatorskom soju X. oryzae pv. oryzae (Slika 21). Za ekstrakte SS-10.7 i
SS-38.4 nisu odredene MIC i ICsy vrednosti, dok je oseljivost prema ekstraktu izolata
SS-12.6 bila niZza nego u prethodnom slucaju sa dva puta nizom MIC (0,25 mg/ml) i

istom ICsp vrednoscu (0,125 mg/ml).
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Slika 21. Utvrdivanje kinetike rasta X. oryzae pv. oryzae u prisustvu etil-acetatnih ekstrakta

pracenjem O.D. u funkciji vremena.

Ekstrakt dobijen kokultivacijom tri soja istovremeno je pokazao identi¢nu MIC
vrednost od 1 mg/ml kao i kod X. arboricola a ICsg je iznosila 0,75 mg/ml, za razliku od
smeSe pojedinacnih komponenata kod koje nisu detektovane vrednosti inhibicije u

testiranom opsegu koncentracija. 1z poslednjih rezultata se moze zakljuciti da je za
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antimikrobnu aktivnost pomenutih smeSa najzasluZniju aktivnost ponovo prikazao
ekstrakt izolata SS-12.6, sa pretpostavljenim antagonistickim efektom ostalih izolata u
kokulturi buduci da je potrebna inhibitorna koncentracija bila Cetiri puta viSa nego u
pojedina¢nom slucaju. Takode, i u ovom slucaju primecena je odrzZiva inhibicija rasta

indikatorskih sojeva do kraja pracenog vremena.

Najosetljiviji soj ovog testiranja je bila L. monocytogenes sa zabeleZenim ICs
vrednostima od ¢ak 0,008 mg/ml u slu¢aju pojedinacnih ekstrakata izolata SS-12.6 1 SS-
38.4 i dva puta veCom vrednoSc¢u (0,016 mg/ml) kada su testirani u vidu smeSe (Slika

22).
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Slika 22. Utvrdivanje kinetike rasta L. monocytogenes u prisustvu etil-acetatnih ekstrakta

pracenjem O.D. u funkciji vremena.
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Najniza zabelezena MIC vrednost je iznosila 0,063 mg/ml za ekstrakt SS-38.4
Sto je u korelaciji sa najve¢im zonama inhibicije u disk difuzionom testu inhibicije. Ista
MIC koncentracija od 0,125 mg/ml detektovana je za obe smeSe 1 pojedinacni ekstrakt
izolata SS-12.6, a potpuno odsustvo inhibicije rasta je ponovo zabeleZzeno za ekstrakt
izolata SS-10.7. Naime, u radu Sabaté and Audisio (2013), pokazano je da je ¢ak sedam
razli¢itih izolata L. monocytogenes bilo osetljivo na surfaktinsko jedinjenje sa MIC
vredno$¢u od 0,125 mg/ml, Sto verovatno ukazuje na mogucu dominaciju ovog
jedinjenja u inhibiciji rasta ovog patogena i u naSem slucaju. I pored snaznog efekta
ekstrakta SS-38.4 na rast ovog indikatorskog soja, zabeleZene inhibitorne koncentracije
smesa nisu pokazale znake potencijalnog sinergizma medu njima, ve¢ ocigledni aditivni

ili verovatniji antagonisticki efekat.

Vodeni ovim rezultatima, u cilju proSirivanja spektra patogena i detektovanja
potencijalnog sinergistickog efekta na testiranim bakterijskim sojevima, dalja
istraZivanja su bila usmerena na determinaciju MIC i MBC vrednosti pojedinac¢nih
ekstrakata i1 njihovih kombinacija, resazurinskom mikrodilucionom metodom sa
dvostrukim serijskim razblazivanjem uzoraka. Najmanja koncentracija pri kojoj nije
doslo do promene boje sa istovremenim rastom na ¢vrstoj hranljivoj podlozi tumacila se
kao MIC vrednost, a izostanak rasta kao MBC vrednost. Rezultati MIC i MBC
vrednosti pojedinacnih i medusobno kombinovanih lipopeptidnih ekstrakata su
prikazani u Tabeli 11, zajedno za pozitivnim antibiotskim 1 standardnim kontrolama

inhibicije rasta.

1z priloZenih rezultata se moZe uociti da je za inhibiciju rasta testiranih patogena
u slucaju izolata SS-10.7 bilo potrebno ¢ak 2,5 mg/ml, Sto objaSnjava odsustvo
inhibicije u prethodno primenjenim testovima. Ekstrakti izolata SS-12.6 1 SS-38.4 su
dali ujednacene vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija protiv svih izabranih
sojeva roda Xanthomonas, dok je u sluCaju antagonistickog efekta ka sojevima P.
syringae ekstrakt SS-12.6 pokazao jace delovanje u odnosu na ostale, sa istovremenim
najja¢im delovanjem (0,3 mg/ml) usmerenim ka A. tumefaciens. Prilikom testiranja
odgovaraju¢ih kombinacija primecuje se izvesna korelacija izmedu efekta smeSe i

efekta najaktivnijeg ekstrakta, u ovom slucaju SS-12.6, koji je u svim navedenim
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kombinacijama, ¢ini se imao najviSe udela u antibakterijskoj aktivnosti, Sto potvrduju i

dobijene pojedinacne MIC vrednosti.

Tabela 11. Minimalne inhibitorne i baktericidne koncentracije testiranih lipopeptidnih

ekstrakata (mg/ml).

X. arboricola X. arboricola X. arboricola X. arboricola X. arboricola
301 303 309 311 320

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
SS-10.7 2,50 - 2,50 - 2,50 - 2,50 - 2,50 -
SS-12.6 1,25 - 1,25 2,50 1,25 2,50 1,25 2,50 1,25 2,50
SS-38.4 1,25 - 1,25 - 1,25 2,50 1,25 - 1,25 2,50
MIX 1 0,83 - 0,42 0,83 0,42 0,83 0,42 0,83 0,42 0,83
MIX 2 1,25 2,50 0,63 1,25 0,63 1,25 0,63 1,25 0,63 1,25
SS-10.7 + SS-12.6 1,25 - 1,25 - 1,25 - 1,25 - 1,25 -
SS-10.7 + SS-38.4 1,25 - 1,25 - 1,25 - 1,25 - 1,25 -
SS-12.6 + SS-38.4 0,63 1,25 0,31 0,63 0,63 1,25 0,31 0,63 0,63 1,25
Tturin A 0,10 - >0,50 - >0,50 - >0,50 - >0,50 -
Surfaktin >0,50 - >0,50 - >0,50 - >0,50 - >0,50 -
Ampicilin 0,50 1,00  >1,00 - >1,00 - >1,00 - 0,50 1,00
Cefepim 0,004 0,125 0,002 0,016 0,002 0,125 0,004 0,250 0,008 0,016
Gentamicin 0,003 0,006 0,002 0,003 0,003 0,006 0,0008 0,0015 0,003 0,006
Streptomicin 0,003 0,006 0,003 0,0125 0,0015 0,003 0,003 0,006 0,003 0,006
Vankomicin 0,25 - 0,25 0,50 0,25 0,50 0,25 - 0,13 0,25

A. tumefaciens P. aptata 12 P. aptata 16 P. aptata 53 P. aptata 95

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
SS-10.7 2,50 - 2,50 - 2,50 - 2,50 - 2,50 -
SS-12.6 0,31 0,63 0,63 - 0,63 2,50 0,63 - 1,25 2,50
SS-38.4 1,25 2,50 2,50 - 2,50 - 2,50 - 2,50 -
MIX 1 0,21 0,83 0,83 - 0,83 - 0,83 - 0,83 -
MIX 2 0,63 2,50 2,50 - 1,25 2,50 1,25 - 1,25 2,50
SS-10.7 + SS-12.6 0,31 1,25 1,25 - 0,63 1,25 1,25 - 1,25 -
SS-10.7 + SS-38.4 1,25 - 1,25 - 1,25 >1,25 1,25 - 1,25 -
SS-12.6 + SS-384 0,16 0,63 0,63 - 0,63 1,25 0,63 - 0,63 -
Tturin A 0,125 - >0,50 - >0,50 - >0,50 - >0,50 -
Surfaktin >0,50 - >0,50 - >0,50 - >0,50 - >0,50 -
Ampicilin >1,00 - >1,00 - >1,00 - >1,00 - >0,50 -
Cefepim 0,50 - 0,25 - 0,13 0,50 0,13 - 0,25 0,50
Gentamicin 0,025 - 0,0008 0,006 0,025 - 0,0006 0,0008 0,0006 0,0008
Streptomicin 0,100 - 0,0015 0,003 0,0125 0,050 0,0015 0,0030 0,0015 0,003
Vankomicin 0,25 0,50 >0,50 - 1,00 - >0,50 - >0,50 -

Mix 1 - Kokultura SS-10.7 + SS-12.6 + SS-38.4
Mix 2 - Smesa SS-10.7 + SS-12.6 + SS-38.4
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Takode su zabeleZene i neSto nize MIC vrednosti prilikom testiranja ekstrakta
kokulture tri izolata Bacillus u poredenju sa smeSom ekstrakata. Na osnovu svih
dobijenih rezultata 1 ostvarenih interakcija, in vitro ekstrakt dobijen kokultivacijom
mogao bi se uzeti u dalja razmatranja zbog primenljivih niZih koncentracija prisutnih
lipopeptidnih jedinjenja u odnosu na pojedinaCne ekstrakte. Testiranjem standardnih
jedinjenja iturina A i surfaktina, zabeleZena je MIC vrednost oko 0,1 mg/ml jedino za
iturin A u slu€aju X. arboricola 301 1 A. tumefaciens, dok za surfaktin nije ustanovljena
MIC vrednost u testiranim koncentracijama. Pet razliCitih antibiotika razli¢itog spektra
delovanja sluzili su kao pozitivne kontrole ovog testiranja. Interesantni rezultati su
dobijeni u slucaju [-laktamskog cefepimskog antibiotika i dva aminoglikozidna
antibiotika, gentamicina i streptomicina. Naime, za vecinu testiranih patogena MIC
vrednosti su bile na granici mikrogramskih 1 nanogramskih koncentracija, sa najniZom
zabeleZenom koncentracijom od 0,0008 mg/ml, sa razlikom kod indikatorskih sojeva
roda Pseudomonas 1 A. tumefaciens koji su bili otporniji na cefepimski antibiotik.
Medutim, prilikom testiranja drugog [B-laktamskog antibiotika ampicilina, znacajnog
inhibitora transpeptidaze nije zabelezena MIC vrednost u okviru testiranih
koncentracija, izuzev protiv dva soja X. arboricola 301 i 320 sa visokim vrednostima od
0,5 mg/ml. Nesto niZe vrednosti inhibitornih koncentracija su zabelezene i u slucaju
glikopeptidnog antibiotika vankomicina, ali daleko viSe nego kod prvopomenute grupe
antibiotika. U svakom slucaju, dalja istraZivanja moguceg sinergistickog efekta sa
pomenutim antibioticima u nanogramskim koncentracijama, bi¢e od velike koristi u
dobijanju efektivnijeg odgovora testiranih smeSa za uspeSnu primenu u biokontroli
odredenih bakterijskih patogena, s’obzirom na postojeCu Cinjenicu KkoriS¢enja

streptomicina u vidu komercijalnog pesticida (Mayerhofer et al., 2009).

U cilju utvrdivanja pojedinacnog doprinosa i odnosa ekstrakata u antimikrobnoj
aktivnosti, kao i na osnovu pojedina¢nih MIC vrednosti, izraCunate su FIC (frakciona
inhibitorna koncentracija) i FICi (frakcioni inhibitorni koncentracioni indeks) kako bi se

izrazio njihov antimikrobni efekat u razli¢itim kombinacijama (Tabela 12).
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Tabela 12. FIC i FICi vrednosti ekstrakata u razliCitim kombinacijama i ostvarena interakcija

protiv bakterijskih patogena.

X. arboricola X. arboricola X.arboricola X.arboricola X.arboricola

Kombinacije 301 303 309 311 320 A. tumefaciens P.aptata 12 P.aptata 16 P.aptata 53 P.aptata 95

FICyo7 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,13 0,50 0,25 0,50 0,50
'FICuAﬁ 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 1,00
FICi 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50 1,13 2,50 1,25 2,50 1,50
Interakcija I 1 I I 1 1 A 1 A 1
FICy7 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
FIC354 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,50 0,50 0,50 0,50
FICi 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50 1,00 1,00 1,00 1,00
Interakcija I 1 1 I 1 1 Ad Ad Ad Ad
FIC,,6 0,50 0,25 0,50 025 0,50 0,51 1,00 1,00 1,00 0,50
FIC354 0,50 0,25 0,50 0,25 0,50 0,13 0,25 0,25 0,25 0,25
FICi 1,00 0,50 1,00 0,50 1,00 0,64 1,25 1,25 1,25 0,75
Interakcija Ad S Ad S Ad Ad 1 1 I Ad
FICynx 1

FICy7 0,33 0,17 0,17 0,17 0,17 0,08 0,33 0,33 0,33 0,33
-FICu_G 0,66 0,33 0,33 0,33 0,33 0,66 1,33 1,33 1,33 0,66
FIC334 0,66 0,33 0,33 0,33 0,33 0,17 0,33 0,33 0,33 0,33
‘FICi 1,66 0,83 0,83 0,83 0,83 091 1,99 1,99 1,99 1,33
Interakcija 1 Ad Ad Ad Ad Ad 1 1 I 1
FICyix »

FIC,y.7 0,50 0,25 0,25 0.25 0,25 0,25 1,00 0,50 0,50 0,50
FIC,,6 1,00 0,50 0,50 0,50 0,50 2,00 4,00 2,00 2,00 1,00
FICj354 1,00 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 1,00 0,50 0,50 0,50
FICi 2,50 1,25 1,25 1,25 1,25 2,75 6,00 3,00 3,00 2,00
Interakcija A 1 1 1 1 A A A A 1

S-sinergisticki efekat <0,5; Ad-aditivni efekat 0,5-1; I-indiferentan efekat 1-2; A-antagonisticki efekat > 2
Mix 1 - Kokultura SS-10.7 + SS-12.6 + SS-38.4; Mix 2 - SmeSa SS-10.7 + SS-12.6 + SS-38.4

Prema EUCAST (2000) interakcija dve komponente se definiSe kao sinergizam
kada je frakcioni indeks inhibitorne koncentracije, FICi < 0,5; aditivni efekat kada je
FICi 0,5-1; indiferentni efekat za FICi izmedu 1 i 2; a antagonisticki kada je FICi > 2.

Efekti su tumaceni na slede¢i naéin:

e Sinergisticki efekat kombinacije dve ili viSe komponenti je prisutan ukoliko je
efekat te kombinacije veci od aditivnog efekta pojedinacnih komponenti;

e Aditivni efekat definiSe slucaj kada je efekat kombinacije dve ili visSe
komponenti jednak zbiru efekata pojedinacnih komponenti;

¢ Indiferentni efekat definiSe onu kombinaciju kada je efekat kombinacije dve ili
viSe komponenti jednak efektu najaktivnije komponente;

* Antagonizam se javlja ako je efekat kombinacije dve ili viSe komponenti manji u

poredenju sa efektom najaktivnije pojedina¢ne komponente.
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Testirane kombinacije su pokazale uglavnom indiferentan ili aditivni efekat.
Sinergizam je uocen samo za kombinaciju izolata SS-12.6 i SS-38.4 sa FIC indeksom
od 0,50 u slucaju X. arboricola 303 i1 311. Ista kombinacija na ostalim indikatorskim
sojevima uglavnom ostvaruje aditivni efekat pojedinacnih ekstrakata. Antagonisticki
efekat je jedino primecen kod smeSe pojedinacnih ekstrakata, za razliku od ekstrakta iz
kokultivisane smese tri izolata, ¢iji je ekstrakt uglavnom demonstrirao aditivizam, kao i
u sluc¢aju kombinacije SS-10.7 i SS-12.6 protiv odredenih izolata roda Pseudomonas.
Ono S§to je takode zanimljivo su i kombinacije izmedu ekstrakta sa najslabijim
delovanjem prema indikatorskim bakterijama, SS-10.7 i preostala dva veoma potentna
izolata, koje su pokazale uglavnom indiferentan, a samo protiv pseudomonada aditivni

efekat u kombinaciji sa ekstraktom 1z SS-38.4.

Dalje ispitivanje interakcija lipopeptidnih  ekstrakata u odredenim
kombinacijama, kao i njihovih minimalnih inhibitornih i fungicidnih koncentracija,
uradeno je i na gljivama. Ovom prilikom su kori§¢eni metanolni lipopeptidni ekstrakti
finalne koncentracije 14,25 mg/ml. Testirane su gljive izolovane i indetifikovane sa
semena nevena koriS¢enjem suspenzije njihovih spora finalne koncentracije 1 X 10°
CFU/ml medijuma. VrSeno je dvostruko serijsko razblaZivanje ispitivanog ekstrakta, a
najmanja koncentracija pri kojoj nije dolazilo do vizuelnog rasta mikromiceta nakon tri
dana inkubacije, proglasavana je za MIC vrednost. Kod testiranja dva ekstrakta
istovremeno koriS¢ena je 1/2 koncentracije svakog (7,13 mg/ml), a u slucaju pravljenja
smeSe od tri, koriS¢ena je 1/3 svakog ekstrakta odnosno 4,75 mg/ml. Rezultati MIC i
MEFC vrednosti pojedinacnih i medusobno kombinovanih lipopeptidnih ekstrakata su
prikazani u Tabeli 13, zajedno za mikotikom flukonazolom, kao pozitivnom kontrolom
inhibicije rasta micelija. Potvrdena je veoma dobra antifungalna aktivnost testiranih
ekstrakata 1 uoCene su znacajno niZe koncentracije potrebne za inhibiciju rasta, nego Sto

je to bio slucaj u testiranju bakterijskih patogena.

Najnize MIC vrednosti su dobijene za gljive roda Fusarium i vrstu A. ochraceus,
dok su preostale dve vrste roda Aspergillus kao i Penicillium bile daleko rezistentnije na

delovanje pojedinacnih ekstrakata, sa MIC vrednostima ve¢im od 4 mg/ml (Tabela 13).
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Tabela 13. Minimalne inhibitorne i fungicidne koncentracije testiranih lipopeptidnih ekstrakata

pojedinac¢no i u odgovaraju¢im kombinacijama (mg/ml).

Ekstrakti [mg/ml] A. flavus A. niger A. ochraceus Penicillium sp.
MIC  MFC MIC MFC MIC MFC MIC MFC
SS-10.7 4.90 >4.9 >4.9 - 0.019  0.019 >4,9 -
SS-12.6 225 >225  >225 - 0.017  0.071  >2,25 -
SS-13.1 214 >2,14 >2,14 - 0.017 0.034 >2,14 -
SS-27.2 4.50 >4.,5 0.563 >4,5 0.141  0.141 >4,5 -
SS-38.4 4.20 >4,2 >4,2 - 0.033  0.066 >4,2 -
Flukonazol 1.80 - 1.80 - 1.80 - 1.80 -
F. proliferatum  F. semitectum F. solani F. oxysporum
MIC  MFC MIC MFC MIC MFC MIC MFC
SS-10.7 0.153 0.153  0.019 0.019 0.076 0.153 0.019 0.019
SS-12.6 0.071 0.071  0.008 0.035 0282 0.282 0.035 0.071
SS-13.1 0.017 0.034 0.017 0.034 0.067 0.067 0.034 0.067
SS-27.2 0.141 0563 0.071 0.141 0563 1.125 0.141  0.563
SS-38.4 0.132 0263 0.016 0.016 0.132 0263 0.132 0.263
Flukonazol 1.40 - 1.60 - 1.80 - 0.80 -
Kombin{a;rcl ié/enfll;strakata F. oxysporum F. semitectum A. flavus
MIC  MFC MIC MFC MIC MFC
SS-10.7 + SS-12.6 0.008  0.067 0.067 0.134 0.267 -
SS-10.7 + SS-13.1 0.067  0.067 0.067  0.067 0.267 -
SS-10.7 + SS-27.2 0.008  0.017 0.017  0.034 0.134 -
SS-10.7 + SS-38.4 0.067 0.134 0.017  0.034 0.535 -
SS-12.6 + SS-13.1 0.067 0.134 0.067 0.134 0.134  0.267
SS-12.6 + SS-27.2 0.008  0.067 0.034  0.067 0.134 -
SS-12.6 + SS-38.4 0.004  0.008 0.008  0.017 0.267 -
SS-13.1 + SS-27.2 0.067 0.134 0.067  0.067 0.134  0.134
SS-13.1 + SS-38.4 0.134  0.267 0.067  0.267 0.267 1.07
SS-10.7 + SS-12.6 + SS-38.4 0.004  0.004 0.008  0.017 0.134 -

Sa druge strane, najniZze koncentracije u opsegu od 0,008 do 0,019 mg/ml, su
zabeleZene za gotovo sve testirane ekstrakte u zavisnosti od ispitivane gljive, sa
najizraZzenijim delovanjem ekstrakta SS-12.6 na F. semitectum, koja je ujedno i
najosetljivija indikatorska gljiva ovog istrazivanja. Imajuci u vidu dobijene rezultate i
vodeni idejom postojanja potencijalnog sinergizma izmedu pojedinacnih ekstrakata,
odabrane su tri vrste gljiva (A. flavus, F. oxysporum 1 F. semitectum) u testiranju
njihovih kombinacija. Medu pomenutim gljivama poznato je da je A. flavus kao jedna

od najrezistentnijih, a ujedno i najpatogenija gljiva u smislu produkcije mikotoksina.
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Iako su dobijene vrednosti za A. flavus bile viSe u poredenju sa vrednostima dobijenim
za vrste roda Fusarium, ipak su veoma znacajne jer su odgovaraju¢e kombinacije
ekstarakata postigle znacCajnu inhibiciju rasta, Sto nije bio slu€aj kod testiranja
pojedinacnih. Kombinacija ekstrakata iz SS-10.7 1 SS-38.4 se u ovom slucaju pokazala
neefikasnom, jer je za inhbiciju rasta bila potrebna najviSa koncentracija ekstrakata, viSa
od 0,5 mg/ml. Za F. oxysporum su zabeleZene najniZe ostvarene MIC vrednosti od ¢ak
0,004 mg/ml za kombinaciju ekstrakata iz SS-12.6 1 SS-38.4 izolata 1 kombinaciju
ekstrakata iz SS-12.6, SS-38.4 1 SS-10.7. Prilikom testiranja na F. semitectum dobijene
vrednosti su bile viSe u odnosu na efekat pojedinacnih ekstrakata Sto navodi na
pretpostavku da je u pitanju indiferentan ili antagonisticki efekat pojedinacnih

ekstrakata. Rezultati odredenih FIC i FICi vrednosti su prikazani u Tabeli 14.

Tabela 14. FIC i FICi vrednosti ekstrakata u razli¢itim kombinacijama i ostvarena interakcija

protiv fungalnih patogena.

'f]:)slg~l:£:tc;je F. oxysporum F. semitectum A. flavus ﬁ$‘:§:§je F. oxysporum F. semitectum A. flavus
FIC107 0,42 3,53 0,05 FICi12.6 0,23 4,25 0,06
FIC126 0,23 8,38 0,12 FIC27.2 0,06 0,48 0,03
FICi 0,65 11,90 0,17 FICi 0,29 4,73 0,09
Interakcija Ad A S Interakcija S A S
FIC07 3,53 3,53 0,05 FICi12.6 0,11 1,00 0,12
FIC13.a 1,97 3,94 0,12 FIC38.4 0,03 0,50 0,06
FICi 5,50 7.47 0,18 FICi 0,14 1,50 0,18
Interakcija A A S Interakcija S I S
FIC107 0,42 0,89 0,03 FIC13.1 1,97 3,94 0,06
FIC27.2 0,06 0,24 0,03 FIC27.2 0,48 0,94 0,03
FICi 0,48 1,13 0,06 FICi 2,45 4,88 0,09
Interakcija S 1 S Interakcija A A S
‘FIC10.7 3,53 0,89 0,11 FIC13.1 3,94 3,94 0,12
FIC33.4 0,51 1,06 0,13 FIC3s.4 1,02 4,19 0,06
FICi 4,03 1,96 0,24 FICi 4,96 8,13 0,19
Interakcija A I S Interakcija A A S
FIC126 1,91 8,38 0,06 FIC10.7 0,21 0,42 0,03
FIC13.1 1,97 3,94 0,06 FICi12.6 0,11 1,00 0,06
FICi 3,88 12,32 0,12 FIC38.4 0,03 0,50 0,03
Interakcija A A S FICi 0,36 1,92 0,12
Interakcija S 1 S

S-sinergisticki efekat <0,5; Ad-aditivni efekat 0,5-1; I-indiferentan efekat 1-2; A-antagonisticki efekat > 2
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Rezultati mnogih studija ukazuju da sojevi roda Bacillus proizvode vise od jedne
familije lipopeptida, pa se moze pretpostaviti da postoje njegove ekoloske prednosti
usled sinergisticke interakcije izmedu razlic¢itih jedinjenja. Iturini i fengicini ostvaruju
izrazito snaznu biokontrolu biljnih bolesti inhibiraju¢i rast fitopatogena Sirokog opsega
(F. graminearum, R. solani i A. flavus) ili post-Zetvenih patogena poput B. cinerea i P.
expansum (Asaka and Shoda, 1996; Toure et al., 2004). Takode, u studiji Cao et al.
(2012) je pokazana znacCajna inhibicija F. oxysporum od strane B. subtilis SORI soja
kao producenta fengicina ili B. subtilis soja kao dominantnog producenta iturina A,
pored ostalih lipopeptida u kontroli pomenutog patogena (Cazorla et al., 2007). Sli¢na
aktivnost je primecena i za bacilomicin koji je odgovoran za inhibiciju rasta
Podosphaera fusca, uzrocnika pepelnice (Romero et al., 2007). Pored antifungalne za
iturin je pokazana 1 izrazito jaka antibakterijska aktivnost protiv Xanthomonas
campestris pv. cucurbitae i Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, dva
vazna patogena bundeva (Zeriouh et al., 2011). Iako je prvo pokazano da surfaktini sami
po sebi nisu fungitoksi¢ni 1 da mogu ostvarivati izvestan sinergisticki efekat sa iturinom
A (Peypoux et al., 1999), nasa istraZivanja ukazuju na izrazit antifungalni potencijal
jedinjenja veoma sli¢nih surfaktinu, protiv nekoliko fungalnih patogena ukljucujuéi i F.
oxysporum (Dimki¢ et al., 2013), Sto je u saglasnosti i sa literaturnim podacima (Joshi et
al., 2008). Takode, u skoraS$njim radovima je potvrdena jaka inhibitorna aktivnost B.
amyloliquefaciens izolata, producenata surfaktina, protiv F. oxysporum f.sp. lycopersici,
Penicillium italicum, A. niger i B. cinerea (Romano et al., 2011 i 2013). Nasuprot ovim
istrazivanjima u radu Tao et al. (2011) je pokazano da surfaktin negativno uti¢e na
antifungalni potencijal fengicina, najverovatnije spreCavanjem pravljenja pora u
membrani. Sa druge strane, surfaktin moZe delovati 1 pozitivho sa fengicinskim
molekulom naglaSavajuci sinergisticki efekat na nivou bakterijske membrane E. coli
(Huang et al., 2008). Takode, zastitom korena Arabidopsis od fitopatogenih bakterija P.
syringae ukazano je na znaCaj surfaktina u direktnom delovanju protiv bakterija
naruSavanjem integriteta ¢elijske membrane (Bais et al., 2004). IstraZivanje Etchegaray
et al. (2008) je pokazalo da odgovaraju¢a meSavina surfaktina i iturina izolovanih iz B.
subtilis uspesno dovodi do dezintegracije Celijskog zida X. campestris i X. axonopodis,
uklanjanjem katjona vezanih za negativno naelektrisani celijski zid. Interakcije

lipopeptidnih molekula su i1 dalje slabo razjasnjene, a svakako je potrebno dalje ih
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ispitivati. Buduca i tekuca istrazivanja mehanizma dejstava lipopeptida, njihove
diferencijalne aktivnosti i potencijalnih sinergistickih efekata pruZi¢e nesumljivo bolje
razumevanje efikasnog koriS¢enja ovih bakterijskih antagonista u kontroli biljnih

patogena.

4.3.6 UTVRPIVANJE POTENCIJALNOG SINERGISTICKOG EFEKTA SS-
12.6 I ETARSKIH ULJA NA RAST FITOPATOGENIH GLJIVA IN
VITRO I NA KLIJAVOST I INFICIRANOST SEMENA NEVENA IN
SITU

Pokazano je da kombinacija komplementarnih bioloSkih pristupa sa aditivnim
1/ili sinergistickim efektom moZze da obezbedi vecu konzistenciju i1 efikasnost u
biokontroli. Danas postoji sve vece interesovanje za etarskim uljima kao mogucoj
zameni za konvencionalne sintetiCke fungicide u cilju zastite kultivisanih biljaka od
fitopatogenih gljiva, zbog njihove opsSte prihvaéenosti od potrosaca, relativne
bezbednosti za upotrebu 1 ekoloske prihvatljivosti (Abdel-Kader, 2011). Literaturni
podaci ukazuju na efikasnost i primenu kako etarskih ulja, tako i izolata roda Bacillus u
zastiti povrtarskih biljaka od strane fitopatogenih gljiva, tretmanom zemljiSta u kome ¢e
biljka rasti, tretiranjem korena biljaka i/ili prskanjem listova (Arrebola et al., 2010b;
Abdel-Kader et al., 2011) ili tretmanom etarskim uljima u prevenciji suzbijanja

fungalnih infekcija semena (Kritzinger et al., 2002).

Jedan od ciljeva ovog rada bio je i ispitivanje kombinacija etarskih ulja Cubra i
timijana, kao i ekstrakta izolata SS-12.6 na rast fitopatogenih gljiva izolovanih sa
semena nevena. Odredivani su stepen inficiranosti semena gljivama i uticaj na klijavost
semena in situ. Naime, prethodno istraZivanje (Stevi¢, 2013) je pokazalo odredeni
sinergisticki antifungalni efekat ulja 1 ekstrakta SS-12.6 in vitro na odabrane
fitopatogene gljive izolovanih sa biljnih droga. Rezultati testiranja pojedina¢nih agenasa
odredenih kombinacija in vitro, kao i ocCekivane vrednosti sinergizma (Ee), prema

Limpelovoj formuli koje ukazuju na moguce sinergisticko dejstvo, prikazani su na Slici

23.
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Slika 23. Sinergisticka antifungalna aktivnost sirovog lipopeptidnog ekstrakta SS-12.6 (CLE) i
etarskih ulja Cubra i timijana in vitro. Prikazane su srednje vrednosti procenta
inhibicije rasta vrsta izolovanih sa semena nevena sa pojedinac¢nim etarskim uljima i
ekstraktom SS-12.6, kao i njihove medusobne kombinacije, delovanje bescelijskog
supernatanta (SN), ostvareni sinergisticki efekat [1] i standardna greska. Ee vrednosti

predstavljaju ocekivane vrednosti sinergizma.

Iz prikazanih rezultata moze se uociti da je ekstrakt SS-12.6 uglavnom jace
inhibirao rast vecine ispitivanih gljiva u odnosu na ulje Cubra, dok je testirani bescelijski
supernatant imao najniZi inhibitorni potencijal, sem u sluc¢aju A. alternata. Sa druge
strane, ulje timijana je ostvarilo visi inhibitorni potencijal na svim gljivama u odnosu na
ekstrakt SS-12.6. Medutim, A. alternata, je bila procentualno najvise inhibirana kako
delovanjem samog ekstrakta SS-12.6, tako 1 kombinacijom sa uljima, sa znaCajnom
statistickom znaCajnoS¢u prema Dankanovom testu viSestrukog opsega (podaci nisu
prikazani). Takode, statisticki zna¢ajna inhibicija rasta u slucaja testiranja pojedinac¢nih
ulja ostvarena je prema F. polyphialidicum, dok je njihova kombinacija ispoljila
statisticki znacajnu antifungalnu aktivnost prema F. polyphialidicum 1 F. oxysporum.

Poredenjem vrednosti procenata inhibicije rasta, koriS¢éenjem Limpelove formule, u
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odredenim kombinacijama je ipak zabeleZena sinergisticka aktivnost, jer su ostvarene
vrednosti inhibicije rasta gljiva bile ve¢e od preracunatih ocekivanih vrednosti (Ee).
Sinergisti¢ka aktivnost je utvrdena za kombinaciju SS-12.6 i ulja cubra na rast A.
alternata, a takode i za kombinaciju ovog ekstrakta i ulja timijana u delovanju protiv F.
nygamai, za razliku od ranijeg istraZivanja (Stevi¢, 2013) gde je veci efekat ove
kombinacije bio usmeren ka F. semitectum i F. solani. U kombinaciji oba ulja sa
ekstraktom SS-12.6 sinergistiCka aktivnost je jedino zabelezena na rast F. solani, Sto je
veoma znacajno s’obzirom na rezistentnost ovog patogena na delovanje pojedinac¢nih
agenasa, Sto se poklapa sa radom Stevi¢ (2013), u kome je sinergisticki efekat ka ovom
patogenu zabelezen u slucaju kombinacije SS-12.6 sa pojedina¢nim uljima timijana i
Cubra. Pored veoma efikasnog delovanja kombinacije oba ulja aditivnim efektom,
detektovan je 1 sinergisticki efekat na rast F. oxysporum. U okviru ovog dela
istrazivanja testirane su razliite kombinacije 1 na A. flavus, A. niger, A. ochraceus 1
Penicillium sp., ali za ove gljive je bilo teSko predstaviti procentualnu inhibiciju rasta
micelija zbog difuznog 1 nekompaktnog rasta (Slika 24). A. ochraceus je uglavnom bio
neosetljiv na supernatant i lipopeptidni ekstrakt SS-12.6, dok je znacajnija inhibicija
rasta zabeleZena tretmanom sa uljem timijana, koje je dovelo do primetnog gubitka
pigmentacije micelije, kao i u prethodnom slucaju kod F. semitectum i F. oxysporum.
Gotovo potpuna inhibicija rasta A. ochraceus 1 Penicillium sp., ostvarena je koriS¢enjem
mesavine oba ulja §to verovatno ukazuje na sinergisticki efekat. Takode, utvrdena je i
neSto manja inhibicija rasta u kombinaciji ekstrakta i oba ulja za ove patogene. Naneta
zapremina bescelijskog supernatanta i ekstrakta izolata SS-12.6 nije bila dovoljna za
inhibiciju rasta micelija ovih gljiva, dok je primetna inhibicija zabeleZena u tretmanu sa
uljem cubra pojedinacno i1 kombinaciji sa ekstraktom. Ulje timijana nije ispoljilo
znacajnu inhibitornu aktivnost na rast A. flavus, A. niger, 1 Penicillium sp. pojedinac¢no,
ali je neSto bolja aktivnost zabelezena u kombinaciji sa ekstraktom SS-12.6. Ipak
najveca inhibitorna aktivnost ostvarena je meSavinom oba ulja, slicno kao 1

kombinacijom oba ulja i ekstrakta izolata SS-12.6.

104



Rezultati i Diskusija

Ulje timijana+SS-12.6

-

K Ulje Eubra+SS-12.6

Penicillium sp. _>

/
Mix ulja+S5-12.6 {—A, ochraceus

Slika 24. Sinergisticka aktivnost ekstrakta SS-12.6 i etarskih ulja ¢ubra i timijana in vitro prema

A. flavus, Penicillium sp. i A. ochraceus.

Eksperimentalno je pokazano da kombinacija etarskih ulja i izolata Bacillus sp.
moZe biti vrlo efikasna u kontroli patogenih gljiva na vocu. Tako je kombinacijom B.
amyloliquefacijens i etarskog ulja limunske trave (Cymbopogon citrates) postignut
izostanak fitopatogenih oboljenja na skladiStenim breskvama sinergistickim dejstvom
ovih bioloskih agenasa (Arrebola et al., 2010b). Takode, visoka efikasnost u prevenciji

kontaminacije patogenim gljivama povrtarskih biljaka postignuta je integrisanim
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tretmanom zemlje kombinacijom gljive antagoniste i odabranih etarskih ulja, poput
kima, timijana, nane i geranijuma (Abdel-Kader et al., 2011). Sinergizam u
antifungalnoj aktivnosti lipopeptidnog ekstrakta i1 etarskih ulja mozZe se traZiti u
hemijskoj strukturi ovih agenasa i aktivnosti usmerenoj ka citoplazmati¢énoj membrani.
Smanjenje povrSinskog napona, modifikacije povrSinskih osobina 1 perturbacija
lipidnog dvosloja su neka od razlicitih svojstava karakteristi¢nih za surfaktantska
jedinjenja, ¢ime se objaSnjava deo njihove bioloSke aktivnosti (Ongena and Jacques,
2008). Zbog velikog broja konstituenata, €ini se da etarska ulja nemaju specifi¢ne
celijske targete (Carson et al., 2002) ali, kao tipi¢ni lipofilni molekuli prolaze kroz
¢elijski zid i citoplazmati¢nu membranu, remeteci strukturu permeabilizacijom njihovih

razlicitih slojeva sastavljenih od polisaharida, masnih kiselina i fosfolipida.

Rezultati in vitro testiranja, podstakli su dalja ispitivanja antifungalne aktivnosti
kombinacije ekstrakta SS-12.6 i1 etarskih ulja na ukupnu fungalnu infekciju semena
nevena in situ. RazliCite kombinacije ekstrakta i ulja su primenjivane na semenima
nevena kao Sto je opisano u eksperimentalnom dizajnu. Posle svakog tretmana semena
odgovaraju¢im pojedina¢nim agensima ili njthovim kombinacijama, pracena je njihova
efikasnost u kontroli infekcije semena na PDA podlozi (Slika 25). Prirodno inficirana
semena bila su potapana u sterilnu destilovanu vodu i bila kori§¢ena u vidu pozitivne
kontrole prilikom odredivanja procenata fungalne infekcije i klijavosti. Rezultati su dati
u Tabeli 15. Moze se uociti da je nakon izlaganja semena lipopeptidnom ekstraktu SS-
12.6, inicijalna klijavost 4 dana kasnije bila zna€ajno ugroZena, a posebno tretmanom
od 24 h. Prilikom izlaganja semena, ovom ekstraktu, u trajanju od 6 h klijanje je bilo
isto u poredenju sa kontrolnim semenima, brojanim posle 7 dana. Isti efekat je
postignut, tj. klijavost je bila ista, kao i kod kontrolnih semena, tretiranjem semena
nevena ekstraktom SS-12.6 tokom 12 h 1 brojanjem klijalih semena posle 14 dana (Slika
26b). Za bescelijski supernatant izolata SS-12.6 primeceno je pocetno kasnjenje
klijjanja, ali je uocen blagi porast klijjavosti u poredenju sa kontrolnim semenima
brojanjem posle 7, a posebno posle 14 dana. Ulje timijana je znatno uticalo na klijavost
semena nevena posle 24 h izlaganja i tek neznatno posle 12 h tretmana. Ulje ¢ubra nije
smanjilo klijavost ni u jednom tretmanu, StaviSe, posle tretmana od 24 h klijavost

semena je bila povecana u svakoj tacki uzorkovanja.
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Slika 25. Analiza inficiranosti semena nevena. a) Potopljena semena u suspenziju etarskih ulja,
pojedina¢no i u kombinaciji; b, c) negativna kontrola netretiranih semena; d) 24 h
tretirana semena uljem Cubra; e) 24 h tretirana semena uljem timijana; f) 24 h
tretirana semena etil-acetatnim ekstraktom SS-12.6; g) 12 h tretirana semena
kombinacijom ulja timijana i ekstrakta SS-12.6; h) 12 h tretirana semena
kombinacijom oba ulja i ekstrakta SS-12.6. Merenja su bila sprovedena nakon sedam

dana inkubacije na 25 °C.

Moze se re¢i da je kombinacija oba ulja imala indiferentno ili stimulativno
dejstvo na klijavost semena. Lipopeptidni esktrakt SS-12.6 u kombinaciji sa uljem
timijana je negativno uticao na klijavost. Sliéno tome, u kombinaciji sa uljem cubra
redukcija klijavosti je zabeleZena posle tretmana od 12 h i 24 h izloZenosti semena ovoj

kombinaciji. Nakon 6 h izlaganja, klijavost semena je bila u rangu kontrolnih uzoraka.
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Kombinacija ekstrakta SS-12.6 i oba ulja, takode je znacajno redukovala klijavost (Slika

26c¢).

Jedini izuzetak je bio tretman od 6 h, u kome je posle inicijalnog smanjenja
(nakon 4. i 7. dana) procenat klijavosti semena dostigao vrednost kontrolnih semena

brojanjem posle 14 dana.

Slika 26. Uticaj odabranih antifungalnih agenasa na klijavost semena. a) Klijanci izlagani 6 h
supernatantu SS-12.6; b) klijanci nakon tretmana od 12 h ekstraktom SS-12.6; c)
klijanci nakon tretmana od 12 h kombinacijom ekstrakta SS-12.6 i oba ulja; d)
klijanci negativne kontrole; e) izgled normalnih i zakrZljalih klijanaca; f) inficirana

semena. Merenja su izvrSena nakon 14 dana pracenja.

U odnosu na ukupnu fungalnu infekciju (Tabela 15), ekstrakt izolata SS-12.6
(CLE) je pokazao znacajnu redukciju infekcije, u sva tri tretmana izlaganja semena. Jo$
vazniji rezultat je bio, da se stepen infekcije 1 dalje odrzavao niskim i nakon 14 dana.

Slican efekat je ostvaren i kada je koriS¢en bescelijski supernatant (SN).
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Tabela 15. Uticaj lipopeptidnog ekstrakta SS-12.6 i etarskih ulja timijana i cubra na klijavost i inficiranost semena nevena (Sr.vrednost + St. greska).

% Mijavosti o olat CLESS-126 SNSS-126  Uljc timijana ~ Ulje ubra ~ Mix obaulja ~ —ob 55-12.6  CLESS-12.6 - CLE $5-12.6
semena + ulje timijana  + ulje ubra 4+ mix oba ulja
6h day 4 427°+133  33.0°+0.58 58.0%°+346 48.79%240 61.3"+1.33 200°+231  44.0°%£7.02 28.7%+4.8]
12h day 4 50.7°+£0.67 253°%1.33 257°+033 580" +1.15 500577 647°%353 160“£7.02 33°+0.67  18.0%+5.03
24h day 4 8.09+4.16 58.0°+4.16 340%°%231 573°%371 527°%176 33%+240 10.0°+2.31 8.0 °+ 4.00
6h day 7 573%%240 667%™ %133 60.7*+437 647"+1.76 62.0°+2.00 36.7°+240 58.0°+4.16 487" +1.76
12h day 7 56.0°+1.15 353™+353 573°%1.76 58.0°+1.15 56.7"+3.71 660°+4.62 327°+581 28.0°“+231 413"+6.67
24h day 7 240°+577  66.0°+1.15 447°+0.67 62.7™+546 573> +353 93%x437 2479481 20.7%+9.26
6h day 14 627 +291 68.7°+0.67 62.07+4.00 667 +133 620" £200 520+416 62.0+577 68.7* +4.67

12hday 14 687 +437 56.7°+570 70.7°+1.33 580ab+1.15 62.7"+581 753 +1.76 50.0°+1.15 38.0™+231 493"+6.36
24h day 14 433°+291 727 +240 527™+291 727*+353 653°+481 147“+481 333"+240 333"9+982
% infektivnosti
6h day 4 1274291 73 £067 500°+503 48.7%°%£546 50.0°+2.00 147"+437 140"+3.06 24.0%+3.06
12h day 4 400%+1.15 53°%133  47°+133 333°%1.76 447°%353 273 %176 0.7°+0.67 40%+1.15 2.7940.67
24h day 4 47°+133 73"+176 173%+371  173°+176 127°+176 93™+333 18.0™+4.62 14.7™+240
6h day 7 15374267 80™+0.58 520°+4.62 527°+1.76 527°%291 20.0°+200 200" +2.00 240%®+231
12h day 7 433%+240 60™+1.15 73" +067 333°+1.76 513%%353 287" %291 53°+240 879+267  73%+0.67
24h day 7 1134240 87™+176 200%“+231 207°%291 187%+1.76 153®+353 260®+503 22.7*+4.06
6h day 14 15374291 93%+0.67 533 +333 537°+120 540 +4.16 213" +1.33 227" +240 247%+291
12hday 14 48.0"+346 6.0"x1.15 133 +240 37.7°+203 540 £503 327°+133 6.7°+291 12.7°"+240 11.3°+2.40
24h day 14 127°+1.76  10.0®+2.00 28.0"+4.16 27.0°+3.79 24.0°“+231 207°+240 353°+933 267% +521

* Srednje vrednosti procenata klijavosti i infektivnosti semena u 6 ponavljanja od po 50 semena, praéene istim slovnim oznakama u okviru kolona nisu statisticki znaGajne (P < 0.05),

prema Dankanovom testu viSestrukog opsega (n=3). * Kontrolna prirodno inficirana semena potapana su u sterilnu destilovanu vodu i merenje je izvrieno nakon 4., 7. i 14. dana.

Prikazane su prose¢ne vrednosti u zavisnosti od razli¢itih vremena izlaganja. Podebljane vrednosti predstavljaju istovremeno najvisi procenat klijavosti i najniZi procenat inficiranih

semena nakon 14 dana pracenja.
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Nesto drugaciji rezultati su dobijeni sa etarskim uljima. Naime, ulje timijana je
znatno smanjilo stepen infekcije, ali u manjoj meri u poredenju sa ekstraktom i
supernatantom, i to nakon tretmana od 24 h, a tek neznatno posle 12 h izlaganja, dok je
ulje Cubra primetno redukovalo infekciju tek posle 24 h tretmana. Slican efekat je
postignut i kombinacijom oba ulja. S druge strane, ulja su pokazala viSe potencijala za
suzbijanje fungalne infekcije u kombinaciji sa ekstraktom. Za sve dobijene rezultate
koriS¢enjem razliCitth kombinacija agenasa, u pogledu kako procenata smanjenja
fungalne infekcije, tako 1 procenata klijavosti semena, realni sinergisticki efekat prema

Limpelovoj formuli (podaci nisu prikazani) nije zabeleZen.

Istorijski gledano, fungicidi su razvijani na bazi neorganskih jedinjenja sumpora,
bakra i Zive. Toksi¢nost ovih jedinjenja za seme i zivotnu sredinu, kao i razvoj novih
bioloskih jedinjenja, doprineo je drasticnom padu upotrebe tih neorganskih jedinjenja 1
do konacne zabrane njihovog koriS¢enja (Mancini and Romanazzi, 2014). U danaSnje
vreme tretmani semena, koji sve viSe ukljucuju biljne ekstrakte kao i druge biokontrolne
agense predstavljaju atraktivhu zamenu za sinteticke fungicide. Kontaminiranost
semena gljivama je Cest 1 veoma rasprostranjen problem Sto dovodi do znaCajnog
smanjenja prinosa, izmedu ostalog i zbog smanjene klijavosti. Tako je i pokazano na
primeru F. moniliforme da ovaj patogen moZe ostati neotkriven u zrnima sve do
klijanja, kada inficira novonastale klijance (Galperin et al., 2003). Drugi podaci,
pokazuju da semena bez simptoma zaraze mogu biti u stvari latentno inficirana i
predstavljaju vaZzan izvor inokuluma patogena (Bressan and Figueiredo, 2010). Etarska
ulja su intenzivno ispitivana kao potencijalna sredstava za zaStitu semena protiv
gljivicne infekcije (Paster et al, 1995; Kritzinger et al., 2002). Medu ispitivanim
etarskim uljima pokazano je da je ulje timijana naj¢eSce davalo dobru antifungalnu
efikasnost u in vitro uslovima 1 testiranjima u polju, verovatno zbog visokog sadrzaja
timola i drugih antifungalnih jedinjenja (Segvi¢ Klari¢ et al., 2007). Sa druge strane,
jedan od primera koriS¢enja antagonista roda Bacillus je pokazao, da semena soje
premazana slojem izolata Bacillus sp. BNM 122 (producent iturinu i surfaktinu sli¢nih
jedinjenja) dobijaju znacajnu zastitu od R. solani, u uslovima gajenja u komori za rast 1
stakleniku (Souto et al., 2004). Takode, rezultati istrazivanja Bressan and Figueiredo
(2010) potvrduju efikasnost antagonisticke aktivnosti Bacillus sp. izolata u in vitro

uslovima u smislu redukcije infekcije semena kukuruza patogenom F. moniliforme. Ipak
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rezultati dobijeni u in vitro uslovima ne mogu generalno da potvrde ekspresivnost
antagonizma kao dokaz kontrole u in situ uslovima (Hoitink and Boechm, 1999).
Naime, potvrdujudi efikasnost kombinacija ekstrakta SS-12.6 i etarskih ulja timijana i
cubra u ovom radu, kao i u preda$njem istraZivanju Stevi¢ (2013) na patogene roda
Fusarium, ispitivanjem njihovih antifungalnih aktivnosti na ukupnu infekciju semena
nevena in situ, doslo se do neSto drugacijih podataka od dobijenih in vitro. Neven je
izabran kao veoma vaZzna biljka za proizvodnju razli€itih fitopreparata. Uzimajuci u
obzir sve navedene rezultate, u cilju ostvarivanja najboljih rezultata u pogledu klijavosti
i ukupne fungalne infekcije semena, tretmani ekstraktom i supernatantom izolata SS-
12.6, kao i kombinacijama ekstrakta i ulja ¢ubra ili ekstrakta sa oba ulja u trajanju od 6
h, bi se mogli koristiti. Ulje ¢ubra, kao 1 kombinacija oba ulja daje zadovoljavajuce
rezultate tek nakon 24 h tretmana. Iako je kombinacija ekstrakta SS-12.6 1 ulja timijana
imala veoma izrazenu antifungalnu aktivnost, ona je istovremeno negativno uticala na
klijavost semena. Takode je uoceno, da testirane kombinacije raznih agenasa in situ ne
dovode do sinergistickog efekta, nasuprot in vitro rezultatima nekih kombinacija prema
odredenoj gljivi. Tako, sinergisticki efekat izostaje pri testiranim koncentracijama in
situ 1 svaki efekat se moZe pripisati aditivnom efektu individualnih agenasa. Ipak, kako
je stvarni efekat u smislu smanjenja fungalne infekcije bez Stetnog uticaja na klijavost
semena bio cilj, prednost koriS¢enja ovakvih kombinacija je upravo potreba za niZim
koncentracijama pojedinacnih agenasa. Projektovanjem u velikim razmerama, to bi
moglo imati znacajan ekonomski efekat i vaZan uticaj na oCuvanje Zivotne sredine. U
prilog tome govori i ¢injenica da pribegavanje prirodnim proizvodima sa antimikrobnim
svojstvima, koje mogu umanjiti nivo inficiranosti semena 1 incidencu bolesti klijanaca,
bez obzira na ograni¢enja u pogledu upotrebe konvencionalnih hemijskih proizvoda,
postala je obavezna praksa u EU (Direktiva 2009/128/EC) tokom 2014. godine

njihovom inplementacijom u okviru tehnika integrisanog upravljanja Steto¢inama.

4.3.7 IN PLANTA UTVRDIVANJE PROTEKTIVNOG EFEKTA
LIPOPEPTIDNIH EKSTRAKATA

Veliki broj sojeva roda Bacillus eksprimira antimikrobnu aktivnost koja
potiskuje nekrotizuju¢e patogene/parazite ili na neki drugi nacin promoviSe rast i

zdravlje biljaka. Prethodno istraZivanje Ivanovi¢ (2011) u radu sa istim lipopeptidnim
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ekstraktima SS-12.6 i SS-13.1, je dokazalo uspeSnu redukciju infekcije izazvane P.

syringae na listovima A. thaliana L. kao model sistema.

U cilju testiranja direktnog antagonizma lipopeptidnih ekstrakata i utvrdivanja
njihove antibakterijske aktivnosti koriS¢en je metod inokulacije listova smeSom
lipopeptidnih ekstrakata dobijenih razli¢itim metodama ekstrakcije 1 odgovarajucih
patogena. Kako je uticaj doze antagoniste na efikasnu kontrolu patogena potvrden u
ranijim studijama (Montesions and Bonaterra, 1996; Smith et al., 1997), Cetiri puta veca
koncentracija ekstrakata u odnosu na patogeni indikatorski soj je bila koriS¢ena. U
sluCaju ispitivanja protektivnog efekta pet metanolnih ekstrakata (SS-10.7, SS-12.6; SS-
13.1; SS-27.2 1 SS-38.4) na rast indikatorskog soja X. arboricola 358 izabran je biljni
model sistem A. thaliana. A. thaliana posluzila je kao model sistem za proucavanje
uzajamne interakcije sa sojevima P. syringae (Tornero and Dangl, 2001) 1 odabrana je
za ovo istrazivanje zbog osetljivosti prema bakterijama koje izazivaju suSenje listova
kao i odumiranje Citave biljke. Istrazivanja u ovom radu su prvi rezultati koriS¢enja
ovog model sistema i bakterijske vrste X. arboricola. Rezultati su prikazani na Slici 26.
Cetrnaest dana od inokulacije oitavani su rezultati i uo¢eno je da su kontrolne biljke
koje su bile inokulisane samo izolatom X. arboricola, pokazivale simptome suSenja cele
biljke, za razliku od drugih biljaka, inokulisanih smeSom patogena i1 ekstraktima SS-
12.6, SS-27.2 1 SS-38.4 gde simptomi suSenja nisu zabeleZeni. Medutim, kombinacija
patogena 1 pojedinacnih ekstrakata SS-10.7 1 SS-13.1 nije bila efikasna u spre¢avanju
patogenog dejstva X. arboricola, $to moZe da znaci da koncentracija aktivnih supstanci
nije bila dovoljna. Takode, bitno je naglasiti da biljke koje su bile inokulisane samo

ekstraktima nisu pokazivale simptome suSenja.
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Pozitivna kontrola

X. arboricola 358

Slika 26. In planta antimikrobni efekat pet razlicitih ekstrakata Bacillus sp. prema izolatu X.

arboricola 358 poreklom sa oraha.

Dokazani indiferentni, odnosno aditivni efekat in vitro viSe etil-acetatnih
ekstrakata protiv izolata P. syringae pv. aptata poreklom sa Secerne repe, posluZio je za
dalja ispitivanja antimikrobne aktivnosti ovih ekstrakata in planta. Takode, uporedo je
vrSena analiza pet pojedinanih metanolnih ekstrakata 1 njihovih kombinacija, kao
sekundarnih negativnih kontrola nekroze tkiva listova u cilju testiranja toksicnosti samih
ekstrakata, sa istovremenim pracenjem antimikrobnog dejstva. Koris¢enje dva razliCita
pristupa ekstrakciji vodilo je ka dokazivanju efikasnijeg nacina ekstrakcije u smislu
povecanog prinosa lipopeptidnih jedinjenja i potencijalno drugacijih antimikrobnih
dejstava usled ekstrakcije drugacijih jedinjenja. Antimikrobna aktivnost je ispitivana
inokulacijom listova Secerne repe, Beta vulgaris L., razliitim pojedinacnim ekstraktima
1 njihovim kombinacijama protiv patogenog izolata P. syringae pv. aptata 53 poreklom
sa repe. Rezultati testiranja antimikrobne aktivnosti etil-acetatnih ekstrakata nakon 7

dana inkubacije su prikazani na Slici 27.
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§8-10.7 + §8-12.6

DMSO (C-) |

§§-10.7 + PS3 §5-12.6 l I! §5-12.6 + P53
P53 (CH)
55-38.4
§§-38.4 + P53 5

§8-10.7 + $5-38.4

9o

§8-12.6 + §5-38.4

§8-10.7 + §§-38.4 + P53

MIX 1 I

§5-12.6 + §5-38.4 +

MIX2
MIX 2 + P53

Slika 27. Antimikrobni efekat in planta pojedinacnih etil-acetatnih ekstrakata i njihovih

MIX 1 + P53

kombinacija prema izolatu P. syringae pv. aptata 53 poreklom sa Secerne repe.
Mix 1 - Kokultura SS-10.7 + SS-12.6 + SS-38.4
Mix 2 - SmeSa SS-10.7 + SS-12.6 + SS-38.4

Prema analiziranim rezultatima ono §to se zakljucuje na prvi pogled jeste da ni u
jednom ispitivanom slu€aju, tretiranje pojedinanim ekstraktima 1 njihovim
kombinacijama ne dovodi do pojave nekroti¢nih lezija na tkivu lista. Nekroticne
promene promera 10 mm uocene su na listovima inokulisanim samo patogenim
izolatom, $to potvrduje njegovu visoku patogenost. Listovi biljaka inokulisani smeSama
patogena i pojedinacnih ekstrakata SS-12.6 1 SS-38.4 nisu pokazivali simptome suSenja,

za razliku od smesSe sa ekstraktom SS-10.7 sa uo¢enom nekrotiénom zonom od 7 mm.
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Medutim, kada se sagledaju rezultati testiranih kombinacija, sve su pokazale izvestan
medusoban antagonisticki odnos u smislu slabog efekta delovanja dva ekstrakta
istovremeno u poredenju sa efektom pojedinacnih ekstrakata, sem u slucaju kombinacija
SS-12.6 1 SS-38.4 i1 smeSe ekstrakata SS-10.7, SS-12.6 1 SS-38.4, koje su uspes$no
suprimirale infekciju patogenom. Kombinacija SS-10.7 i SS-12.6 je pokazala
medusoban antagonisti¢ki odnos koji je zabeleZen i u in vitro uslovima, za razliku od
kombinacije SS-10.7 1 SS-38.4 sa pokazanim aditivnim efektom in vitro 1
antagonistickim in planta. Ipak primecena je dva puta manja zona nekroti¢ne lezije u
poredenju sa testiranom SS-10.7 i SS-12.6 kombinacijom. Suprotno, smesa ekstrakata
SS-10.7, SS-12.6 i SS-38.4 koja je in vitro pokazala znacajan medusoban antagonisticki
odnos u poredenju sa efektima pojedinacnih ekstrakata, u in planta testiranju je ipak

dovela do inhibicije testiranog patogena.

Kada se analiziraju preliminarni rezultati dobijeni testiranjem pojedinacnih
metanolnih ekstrakata i njihovih kombinacija (Slika 28), uocljive su korelacije sa
rezultatima testiranja etil-acetatnih ekstrakata. I u ovom slu¢aju ne dolazi do pojave
nekroti¢nih lezija na tkivu lista kao posledice tretiranja samim ekstraktima, dok su
nekrotiéne promene promera 10 mm wuo€ljive na listovima inokulisanim samo
patogenom. I ovoga puta ekstrakt izolata SS-10.7 je pokazao najslabiju efiksanost u
odbrani od patogena. Biljke tretirane ovim ekstraktom su imale lezije veli¢ine 7 mm.
Jedina uocena razlika u poredenju sa etil-acetatnim ekstraktima je zabeleZena za
kombinacije SS-10.7 1 SS-12.6, kao i SS-10.7 i SS-38.4 koje su u ovom testiranju
uspes$no redukovale infekciju patogenom i sprecile nekrozu tkiva. To se verovatno moze
objasniti Cinjenicom da su pocetne koncentracije ovih metanolnih ekstrakata bile nesto
viSe od etil-acetatnih ekstrakata. Izvestan antagonisticki odnos je jedino detektovan u
kombinacijama SS-10.7 1 SS-13.1, sa dva puta manjom nekroticnom lezijom od one

koja je zabeleZena u sluCaju kombinacije SS-27.2 1 SS-38.4.

Dobijeni rezultati su jo§ jednom potvrdili potencijal lipopeptidnih jedinjenja u
direktnom antagonizmu protiv bakterijskih patogena, a razliCiti nacini ekstrakcije nisu
umanjili njihovu aktivnost i nacin delovanja. Takode, istrajnost u delovanju 7 i 14 dana

nakon inkubacije sa patogenom, kao 1 odsutnost toksi¢nosti prema biljci, svakako

115



Rezultati i Diskusija

preporucuju lipopeptidne ekstrakte za dalja istraZivanja u pogledu njihovog kori$¢enja

kao biokontrolnih agenasa.

§8-12.6 + P53
§8-10.7 + P53

§8-27.2 + P53

8§8-13.1 + P53

MtOH (€

P53 (C+)

§8-38.4 + P53

§8-10.7 + §§-12.6 +P53 §8§-10.7 + §8-13.1 +P53

"88-10.7 + 88-38.4 + P53

8§8-12.6 + §8-27.2 +P33 §8.10.7 + §§-272

88-12.6 + 85-38.4 +P53

§8-13.1 + §5-27.2 + P

8§8-13.1 + 88-38.4 + P53
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Slika 28. In planta antimikrobni efekat pojedina¢nih metanolnih ekstrakata i njihovih

kombinacija prema izolatu P. syringae pv. aptata 53 poreklom sa Seéerne repe.

Za bakterioznu plamenjacu oraha se zna odranije (Belisario et al. 1999), ali
interesovanje za njom je poraslo kada su nadene promene na plodovima voca u vidu

utonulih crnih tacaka sa hloroticnim marginama, kao i braon apikalne nekroze, slicne
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onima opisanim kod pegavosti oraha izazvanim Xanthomonas arboricola pv. juglandis
(Moragrega and Ozaktan 2010; Moragrega et al. 2011). Sa druge strane, ozbiljna
bakterijska pegavost je primecena tokom 2013. godine na komercijalnim sortama
Se¢erne repe (Beta vulgaris var. saccharifera) u Vojvodini, a kao uzro¢nik je odredena
vrsta P. syringae pv. aptata. Srbija je veliki proizvoda¢ Seerne repe u jugoistocnoj
Evropi sa 62.895 hektara i 3 miliona tona prinosa Secerne repe u 2013. godini (StojSin et
al., 2014). Priblizno u istom periodu detektovana je epidemija bolesti na parcelama
Secerne repe u ameri¢koj drzavi DZordZiji, sa osnovanom sumnjom introdukcije P.
syringae pv. aptata preko kontaminiranih semena (Dutta et al., 2014). Sve navedeno
stavlja rezultate naSe studije u fokus interesovanja i zahteva dodatna istraZivanja o

potencijalnim primenama u bioloskoj kontroli.

Imajuci u vidu sve vece zahteve u smislu redukcije post-Zetvenih i skladiSnih
patogena, a naroCito fungalnih, slede¢i deo ovog rada se odnosio na dokazivanje
potencijala etil-acetatnog ekstrakta odabranog izolata SS-12.6 u biokontroli patogena
izolovanih upravo sa ubranih plodova voca i povréa. Ranije je pokazano da post-zZetveni
gubici usled propadanja, mogu narasti do 50% bez tretmana fungicidima, dok se nakon
tretmana post-Zetvenim fungicidima ti gubici mogu svesti na 5-10% (Margosan et al.,
1997). Medutim, kako upotreba sintetickih fungicida postaje sve ograniCenija zbog
javnog zdravlja i zastite Zivotne sredine, neophodno je razviti alternativne tretmane koji
¢e zameniti postojeCe, a biti manje rizini za Zivotnu sredinu 1 zadovoljiti zahteve
potroSaca. U ranijim istraZivanjima je pokazano da antagonisti roda Bacillus poseduju
veliki potencijal u smislu znacajne redukcije rasta micelija fungalnih patogena (Yoshida
et al., 2001; Touré et al., 2004; Wang et al., 2007), Sto se poklapa i sa rezultatima ove
studije u in vitro uslovima. Takode je poznato i da Bacillus izolati mogu formirati
biofilmove na povrSinama plodova voca u vidu viSecelijskog matriksa glikokaliksa, koji
se ponasa kao fizicka anjonska barijera u vidu zaStite ploda od spoljnih agenasa

(Jeyasekaran et al., 2000).

U ovom biokontrolnom testu, plodovi jabuka, sorte ,.Zlatni DeliSes* su
inokulisani lipopeptidnim ekstraktom zajedno sa fungalnim patogenim vrstama
poreklom sa razli€itih plodova voca 1 povréa. Rezultati redukcije nekroze tkiva plodova

jabuka su prikazani na Slici 29.
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Slika 29. Efekat etil-acetatnog ekstrakta SS-12.6 na nekrozu ploda jabuke izazvanu gljivama.

Srednja vrednost (eng. Mean) procenata inhibicije rasta micelija, standardna greska
(SE) i devijacija (SD) su prikazani. *Vrednosti pracene istim slovom nisu statisticki

znacajne (P < 0.05), prema Dankanovom testu viSestrukog opsega.

Kao Sto se moZe videti sa Slike 29, znacajna redukcija nekroze uzrokovane ovim
post-Zetvenim patogenima je dobijena za izolate M. fructigena (67%), P. expansum
(58%), F. oxysporum (52%), F. solani (47%) i Mucor sp. (46%) u poredenju sa
pozitivnom kontrolom, inokulisanom samo patogenima. Sa druge strane, za razliku od
dobrih rezultata u in vitro uslovima, umeren ili ¢ak slab antifungalni efekat je zabelezen
za ostale gljive. Ipak, incidenca oboljenja plodova tretiranih ekstraktom je bila
statisticki znacajno niZa od one kod kontrolnih plodova (P < 0.05), za sve testirane

gljive.

Na Slici 30. je prikazan efekat etil-acetatnog ekstrakta na redukciju truljenja
plodova jabuka izazvanog fungalnim infekcijama. Kao Sto se moze primetiti, protektivni
efekat etil-acetatnog ekstrakta je vidljiv ne samo na povrSini tretiranih plodova jabuke,

ve¢ 1 duboko unutar tkiva $to se moZe videti na popre¢nom preseku plodova.
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Slika 30. In planta efekat etil-acetatnog ekstrakata SS-12.6 na fungalnu infekciju na plodovima
jabuke. Plodovi jabuka inokulisani konidijalnom suspenzijom P. expansum (aib), F.
oxysporum (c i d), M. fructigena (e) i Mucor sp. (f) i ekstraktom; (K+) pozitivna
kontrola, plodovi inokulisani fungalnom konidijalnom suspenzijom; (K-) negativna
kontrola, plodovi inokulisani sterilnom destilovanom vodom bez etil-acetatnog

ekstrakata.

U zaklju¢ku se moZe istai, da je smanjenje nekroze na plodovima jabuke
prouzrokovane post-Zetvenim fungalnim patogenima zabeleZeno za sve testirane gljive.
Odli¢an rezultat je dobijen za M. fructigena kako u in vitro tako i u in planta uslovima,
sa preko 66% ispoljene inhibicije nekroze. Takode, veoma obecavajuéi rezultati u
smanjenju nekroze tkiva plodova indukovane od strane P. expansum, F. oxysporum, F.
solani, Mucor sp., C. acutatum i C. gloeosporioides su dobijeni u in vitro uslovima, dok
su pokazali znaCajnu otpornost u in planta uslovima. U cilju zaStite od post-Zetvenih
bolesti, B. subtilis GA1 soj koji efikasno proizvodi lipopeptidna jedinjenja iz tri razliCite

familije, a narocito Sirok spektar fengicina je upotrebljavan u kontroli sive plesni
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uzrokovane B. cinerea na plodovima jabuka (Touré et al., 2004). Za fengicin je takode
zabeleZena antagonisticka aktivnost protiv F. graminearum (Wang et al., 2007) kao i za
iturin protiv izazivaca antraknoze, C. dematium (Hiradate et al., 2002), P. roqueforti
(Chitarra et al., 2003), A. flavus (Moyne et al., 2001) i R. solani (Yu et al., 2002). U
mnogim slucajevima je pokazano da ili pune kulture ¢elija ili suspenzija spora mogu biti
veoma efikasne protiv post-Zetvenih fungalnih infekcija (Casals et al., 2012). Medutim,
kada je u pitanju njihovo koriS¢enje u skladiStima, to ponekad zahteva izmenu uslova
skladiStenja u korist mikroorganizama antagonista (Janisiewicz and Korsten, 2002;
Sharma et al., 2009). Primena lipopeptidnih ekstrakta umesto kultura ¢elija ne zahteva

ovakve modifikacije.

4.3.8 1ZOLACIJA I PRECISCAVANJE LIPOPEPTIDNIH EKSTRAKATA I
NJIHOVA KARAKTERIZACIJA MASENOM SPEKTROMETRIJOM

Direktni antagonizam prema fitopatogenima je klju¢ni biokontrolni mehanizam
1 zavisi od efikasne proizvodnje antibiotika. U raznolikom antibiomu Bacillus izolata,
familije cikli¢nih lipopeptida poput surfaktina, iturina i fengicina su veoma interesantne,
ne samo zbog toga $to se proizvode u velikoj koli¢ini pod in vitro uslovima u
bioreaktorima u slucaju B. subtilis i B. amyloliquefaciens sojeva, ve¢ i zato Sto
predstavljaju glavne antimikrobne supstance koje se mogu izluciti u bioloski
relevantnim koli¢inama pod prirodnim uslovima rasta u rizosferi (Kinsella et al., 2009;
Nihorimbere et al., 2012; Dietel et al., 2013; Debois et al., 2014). Hemijske strukture,
biosinteza i svojstva ovih neribozomalno sintetisanih peptidnih antibiotika su ve¢
poznate (Stein, 2005). Iturini 1 surfaktini su cikli€ni lipoheptapeptidi koji sadrze
integralnu 3-amino ili 3-hidroksi acil grupu. Specifi¢ni ostaci u peptidnom delu su
znacajno razliciti kod iturinske i surfaktinske familije. Glavni iturini A i B razlikuju se
na ostatku 1 (L-Asn ili L-Asp, respektivno), a srodni bacilomicini, imaju znacajnu
strukturnu raznovrsnost. Ostaci poput D-Tyr-2, D-Asn-3, 1 L-Thr/ -Ser-7 se nalaze u
vidu konzerviranih motiva kod obe familije, ali bacilomicini D, F, i L se takode
razlikuju i u ostacima 1, 4, 5 i 6. Surfaktini se sastoje od konzerviranog niza
aminokiselina L-Glu-1, L-Leu-2, D-Leu-3, L-Val-4, L-Asp-5, D-Leu-6, sa jedinom
raznolikoS¢u u okviru sedmog aminokiselinskog ostatka na poziciji 7 (L -Leu, L-Val, ili

L-Ile za surfactine A, B i C, respektivno). Ove strukturne razlike se nalaze u osnovi
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odgovarajuc¢ih antifungalnih i antibakterijskih svojstava iturina (bacillomicina) i
surfaktina (Stein, 2005). Duzina lanaca masnih kiselina varira od C;3 do Cjs u slucaju
surfaktina i od Cy4 do Cy9 u slucaju iturinske familije (Vater et al., 2002). Nedavno je i
nova klasa nize mase (oko 900 Da) lipopeptida okarakterisana kao kurstakinska familija
koju karakteriSe unutrasnja laktonska veza izmedu C-terminusa i unutraS$njeg Ser
ostatka (Hathout et al., 2000; Bechet et al., 2012). Fengicine, cikli¢ne lipodekapeptide
karakteriSe estarska veza izmedu C-terminalnog Ile ostatka i fenolne grupe D-Tyr,
treceg ostatka u peptidnom lancu (Price et al., 2007). Kao i1 vecina drugih lipopeptida
fengicini su terminalno N-acilovani B-hidroksi masnom kiselinom i mogu sadrzati 14-

18 atoma ugljenika (Ongena et al., 2005).

Pocetna istraZivanja u ovom segmentu su podrazumevala izolaciju aktivnih
lipopeptidnih supstanci iz prekono¢nih kultura izolata (tj., iz besCelijskih supernatanata)
SS-12.6 1 SS-13.1 koriS¢enjem etil-acetatne ekstrakcije. Sve frakcije koje su dobijene
posle hromatografije testirane su na antimikrobnu aktivnost protiv X. arboricola 301.
Antimikrobna aktivnost je detektovana u jednom piku, u drugoj polovini hromatograma

u slucaju oba izolata sa vremenom elucije aktivnog pika sa neSto viSe od 7 min (Slika

31).

Dalja analiza aktivnog eluata podrazumevala je masenu spektrometriju sa Orbitrap
hibridnim masenim spektrometrom (Linear Trap Quadrupole (LTQ) Orbitrap XL), u
pozitivnom modu. Maseni spektar je sniman u opsegu odnosa m/z 750-1500. Masenom
spektrometrijom ekstrakta izolata SS-12.6 je utvrdeno prisustvo osam jedinjenja sa
molekulskom masom u opsegu od 781.5 do 1477.8 Da (Slika 32a). Uporedujuci mase sa
masama do tada otkrivenih lipopeptidnih kompleksa iz drugih Bacillus sojeva (Vater et
al., 2002; Cho et al., 2003; Mukherjee and Das, 2005; Ongena et al., 2005; Price et al.,
2007; Arguelles-Arias et al., 2009; Athukorala et al., 2009; Kim et al., 2010; de Faria et
al., 2011; Velho et al., 2011; Bechet et al., 2012; Villegas-Escobar et al., 2013; Cawoy
et al., 2015), glavni lipopeptidni proizvodi ovog izolata se mogu identifikovati kao
protonizovani i natrijumovi adukti surfaktina (C14 i C15) i bacilomicina D (C16) ili u
vidu kalijumovog adukta iturina A (C14), a takode su sa manjim intenzitetom uoceni i

protonizovani adukti fengicina A (C16 1 C17) ili fengicina B (C15).
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Slika 31. HPLC hromatogram aktivne frakcije etil-acetatne frakcije iz supernatanta izolata SS-
12.6 i SS-13.1. Kolona HPLC ZORBAX Eclipse Plus C18. Eluent: acetonitril i 10

mM amonijum acetata (40:60, v/v) sa protokom od 1 ml/min. Detekcija na 260 nm.

Naime, fengicini se sastoje od dve izoforme, fengicina A i B, koje se razlikuju
po svojim aminokiselinskim sekvencama. Fengicin A poseduje Ala na poziciji 6, dok je
kod fengicina B aminokiselinski ostatak Val na istoj poziciji. Razli¢ita homologna
jedinjenja svake lipopeptidne familije obi¢no se koproizvode u istom bakterijskom soju
(Ceri et al., 2013). Interensantan je i podatak da su jedinjenja iz fengicinske familije
detektovana ovom metodom, $to je u suprotnosti sa podacima dobijenim u genetiCkom
skriningu cele kolekcije, gde nismo uspeli da umnoZimo gen za fengicin sintetazu sa

ponudenim prajmerima. Na slican problem su ukazala i skora$nja istraZivanja kod kojih
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je zabeleZen nedostatak gena za proizvodnju surfaktina (Benitez et al., 2010) ili
fengicina Ciji se gen nije amplifikovao ni koriS¢enjem 7 razli¢itih para prajmera
(Athukorala et al., 2009), a cije je prisustvo ipak detektovano masenom

spektrometrijom.
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Slika 32. Maseni spektar aktivnog pika etil-acetatnog ekstrakta SS-12.6 dobijenog reverzno-
faznom HPLC hromatografijom (a) i maseni spektar prekusorskog jona m/z 1058.68
(b). ZaokruZene vrednosti predstavljaju komponente pika nastale otvaranjem

laktonskog prstena.
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ZabeleZena masa prekursorskog jona sa najve¢im intenzitetom (m/z=1058.68) je
uzeta za fragmentacionu analizu masenom spektrometrijom. Rezultati takve analize su
se poklopili sa rezultatima dobijenim fragmentacijom pika identi¢ne mase opisanom u
patentnoj dokumentaciji izolata B. licheniformis VOT14 (Ceri et al., 2013). Proizvodi
prekursorskog jona natrijumovog adukta surfaktina m/z 1058.7 su predstavljeni
slede¢im vrednostima m/z: 1040.4, 945.6, 832.5, 814.5, 618.4, 707.4, 594.4, 481.3,
463.3 (Slika 32b). Jonu mase 1040.4 odgovara gubitak vode (-18 Da) iz pika m/z
1058.6. Ostali joni se mogu identifikovani 1 svrstati u dve serije nastale otvaranjem
laktonskog prstena, pa tako jedna sadrzi lanac masnih kiselina (m/z 945.6, 832.5, 814.5,
618.4), dok se druga odnosi samo na peptidni deo (m/z 707.4, 594.4, 481.3, 463.3).
Produktu m/z 945.6 odgovara gubitak Leu (-113 Da) iz prekusorskog jona, dok
produktu m/z 832.5 odgovara gubitak Leu (-113 Da) iz produktnog jona 945.5 m/z. Jonu
m/z 814.3 odgovara gubitak Leu-Leu-H,O (-244 Da) iz prekusorskog jona m/z 1058.6,
dok jonu mase na 618.4 odgovara gubitak Asp-Val- (-214 Da) iz produktnog jona m/z
832.5. Produktni jon mase 707.4 odgovara gubitku C15 lanca B-hidroksi masne
kiseline-Glu (-352 Da) iz prekursorskog jona 1058.6, dok jon m/z 594.4 odgovara
uzastopnim gubitkom 1 Leu (-113 Da), jon m/z 481.3 odgovara gubitku drugog Leu (-
113 Da), a jon na m/z 463.3 gubitku Leu-H,O (-131 Da).

Analizirani pik sa HPLC etil-acetatnog ekstrakta SS-13.1 pokazuje drugaciji
spektar (Slika 33).

Sa prikazanog spektra se moZe videti da su zastupljeni prekursorni joni m/z
701.5 1 814.6 sa visokim afinitetom, praceni pikovima manjeg intenziteta od 704.5 1
817.6, respektivno. Uporeduju¢i navedene mase pikova najviSih intenziteta sa
dostupnim literaturnim podacima, nije pronadeno ni jedno lipopeptidno jedinjenje u tom
opsegu masa, a preliminarnom fragmentacijom se ipak naslu¢uje moguce peptidno
poreklo i da su ovi pikovi zapravo produktni joni prekursornog jona odredenog
lipopeptida iz familije iturina ili surfaktina. Naime, pokazano je da kod jedinjenja
slicnih surfaktinu, koji produkuje Bacillus pumilus (1036 Da), dolazi do prekida
cikli¢nih struktura Sto rezultuje molekulima ¢ija molekulska masa varira od 394 do 968
Da (Kalinovskaya et al., 2002). Takode, na spektru se uocavaju i pikovi manjeg

intenziteta koji po masama odgovaraju natrijumovim aduktima bacilomicina D sa
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duzinama alifaticnog lanca od C14 i C16 (Athukorala et al., 2009; Gond et al., 2014) ili
kada je u pitanju pik m/z 1081.1 moglo bi se pretpostaviti da je u pitanju kalijumov
adukt iturina A (C14) jer je veoma slican vrednosti mase od 1081.57 koji je prijavljen

ranije (Kim et al., 2010; Cawoy et al. 2015).
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Slika 33. Maseni spektar aktivnog pika etil-acetatnog ekstrakta SS-13.1 dobijenog reverzno-

faznom HPLC hromatografijom.

Ovakvi problemi su uofeni 1 u ranijim istraZivanjima jer su mase jedinjenja
toliko sli¢ne i1 veoma cCesto se razlikuju za manje od 1 Da, $to je u rangu mase protona
(Chen et al., 2008; Benitez et al., 2010). Za detektovani pik vrednosti m/z 1073.3 u
naSem slucaju, se moZe uociti da je izmedu opsega masa natrijumovog (1072.7) i
kalijumovog adukta (1074.6) surfaktina A, kako je zabeleZeno ranije (Symmank et al.
2002; Athukorala et al., 2009).

Strukturna karakterizacija odredenih metabolita, pored molekularno genetickih
pokazatelja sposobnosti njihove proizvodnje, zahteva i tehnike koje ukljucuju strukturnu
analizu visoke rezolucije kao Sto su napredne hemotaksonomske metode masene

spektrometrije. Analiticka metoda poput ,,Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-
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Time Of Flight* (MALDI-TOF) masena spektrometrija pokazala se vrlo efikasnom u
detekciji 1 identifikaciji razli¢itih antimikrobnih supstanci, uklju¢uju¢i i analizu
lipopeptidnih molekula iz razli¢itih ekstrakata, sirovih filtrata kultura 1 celih Celija
(Vater et al., 2002; Athukorala et al., 2009). Na ovaj nacin informacije o sekundarnim
metabolitima proizvedenim od strane mikroorganizma, mogu se dobiti vrlo brzo i sa
visokom preciznos$¢u, bez potrebe za frakcionisanjem i preciS¢avanjem detektovanih

jedinjenja.

Ova studija je imala za cilj 1 istrazivanje kako razliCiti naCini ekstrakcije
lipopeptida, uticu na njihov prinos i tj., odabir najboljeg nacina ekstrakcije za dalju
upotrebu sa istovremenom karakterizacijom detektovanih jedinjenja. Pet dokazanih
proizvodaca lipopeptida (SS-10.7, SS-12.6, SS-13.1, SS-27.2, SS-38.4) su gajeni pod
prethodno utvrdenim uslovima u LB medijumu i testirani su ekstrakti dobijeni etil-
acetatnom ekstrakcijom 1 kombinacijom kiselinske precipitacije pracene metanolnom
ekstrakcijom. Takode, ispitivani su i bescelijski supernatanti u obliku vodenih
ekstrakata. Tako dobijeni ekstrakti su podvrgnuti MALDI-TOF analizi u masovnom
opsegu 800-1700 Da sa pozitivnhom jonskom detekcijom 1 reflektorskim modom
operacije. Kao pozitivna kontrola je koriS¢en LB medijum c¢ije su karakteristike
analizirane pod istim uslovima, da bi mogli da se otklone pikovi sumnjivih masa
detektovanih u ekstraktima, a narocito u supernatantima testiranih izolata (Prilog 9). 1z
prikazanih rezultata spektra LB medijuma vidljivo je da se u analiziranim opsezima
masa nalaze pikovi slicnih masa lipopeptidnih jedinjenja. Takode, primeceni su i pikovi
masa 861.0, 862.0, 883.2, 1001.0, 1123.1, 1124.1, 1154.7, 1174.1, 1196.1 1 1197.1 Da
visokog intenziteta, koji su sveprisutni u odredenim spektrima testiranih esktrakata, a
narocCito supernatanata SS-12.6 i SS-13.1 i kao takvi nisu uzimani u dalje razmatranje.
Analizirani maseni spektri svih testiranih ekstrakata, a narocito u slucaju izolata SS-
10.7, SS-27.2 1 SS-38.4 jasno su pokazali tri odvojena klastera sa masenim opsezima
od: 850-950 m/z koji odgovara masama predstavnika kurstakinske familije, zatim 1000-
1150 m/z koji ukljuCuje predstavnike surfaktinske i iturinske familije i opsega od 1450-
1550 m/z koji predstavlja klaster masa fengicinske familije (Prilozi 10-12). U slucaju
izolata SS-13.1 ni u jednom od testiranih ekstrakata nije doSlo do izdvajanja klastera
pikova u masenom rangu fengicinske familije, Sto je potvrdilo rezultate PCR

,»skrininga* na pocetku ove studije, gde je detekcija gena fengicin sintetaze izostala.
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Posmatrajuci dobijene spektre postaje odmah uocljivo da je prinos, odnosno intenzitet
dobijenih pikova najvisi za ekstrakte dobijene etil-acetatnom ekstrakcijom. Na to je
ukazala 1 paZzljiva analiza pojedinaCnih spektara svih izolata 1 nacina ekstrakcije, sa
pokuSajem preliminarne karakterizacije jedinjenja bez fragmentacije pikova, veé
uporedivanjem dobijenih masa sa masama prijavljenih za lipopeptidne komplekse iz
drugih Bacillus sojeva. Uporedivanjem ostvarenih intenziteta u svim ispitivanim
ekstraktima svakog izolata dobijeni su preliminarni podaci o zastupljenosti 1 koli€ini
pretpostavljenih jedinjenja, analiziranjem uvecanih centroidnih delova spektra u opsegu
dobijenih klastera. Ekstrakti izolata SS-12.6 1 SS-13.1 dobijeni kiselinskom
precipitacijom i metanolnom ekstrakcijom nisu podvrgnuti ovoj vrsti analize intenziteta
masa, jer su preliminarni rezultati ukazivali na neuspeSnu ekstrakciju ili neki drugi
problem. Rezultati detaljne analize intenziteta masa spektara bescelijskog supernatanta,
metanolnog 1 etil-acetatnog esktrakta izolata SS-10.7 (Prilog 13) sa pretpostavljenim

lipopeptidnim jedinjenjima su prikazani u Tabeli 16.

Tabela 16. Analiza intenziteta masa pretpostavljenih lipopeptidnih jedinjenja prema masenim

spektrima supernatanta, metanolnog i etil-acetatnog ekstrakta izolata SS-10.7.

Izolat SS-10.7
Intenzitet (%) Komparacija masa pretpostavljenih lipopeptida
. Pretpostavljeni lipopeptid . . .
m/z  Supernatant HCI-MtOH  Etil-acetat mz Literaturni podaci
916.2 X X 10,31 Kurstakin C11 [M+K]*Cjk1_ 916.5 Bechet et al., 2012
Bacilomicin D C14 [M+H]" 1031.5 Athukorala et al., 2009
1031.3 46,12 30,17 49,48
Surfaktin A C13 [M+Na]" 1030.8 Arguelles-Arias et al., 2009
1046.6 Mukherjee and Das, 2005; Athukorala et al., 2009
10463 26,37 15,58 2293 Surfaktin A CI3 [M+K]"
1046.7 Symmank et al., 2002; Vater et al., 2002
Bacilomicin D C16 [M+H]+ 1059.6 Athukorala et al., 2009
10594 100,00 100,00 100,00
Surfaktin A C15 [M+Na]" 1059.1 Velho et al.,, 2011
1060.61 1060.8 Athukorala et al., 2009; Velho et al., 2011
1060.4 67,96 67,68 80,07 Surfaktin A Cl4 [M+K]+ 1060.7 Vater et al., 2002 i 2009
1060.5 Mukherjee and Das, 2005
10753 26,37 24,93 18,88 Surfaktin A C15 [M+K]" 1075.1 Velho et al., 2011
Bacilomicin D C16 [M+Na]" 1081.6 Athukorala et al., 2009
1081.4 18,20 12,56 34,12
Tturin A C14 [M+K]" 1081.6 Cawoy et al., 2015
1500.6 10,55 7,64 44.87 Ala-6 Fengicin C17 [M+Na]+ 1499.9 Vater et al., 2002; Arguelles-Arias et al., 2009
Fengicin C16 [M+K]" 1501.7 Athukorala et al., 2009
Fengicin C16 [M+K]" 1501.8 Vater et al., 2002
1501.5 891 7,28 40,70
Ala-6 Fengicin C16 [M+K]* 1501.9 Arguelles-Arias et al., 2009
Fengicin B C14 [M+K]" 1501.8 Cawoy et al,, 2015
Fengicin C16 [M+K]" 1529.7 Athukorala et al., 2009
1529.6 857 6,13 31,95
Val-6 Fengicin C16 [M+K]+ 1529.9 Arguelles-Arias et al., 2009
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Najdominantije detektovano jedinjenje zabeleZene mase od 1059.4 Da sa
intenzitetom od 100% u svim ekstraktima ukazuje da je reC najverovatnije o
protonizovanom aduktu bacilomicina D, duZine alifaticnog lanca od 15 ugljenikovih
atoma, iako je takode literaturno prijavljena i bliska m/z vrednost za natrijumov adukt
surfaktina A iste duZine alifati¢nog lanca. Takode, sa visokim intenzitetom pika je
detektovan i kalijumov adukt surfaktina sa jednim ugljenikovim atomom manje, Cija se
m/z vrednost poklapa sa literaturno opisanim jedinjenjem sa prihvatljivim odstupanjem
u granici greske mernog uredaja. Zanimljivo je ista¢i da je jedino u etil-acetatnom
ekstraktu detektovan pik koji odgovara masi cikli¢nog kurstakina C11, $to se ne
podudara sa rezultatima ,,skrininga” prisustva kurstakinskog operona na pocetku ove
studije. Kako su koris¢eni izrodeni prajmeri, pored podataka o preciznim masama
pomenutih jedinjenja koji su veoma oskudni, ovaj rezultat treba uzeti za rezervom, a
narocito jer je intenzitet detektovanog jedinjenja tek nesSto iznad 10%. Primecuje se jos
da su u ispitivanom klasteru masa koji odgovara iturinskoj i surfaktinskoj familiji
zastupljeni adukti surfaktina i bacilomicina D razli€itih duZina alifaticnih lanaca, ali
pored njih se nalazi i pik sa intenzitetom ve¢im od 34% cija se karakterizacija moze
smatrati ambivalentnom budu¢i da su prijavljene iste vrednosti m/z od 1081.6, koje
odgovaraju bacilomicinu D i iturinu A razli¢itih duZina alifati¢nih lanaca. U svakom
slucaju, detaljnom fragmentacijom pikova i1 njihovom daljom analizom sli¢ne situacije
se mogu razreSiti 1 potvrditi prisustvo pravog jedinjenja bez ikakve sumnje.
Najintenzivniji pik predstavnika fengicinske familije je detektovan kod pretpostavljenog
natrijumovog adukta C17 fengicina sa polozajem alaninskog ostatka na poziciji 6
peptidnog dela molekula. Imajuci u vidu cilj ovog dela istraZzivanja, pokazano je da je
kod skoro svih detektovanih pikova intenzitet bio znac¢ajno visi kod ekstrakta dobijenog
etil-acetatnom ekstrakcijom, za razliku od metanolne koja je u odredenim slucajevima
smanjila prinos detektovanih jedinjenja. Ovaj podatak svakako favorizuje etil-acetatnu

ekstrakciju kao vid dodatnog preciS¢avanja i1 koncentrovanja lipopeptidnih jedinjenja.

Sli¢ni rezultati su zabeleZeni i kod ispitivanja ekstrakata izolata SS-27.2 i SS-
38.4. Lipopeptidna meSavina ekstrakata SS-27.2 je uglavnom bila sacinjena od adukata
bacilomicina D i surfaktina sude¢i prema literaturnim podacima (Tabela 17, Prilog 14).
Kao i u prethodnom slucaju, teSko je zasigurno reci da li je re¢ o datom jedinjenju

budu¢i da se mase dobijenih adukata razlikuju za red veli¢ine m/z od 0.1-0.5. U svakom
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slucaju, detektovano jedinjenje najjaeg intenziteta je najverovatnije protonizovani
adukt bacilomicina D C16, a sa neSto niZim intenzitetom od 90% primecen je i
kalijumov adukt surfaktina sa duZinom lanca od 14C atoma. Ono Sto razlikuje ovaj soj
od prethodno opisanog jesu intenziteti pikova surfaktinske i iturinske familije sa
znaCajnije viSim vrednostima, kao i primecena raznolikost fengicinskih, uglavnom

kalijumovih adukata sa dva puta nizim intenzitetima nego u SS-10.7 izolatu.

Tabela 17. Analiza intenziteta masa pretpostavljenih lipopeptidnih jedinjenja prema masenim

spektrima supernatanta, metanolnog i etil-acetatnog ekstrakta izolata SS-27.2.

Izolat SS-27.2

Intenzitet (%) Lo . Komparacija masa pretpostavljenih lipopeptida
n/z  Supernatant HCI-MtOH  Etil-acetat Pretpostavijeni ipopeptid mwz Literaturni podaci
9163 x 3,75 275 Kurstakin C11 [M+K]'cik. 9165 Bechet et al., 2012
954.6 X X 4,69 Kurstakin iC14 [-OH(3)] lin. 953.5 Abderrahmani et al., 2011
10314 1926 1528 5269 Bacilomicin D C14 [M+H]" 1031.5 Athukorala et al., 2009
Surfaktin A C13 [M+Na]" 1030.8 Arguelles-Arias et al., 2009
10454 6780 5108 69.86 Bacilomicin D C15 [M+H]" 1045.6 Athukorala et al., 2009
Surfaktin A C14 [M+Na]" 1045.1 Velho et al., 2011
1046.4 553 3011 5419 Surfaktin A CI3 [M+K]" 1046.6 Mukherjee and Das, 2005; Athukorala et al., 2009
1046.7 Symmank et al., 2002; Vater et al., 2002
10594 100,00 100,00 100,00 Bacilomicin D C16 [M+H]" 1059.6 Athukorala et al., 2009
Surfaktin A C15 [M+Na]" 1059.1 Velho et al., 2011
1060.611060.8 Athukorala et al., 2009; Velho et al., 2011
10604 67,11 59,54 8943 Surfaktin A C14 [M+K]" 1060.7  Vateret al, 20022009
1060.5 Mukherjee and Das, 2005
1075.4 22,26 27,09 27,58 Surfaktin A C15 [M+K]" 1075.1 Velho et al., 2011
10814 19.85 1078 “2 Bacilomicin D C16 [M+Na]" 1081.6 Athukorala et al., 2009
Tturin A C14 [M+K]" 1081.6 Cawoy et al., 2015
14647 N 1877 427 Fengicin A C16 [M+H]+ 1464.1 Malfanova et al., 2012
1464.0 Velho et al., 2011
14866 1186 12.19 1237 Fengicin C16 [M+Na]" 1485.8 Vater et al., 2002
Fengicin B C14 [M+Na]" 1485.8 Cawoy et al.,, 2015
1487.7 10,48 10,02 10,14 Ala-6 Fengicin C15 [M+K]" 1487.9 Arguelles-Arias et al., 2009
1500.6 13,06 13,14 21,56 Ala-6 Fengicin C17 [M+NaJ+ 1499.9 Vater et al., 2002; Arguelles-Arias et al., 2009
Fengicin C16 [M+K]" 1501.7 Athukorala et al., 2009
15016 177 1201 1850 Fengicin C16 [M+K]" 1501.8 Vater et al., 2002
Ala-6 Fengicin C16 [M+K]" 1501.9 Arguelles-Arias et al., 2009
Fengicin B C14 [M+K]" 1501.8 Cawoy et al,, 2015
15157 786 870 649 Ala-6 Fengicin C17 M+K]" 15159 Vater et al., 2002; Arguelles-Arias et al., 2009
Fengicin C17 [M+K]" 1515.7 Athukorala et al., 2009
15297 767 779 840 Fengicin C16 [M+K]" 1529.7 Athukorala et al., 2009
Val-6 Fengicin C16 [M+K]" 1529.9 Arguelles-Arias et al., 2009

Takode, osim pomenutog pretpostavljenog ciklicnog kurstakinskog jedinjenja,
¢ije je prisustvo detektovano i u metanolnom ekstraktu SS-27.2 izolata neSto viSeg

intenziteta, zabeleZen je i pik za koji bi se moglo re¢i da ukazuje na prisustvo i linearnih
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formi ove familije. Njihovo prisustvo medutim nije zabelezeno u supernatantima, a

podaci ,,skrininga” potvrduju mogucénost njihove sinteze.

Lipopeptidna mesavina ekstrakata SS-38.4 je dala veoma slicne rezultate kao
izolat SS-27.2, ali sa ve¢im intenzitetom dobijenih pikova, naro€ito u ispitivanom

masenom klasteru fengicinske familije (Tabela 18, Prilog 15).

Tabela 18. Analiza intenziteta masa pretpostavljenih lipopeptidnih jedinjenja prema masenim

spektrima supernatanta, metanolnog i etil-acetatnog ekstrakta izolata SS-38.4.

Izolat SS-38.4

Intenzitet (%) . Pretpostavlieni lipopeptid Komparacija masa pretpostavljel?jh ﬁpoPeptida
m/z  Supernatant HCI-MtOH Etil-acetat m/z Literaturni podaci
916.3 4,76 X 2,74 Kurstakin C11 [M+K]+cik 916.5 Bechet et al., 2012
954.5 X X 425 Kurstakin iC14 [-OH(3)] 1 953.5 Abderrahmani et al., 2011

Bacilomicin D C14 [M+H 1031.5 Athukorala et al., 2009

1031.4 27,69 24,05 56,87 .
Surfaktin A C13 [M+Na]" 1030.8 Arguelles-Arias et al., 2009
ilomici 1045.6 Athukorala et al., 2009
1045.4 64.84 5327 7325 Bacilomicin D C15 [M+H ukorala et a
Surfaktin A C14 [M+Na]®  1045.1  Velhoetal, 2011
1046.6 Mukherjee and Das, 2005; Athukorala et al., 2
1046.4 46,11 3291 56,10 Surfaktin A C13 [M+K]" erjee and Das, 3 orala et al., 2009

1046.7 Symmank et al., 2002; Vater et al., 2002
Bacilomicin D C16 [M+H 1059.6 Athukorala et al., 2009

Surfaktin A C15 [M+Na]®  1059.1  Velhoetal, 2011
1060.6 1 1060.8 Athukorala et al., 2009; Velho et al., 2011

1059.5 100,00 100,00 100,00

1060.5 66,75 66,25 90,35 Surfaktin A C14 [M+K]" 1060.7 Vater et al., 2002 i 2009
1060.5 Mukherjee and Das, 2005
1075.5 26,54 32,51 24,14 Surfaktin A C15 [M+K]+ 1075.1 Velho et al., 2011
lomici i 1081.6 Athukorala et al., 2009
10815 20,15 1440 3570  Bacilomicin D C16 [M+N: Horata eta

Tturin A C14 [M+K]" 1081.6  Cawoy et al,, 2015
1464.1 Malfanova et al., 2012

1464.7 8,85 581 ici *
) Fengicin A C16 [M+H] 14640 Velhoetal, 2011
ici * 1485.8 Vater et al., 2002
1486.7 705 623 278 Fengicin C16 [M+Na] ater et a
Fengicin B C14 [M+Na]" 1485.8  Cawoy et al, 2015
1487.7 X X 19,21 Ala-6 Fengicin C15 [M+K 1487.9 Arguelles-Arias et al., 2009
1500.7 6,00 5,78 3395  Ala-6 Fengicin C17 [M+N 1499.9 Vater et al., 2002; Arguelles-Arias et al., 2009
Fengicin C16 [M+K]" 1501.7  Athukorala et al., 2009
ici M 1501.8 Vater et al., 2002
1501.7 « « 3070 Fengicin C16 [M+K] ater et a

Ala-6 Fengicin C16 [M+K 1501.9 Arguelles-Arias et al., 2009
Fengicin B C14 [M+K]" 1501.8  Cawoy et al,, 2015

a- ici 1515.9 Vater et al., 2002; Arguelles-Arias et al., 2009
1515.7 6,70 % 1323 Ala-6 Fengicin C17 [M+K atereta rguelles-Arias et a!
Fengicin C17 [M+K]" 1515.7 Athukorala et al., 2009

ici * 1529.7 Athukorala et al., 2009
15297 % % 1528 Fengicin C16 [M+K] orala et a
Val-6 Fengicin C16 [M+K 1529.9 Arguelles-Arias et al., 2009

Ono §to takode izdvaja ovaj izolat od prethodna dva, jeste i Cinjenica da su u
metanolnom ekstraktu detektovani pikovi fengicinskih predstavnika u manjem broju.
Takode, je zabeleZeno i odsusutvo kurstakinskih predstavnika u ovom ekstraktu. Ovi
podaci ukazuju na verovatno neefikasnu ekstrakciju metanolom. Svakako, i u ovom

slu¢aju najprominentniji pikovi su dobijeni etil-acetatnom ekstrakcijom.
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Prilikom analize dobijenih spektara bescelijskog supernatanta, metanolnih i eti-
acetatnih ekstrakata izolata SS-12.6 i SS-13.1 primeceni su nesto drugaciji rezultati u
poredenju sa prethodnim (Prilozi 16 i 17). Naime, kada se posmatraju supernatanti ovih
izolata postaje jasno da su najizraZeniji pikovi sa vrednostima intenziteta zabeleZenim
kao 1 u slu€aju pozitivne kontrole odnosno LB medijuma (Prilog 9). Jedino, za oba
supernatanta zabeleZen je pik sa m/z vrednoS¢u od 1046.3 za koga se pretpostavlja da je
kalijumov adukt C13 surfaktina (Mukherjee and Das, 2005; Athukorala et al., 2009).
Intenzitet ovog pika je bio ispod 30% Sto verovatno ukazuje na sam pocetak i prvenstvo
sinteze ovog lipopeptida. Razlog dobijanja slabih intenziteta pretpostavljenih jedinjenja
verovatno leZi u Cinjenici da su u supernatantima nekoliko puta niZe koncentracije
lipopeptida. Takode, metanolna ekstrakcija je izdvojila jedinjenja koja su po
pretpostavljenim masama odgovarala aduktima bacilomicina D i surfaktina, kod izolata
SS-12.6 (Prilog 16), odnosno uglavnom protonizovanim aduktima iturina A kod izolata
SS-13.1 (Prilog 17). Primecena je i razlika izmedu etil-acetnih i metanolnih ekstrakata u
smislu intenziteta 1 raznovrsnosti pretpostavljenih lipopeptidnih jedinjenja. Zapravo kad
se posmatraju etil-acetatni esktrakti uocava se karakteristi¢na distribucija pikova po

principu prethodno spomenutih klasterskih masa lipopeptida.

Lipopeptidna meSavina etil-acetatnog ekstrakta SS-12.6 je dala skoro identi¢ne
rezultate onima dobijenim analizom Orbitrap masenom spektrometrijom. I u ovom
sluaju najintenzivniji pik je dobijen za lipopeptid koji odgovara surfaktinskom
jedinjenju sa duZinom alifaticnog lanca od C15 atoma (Tabela 19). I ovom prilikom je
potvrdeno prisustvo fengicinskih predstavnika sa pikovima nizZih intenziteta, iako su
rezultati ,,skrininga” biosintetskih operona pokazali nedostatak fengicinskog gena.
Zasigurno se moze smatrati da ovaj izolat produkuje surfaktinske, kao i odredene forme
pretpostavljenih bacilomicinskih jedinjenja Sto je jedino bilo evidentno testiranjem etil-

acetatnog ekstrakta.
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Tabela 19. Analiza intenziteta masa pretpostavljenih lipopeptidnih jedinjenja prema masenim

spektrima supernatanta i etil-acetatnog ekstrakta izolata SS-12.6.

Intenzitet (%)

Izolat SS-12.6

Pretpostavljeni lipopeptid

Komparacija masa pretpostavljenih lipopeptida

nm/z Supernatant  Etil-acetat mz Literaturni podaci
1030.6 X 11,75 Surfaktin C13 [M+Na]" 1030.6 Price et al., 2007; Athukorala et al., 2009
1044.4 4,18 33,84 Surfaktin C14 [M+Na]" 1044.8 Price et al., 2007; Athukorala et al., 2010
Bacilomicin D C15 [M+H]" 1045.6 Athukorala et al., 2009
1045.5 4,31 16,50
Surfaktin A C14 [M+Na] 1045.1 Velho et al.,, 2011
1046.6 Mukherjee and Das, 2005; Athukorala et al., 2009
1046.4 28,12 713 Surfaktin A C13 [M+K]" ) )
1046.71 1046.8 Vater et al., 2002 1 2009
1058.6 5,57 100,00 Surfaktin A C15 [M+Na]+ 1058.6 Mukherjee and Das, 2005; Athukorala et al., 2009
Bacilomicin D C16 [M+H]" 1059.6 Athukorala et al., 2009
1059.5 437 54,79
Surfaktin A C15 [M+Na]" 1059.1 Velho et al., 2011
1060.61 1060.8 Athukorala et al., 2009; Velho et al., 2011
1060.5 361 2073 Surfaktin A C14 [M+K]" 1060.7 Vater et al., 2002 i 2009
1060.5 Mukherjee and Das, 2005
Bacilomicin D C16 [M+Na]" 1081.6 Athukorala et al., 2009
1081.5 X 11,05
Tturin A C14 [M+K]" 1081.6 Cawoy et al., 2015
1450.7 2,70 2,49 Fengicin A C15 [M+H]" 1450.0 Velho et al., 2011
. 1464.1 Malfanova et al., 2012
1464.7 x 18,28 Fengicin A C16 [M+H]
1464.0 Velho et al., 2011
1478.8 X 18,82 Fengicin A C17 [M+H]+ 1478.1 Malfanova et al., 2012
Fengicin C16 [M+Na]" 1485.8 Vater et al., 2002
1486.7 X 13,49 .
Fengicin B C14 [M+Na] 1485.8 Cawoy et al., 2015
1487.7 X 743 Ala-6 Fengicin C15 [M+K]+ 1487.9 Arguelles-Arias et al., 2009
1500.7 X 14,22 Ala-6 Fengicin C17 [M+Na]* 1499.9 Vater et al., 2002; Arguelles-Arias et al., 2009
Fengicin C16 [M+K]" 1501.7 Athukorala et al., 2009
ici + 1501.8 Vater et al., 2002
15017 % 7.10 Fengicin C16 [M+K]
Ala-6 Fengicin C16 [M+K]" 1501.9 Arguelles-Arias et al., 2009
Fengicin B C14 [M+K]" 1501.8 Cawoy et al., 2015
ici M 1529.7 Athukorala et al., 2009
1529.8 % 143 Fengicin C16 [M+K] ukorala et a
Val-6 Fengicin C16 [M+K]" 1529.9 Arguelles-Arias et al., 2009

ZabeleZena razliCitost u sintezi vise lipopeptidnih jedinjenja nije primecena za

izolat SS-13.1 (Tabela 20). Pikovi najviSeg intenziteta su ostali neokarakterisani, jer za

date vrednosti detektovanih masa (m/z 1020.2 1 1021.2) ne postoje poklapanja sa

literaturnim podacima. NajpribliZznija m/z vrednost, 1022.6 prijavljena je u slucaju

protonizovanog adukta surfaktina C14 (Vater et al., 2002; Athukorala et al., 2009).

Postojanje pikova niZih intenziteta je potvrdilo pretpostavku zastupljenosti iturinskih

adukata, sa takode primecenim odgovaraju¢im vrednostima za surfaktinska jedinjenja.

Dalja analiza dobijenih spektara je potrebna u cilju ukljanjanja ovakvih nedoumica.
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Tabela 20. Analiza intenziteta masa pretpostavljenih lipopeptidnih jedinjenja prema masenim

spektrima supernatanta i etil-acetatnog ekstrakta izolata SS-13.1.

Izolat SS-13.1
Intenzitet (%) Komparacija masa pretpostavljenih lipopeptida
. Pretpostavljeni lipopeptid . . .

m'z Supernatant  Etil-acetat m'z Literaturni podaci
1000.7 X 54,80 - - -
1020.2 15,06 100,00 - - -
1021.2 X 54,91 - - -
1042.6 10,18 50,89 Tturin A C14 [M+H]+ 1042.7 Velho et al., 2011

. 1046.6 Mukherjee and Das, 2005; Athukorala et al., 2009

1046.6 27,74 14,20 Surfaktin A C13 [M+K]

1046.711046.8 Vater et al., 2002 i 2009
1060.61 1060.8 Athukorala et al., 2009; Velho et al., 2011
1060.4 X 15,90 Surfaktin A C14 [M+K]" 1060.7 Vater et al., 2002 i 2009
1060.5 Mukherjee and Das, 2005

1109.1 X 17,36 Tturin A C16 [M+K]+ 1109.7 Athukorala et al., 2009

Sumarno posmatrano, ovakva studija je ukljucivala hipotezu testiranja najboljeg
naCina ekstrakcije, kroz preliminarnu karakterizaciju lipopeptidnih jedninjenja u
poredenju sa rezultatima ostvarenim kroz molekularni skrining biosintetskih operona.
Ono $to je nesumljivo potvrdeno u slucaju svih testiranih izolata je da je uoceni klaster
pikova, iturinske 1 surfaktinske familije jedinjenja slinih intenziteta, ukazao na njihovo
dominantno prisustvo u svim izolatima. To potvrduju i ranija istraZivanja koja su
ukazala na njihovo dominantno prisustvo u Bacillus izolatima (Vater et al., 2002;
Ramarathnam et al.,, 2007; Athukorala et al., 2009). Zanimljivo je 1 da su
pretpostavljene vrednosti surfaktinskih jedinjenja, pronadene u svim testiranim
izolatima. Jedan od razloga S$to je ovako, mogla bi biti i ¢injenica da surfaktin viSe
doprinosi procesu formiranja biofilmova, nego odbrambenoj ulozi u prirodnom
okruzenju (Hofemeister et al., 2004). Kada se uporede rezultati dobijeni u ovom delu
studije sa PCR skriningom postaje jasno da vecina izolata istovremeno produkuje
nekoliko razliitih jedinjenja. Medutim, detektovani geni ne predstavljaju i dokaz
istovremene sinteze njihovih produkata. Sli¢na zapaZanja su prijavljena i ranije u
slucaju detekcije biosintetskih operona, ali bez pojave odgovarajucih antibiotika u
ekstraktima (Kunst et al., 1997; Athukorala et al., 2009). Ovakva zapazanja potvrduju
¢injenicu da iako pored postojanja svih gena kod pojedinih izolata, samo se 1-2
antibiotika sintetiSu u visokim koncentracijama, dok je izostanak drugih verovatno
nastao usled mutacija na bilo kom genu genskog klastera (Mootz et al., 2001).

Alternativno produkcija pojedinih antibiotika moZe biti i odloZena u odnosu na druge
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Sto moZze ukazati na razli¢itost u intenzitetu pikova (Hofemeister et al., 2004). Ovo samo
pokazuje da je za potrebe determinacije i karakterizacije odredenih jedinjenja potrebno

koristiti viSe dokazanih pristupa istrazivanja.

Takode, analize masenih spektara su izdvojile etil-acetatnu ekstrakciju kao
najbolji metod za dobijanje vecih koli¢ina i raznorodnih lipopeptidnih jedinjenja. To je
u saglasnosti sa ranijim studijama na Bacillus izolatima, koje su pokazale da je
koris¢enje kiselinske precipitacije pracene metanolnom ekstrakcijom, dovelo do
smanjenja biosurfaktantske aktivnosti (75%) prisutne u bescelijskom supernatantu, na
svega 23% pocetne aktivnosti (Mc Keen et al., 1986; Yakimov et al, 1995).
PreciS¢avanje biotehnoloskih proizvoda obi¢no €ini oko 60% ukupnih troSkova, Sto
komercijalnu proizvodnju ovakvih proizvoda cCini prilicno skupom (Satpute et al.,
2010). Stoga, metode koje smanjuju troSkove koriS¢enjem jeftinith i obnovljivih
supstrata su Cesto neophodne. U tom smislu, ekstrakcija etil-acetatom, u kome se
verovatno hidrofobni ostaci lipopeptidnih jedinjenja rastvaraju bolje nego u metanolu,
preporucuje sama sebe, a uz relativno nisku cenu ¢ine ovaj rastvara¢ pogodnim

kandidatom za dalja istraZivanja 1 komercijalnu proizvodnju.

4.3.9 ANALIZA I DETEKCIJA ANTIMIKROBNIH KOMPONENATA IZ
LIPOPEPTIDNIH EKSTRAKATA VISOKOEFIKASNOM
TANKOSLOJNOM HROMATOGRAFIJOM (HPTLC) PRACENOM
INDIREKTNOM BIOAUTOGRAFIJOM

Tankoslojna hromatografija kombinuje bioloski i hemijski metod detekcije
aktivnih jedinjenja. Kada se se kombinuje sa bioloSkim metodama, poznata je kao TLC
bioautografija (Marston, 2011). Ovakvi testovi se Cesto koriste u cilju dokazivanja
aktivnosti ekstrakta ili pojedinih Cistih supstanci dobijenih iz Zivih mikroorganizama ili

drugih organizama.

TLC hromatografija je u ovom radu koriS¢ena za razdvajanje kompleksne
smeSe lipopeptidnih metanolnih ekstrakata pet Bacillus izolata (SS-10.7, SS-12.6, SS-
13.1, SS-27.2 i SS-38.4) finalnih koncentracija 14,25 mg/ml uz odredivanje
antimikrobne aktivnosti razdvojenih komponenti, indirektnom agar ,,overlay” metodom.

Za odredivanje prisustva odgovarajuéih lipopeptidnih jedinjenja koriS¢eni su visoko
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precisS¢eni standardi iturina A i surfaktina. Uzorci lipopeptidnih ekstrakata i standarda
naneti su na HPTLC ploce i razvijeni hloroform : metanol : voda (65:25:4, v/iv/v)
smeSom rastvaraca, koja je ranije pokazala visoku rezoluciju u razdvajanju ovih
jedinjenja (Symmank et al., 2002). Vizualizacija dobijenih profila traka je izvedena pod
UV svetloS$¢u na 254 i 366 nm talasne duzine, zbog razli¢itog apsorbovanja svetlosti.
Rezultati su dokumentovani fotografijama koje su obradene u Imagel] softveru za
obradu slike hromatograma. Ispitivani ekstrakti na ploci su oznaceni duz cele ploce, sa
jedne strane 1 od startne mrlje do fronta rastvaraca, sa druge strane. Dobijeni profili
uzoraka i standarda su predstavljali graficki prikaz zavisnosti intenziteta zona

(izrazenog u pikselima) u funkciji rastojanja (Slika 34).

Iz prikazanih rezultata potvrdena je velika raznolikost testiranih ekstrakata u
smislu produkcije 1 ekstrakcije razlicitih jedinjenja, kod svakog pojedina¢nog izolata.
Takode, evidentne su i razlike izmedu izolata u intenzitetu dobijenih signala i Rp
vrednosti pojedinih supstanci. Razlike izmedu analiziranih hromatograma se uocavaju i

u pogledu primenjenih talasnih duzina UV svetlosti.

Na datom primeru standardnih lipopeptidnih jedinjenja primecuje se i1 razlika u
intenzitetu signala na dve talasne duZine, a jedini primetan signal u slu¢aju iturina A je
uocen koriS¢enjem UV svetlosti na 366 nm, dok je za surfaktinsko jedinjenje signal
detektovan na obe talasne duZine UV svetlosti. Ovakav podatak ne iznenaduje bududi
da su u ranijim istrazivanjima potvrdeni razli¢iti maksimumi apsorpcije UV svetlosti
lipopeptidnih jedinjenja u metanolnom rastvoru na 254, 255 i 277 nm UV spektra, ali i
njihovo odsustvo na talasnoj duzini vecoj od 300 nm, koja odgovara karakteristicnoj
apsorpciji peptidne veze (Kumar et al., 2009). Kako je intenzitet dobijenog signala u
slucaju iturinskog jedinjenja i pri vizuelizaciji na 366 nm veoma slab, za razliku od
detektovanih jedinjenja u ekstraktima sli¢nih Ry vrednosti, to nas navodi na zakljuc¢ak
da je koriS¢ena premala koncentracija standardnog jedinjenja, koja je u ovom slucaju
iznosila 50 pg/ml ili da nije odreden pravi apsorpcioni maksimum. U svakom slucaju,
dobijeni intenziteti su posluZili za graficko odredivanje Ry vrednosti za oba standarda i
za testirane ekstrakte. Na Slici 34g uoCavaju se dva maksimuma intenziteta iturina A sa
RF vrednostima od 0.23 1 0.30, dok je u slucaju surfaktina primecen jedan pik sa Rp

vrednosti od 0.55. PaZljivom analizom testiranih ekstrakata uocavaju se pikovi Rp
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vrednosti 0.23 kod izolata SS-12.6 (Slika 34h), SS-13.1 i SS-27.2, kao i neSto veca
vrednosti (Rp=0.27) u slu¢aju izolata SS-38.4 (Slika 341).
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Slika 34. Analizirani hromatogrami standardnih jedinjenja iturina A, surfaktina i pet Bacillus
izolata (SS-10.7, SS-12.6, SS-13.1, SS-27.2 1 SS-38.4) pod UV svetlos¢u od 254 nm
(a-c) i 366 nm (d-f) u vidu regularnih (a i d), invertovanih (b i e) i fotografija u
“greyscale” modu. Grafic¢ki prikaz zavisnosti intenziteta zona (izraZenog u pikselima)
u funkciji rastojanja iturina A i surfaktina (g), ekstrakata izolata SS-10.7 i SS-12.6 (h)
iizolata SS-13.1, SS-27.21 SS-38.4 (i).

NajizraZeniji pikovi sa Ry vrednostima za surfaktinski molekul su detektovani
kod izolata SS-10.7 (Slika 34h) i SS-27.2 (Slika 34i). U ekstraktu izolata SS-38.4

detektovan je pik intenziteta Rp vrednosti 0.58, sli¢no vrednosti predenog puta
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surfaktinskog standarda. Ovakvi nalazi su u korelaciji sa prethodnim rezultatima ovog
istrazivanja, jer ispitivani izolati poseduju gene iturinskog operona, a MALDI-TOF
analiza je ukazala na prisustvo pretpostavljenog jedinjenja koje po masi odgovara
iturinu A sa duZinom alifati¢nog lanca od 14 ugljenikovih atoma. Iako je potvrdeno
prisustvo surfaktinskog molekula u svim ispitivanim izolatima, rezultati dobijeni TLC
hromatografijom otkrivaju prisustvo ovog jedinjenja samo u izolatima SS-10.7 i SS-
27.2. Drugadije Ry vrednosti kod SS-38.4 (0.58), SS-12.6 i SS-13.1 (0.65) verovatno
upucuju na postojanje strukturalnog diverziteta ovih heptapeptidnih molekula

podrazumevajuci razlicitosti i u aminokiselinskom sastavu.

U cilju identifikacije hromatografskih zona koje odgovaraju peptidnim
jedinjenjima, hromatogrami su derivatizovani uranjanjem u rastvor za derivatizaciju,
odnosno 0.2% rastvor ninhidrina u metanolu. Tako derivatizovan hromatogram daje
zone razliite boje, Sto zavisi od selektivnosti reagensa za derivatizaciju. Tretman sa
ninhidrinom treba da rezultira u pojavi intenzivne ljubicaste boje, ako ekstrakt sadrzi
peptidne komponente u svom sastavu i €esto se koristi u TLC analizama lipopeptida
(Kumar et al., 2009; Gordillo and Maldonado, 2012). Rezultati ninhidrinske reakcije

predstavljeni su na Slici 35.

Slika 35. Ninhidrinska reakcija lipopeptidnih ekstrakata. Izgled plo¢e hromatograma pre
derivatizacije (a), nakon derivatizacije (b) i nakon derivatizacije u invertovanom

obliku slike (c).

Kao Sto se vidi iz priloZenog, svi ekstrakti pokazuju pozitivnu ninhidrinsku
reakciju, Sto nesumnjivo ukazuje na prisustvo (lipo)peptidnih jedinjenja u ekstraktima

testiranih izolata sa razliitim intenzitetima i Ry vrednostima. Interesantan je 1 podatak
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da je dobijeno nekoliko traka standardnog jedinjenja iturina A za koga je proizvodac
(Sigma-Aldrich, SAD) garantovao visoku stopu precis¢enosti jedinjenja, sa preko 95%,
jer je verovatno u pitanju strukturni diverzitet ovog jedinjenja. Vecina aminokiselina
reaguje pozitivno u prisutvu ninhidrina dajuci ljubiCastu obojenost (Rosen, 1957).
Medutim, ukoliko jedinjenje u svom sastavu sadrzi aminokiseline, prolin i hidroksi-
prolin dolazi do neefikasne reakcije, jer amino grupa nije dostupna za reakciju i ostaje u
strukturi prstena. U tom slucaju, detekcija Zute boje ili neretko 1 izostajanje boje uopSte
se moze ocekivati. Odsustva reakcije surfaktinskog standarda i eventualno jo§ nekih
jedinjenja analiziranih pod UV svetloS¢u, se verovatno moZe objasniti ovom

¢injenicom. Zbog toga, izraCunavanje Ry vrednosti nije uzeto u razmatranje.

Jos jedan od pristupa ove studije je bio i dokazivanje potencijalnih sinergistickih
efekata meSanjem pojedinac¢nih ekstrakata izolata. Na Slici 36 predstavljeni su

hromatrogrami analizirani pod UV svetlo$¢u na 254 1 366 nm talasne.

Uzimajuci u obzir dobijene rezultate postaje jasno da su zone najaceg intenziteta
(tamnoplavi) sa Rp vrednosti od 0.12 prisutne u svim analiziranim kombinacijama i
pojedina¢nim ekstraktima. Medutim, kako data Ry vrednost ne odgovara ni jednom
testiranom standardu nije moguce precizirati o kom je jedinjenju rec. Kada se uporede
dobijeni umereni intenziteti (svetloplavi), uocava se njihova distribucija u gornjem delu
hromatograma, a prisustvo signala na Rr vrednosti od 0.55 ili sli¢nih, Sto odgovara
predenom putu surfaktina, je uoceno kod svih pojedina¢nih ekstrakata i sporadi¢no kod
pojedinih kombinacija. Kako intenzitet boje direktno ukazuje i na koncentraciju
prisutnih  jedinjenja, ovako je nesumnjivo pokazana znacCajna koncentracija
surfaktantskih jedinjenja, budu¢i da je koncentracija od 50 pg/ml standarda surfaktina
zabelezila jedva detektibilnu zonu. Takode, kada su u pitanju rezultati dobijeni
analiziranjem Ry vrednosti koje odgovaraju iturinskom standardu primecuju se signali
slabijeg intenziteta koji ukazuju na manje koncentracije ovih jedinjenja. Interesantan
rezultat je dobijen za kombinaciju SS-10.7 1 SS-27.2, sa zonama srednjeg intenziteta u
gornjem delu hromatograma, kada se uporeduju njihovi pojedinacni ekstrakti u odnosu
na datu kombinaciju, kod koje dolazi do veoma slabog meSanja odnosno detekcije istih
signala. Verovatno da takav rezultat ukazuje na negativne interakcije odredenih

komponenata lipopeptidnih jedinjenja razli€itih izolata.
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Slika 36. Analizirani hromatogrami standardnih jedinjenja i pet ekstrakata Bacillus izolata

pojedina¢no i u kombinacijama pod UV svetlo$¢u od 254 nm (a i b) i 366 nm (c i d)
u vidu regularnih (a i ¢) i invertovanih (b i d) fotografija. Prikaz hromatograma sa
oduzetom pozadinom slike, sa naglaSavanjem najintenzivinijih zona prisustnih
lipopeptida pojedinacnih ekstrakata i u njihovim kombinacijama (e). Najjaci

intenzitet je obeleZen tamnoplavom, srednji svetloplavom, a najslabiji belom bojom.

Sledec¢i pristup ovog dela istraZivanja odnosio se na dokazivanje antimikrobne
aktivnosti pojedini¢nih lipopeptidnih jedinjenja koriS¢enjem indirektne bioautografske
metode. Princip ove metode je veoma jednostavan i bazira se na ¢injenici da tokom
inkubacije odgovarajuceg indikatorskog soja, aktivne supstance sa adsorbenta difunduju
u agar i inhibiraju rast bakterija (Choma and Grzelak, 2011). Na mestima gde je
ostvarena antimikrobna aktivnost uocavaju se prosvetljene zone tj. zone inhibicije rasta.
Na ovaj nacin testirana je antimikrobna aktivnost pojedinacnih ekstrakata protiv
nekoliko indikatorskih sojeva (X. arboricola pv. juglandis, P. syringae pv. aptata i L.

monocytogenes) i njihovih kombinacija protiv P. syringae pv. aptata 16 (Slika 37).
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Slika 37. Bioautografska analiza testiranih standardnih jedinjenja i lipopeptidnih ekstrakata
Bacillus izolata pojedina¢no, kao i u kombinacijama protiv odabranih indikatorskih
sojeva. Razvijeni hromatogrami su prelivani tankim slojem inokulisanog LA soft
medijuma sa odgovarajuéim patogenima (1 x 10° CFU/ml). Analiza je izvrena
nakon 24 h inkubacije na 30 °C i prskanja rastvorom 0.2% MTT-a i 0.1% Triton X-
100 radi vizualizacije zona inhibicije rasta. Strelicama na hromatogramima su
oznaceni dobijeni ili ocCekivani retencioni faktori (Rr) standardnih jedinjenja, a
pravougaonicima primecene razliCitosti. Dobijene Ry vrednostima razlicitih izolata

oznacene su sa leve strane srediSnjeg hromatograma.
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Na osnovu rezultata testiranja standardnih jedinjenja postaje jasno da je za
inhibiciju rasta izolata rodova Xanthomonas i Pseudomonas, zasluzan iturinski analog.
Pokazano je da pri niskim koncentracijama standarda dolazi do znac¢ajne inhibicije rasta
patogena roda Pseudomonas izolovanih sa Secerne repe, dok je za inhibiciju rasta sojeva
roda Xanthomonas potrebna nesSto viSa koncentracija od testirane. Inhibicija rasta nije
zabeleZena za surfaktinski standard, u opsegu ispitivanih koncentracija, osim u slucaju
X. arboricola 311 gde je primetna veoma slaba zona inhibicije rasta sa odgovaraju¢om
R vrednosti ovog jedinjenja. Zaista, kada se posmatraju ucinci pojedinacnih ekstrakata
jasno je da ekstrakti izolata SS-12.6, SS-13.i i SS-38.4 poseduju najviSe koncentracije
iturina, pa su i ostvarene zone inhibicije najvece, dok je sluCaju izolata SS-27.2
koncentracija ovog jedinjenja bila dovoljna samo za inhibiciju rasta L. monocytogenes
sa izostankom inhibicije rasta drugih patogena. Najslabiji antibakterijski efekat su
ostvarili ekstrakti izolata SS-10.7 1 SS-27.2 prema svim ispitivanim patogenima, osim
na P. syringae sa jednom uocljivom zonom inhibicije na Rr vrednosti od 0.05 u slu¢aju
oba izolata i1 joS§ jednom od 0.12 za SS-10.7. U svakom slu€aju, na ovaj nacin je
pokazano da je antimikrobni efekat ostvaren delovanjem viSe lipopeptidnih jedinjenja
istovremeno. I ovom prilikom se pokazalo da je izolat SS-12.6 najpotentniji sa Rp
vrednosti izmedu 0.20 i 0.28 $to ukazuje na verovatan sinergizam nekoliko analoga
iturina ili na vecéu koli¢inu jednog od njih. Medutim, kako je ninhidrinskom reakcijom
uoceno postojanje vise traka ovog jedinjenja, verovatno je da samo odgovarajuce forme
iskazuju antibakterijski efekat (Slika 35). To je jasno i analizom rezultata dobijenih
nanoSenjem iturinskog standarda u vidu spota na hromatogramsku ploCicu, sa
centralnim delom bez antibakterijske aktivnosti, kao 1 kod detektovane aktivnosti protiv
P. syringae pv. aptata 16, u viSe slucajeva (Slika 37). Iako je nedvosmisleno pokazano
prisustvo surfaktinskog jedinjenja u dosadasnjim analizama, ocigledno da je njegova
koncentracija isuviSe niska za potrebnu inhibiciju rasta. Jedini izuzetak od ovog pravila
je ekstrakt izolata SS-38.4 sa veoma naglaSenom inhibicijom rasta P. syringae pv.
aptata 16 sa Ry vrednosc¢u izmedu 0.47 i 0.74, Sto svakako pokriva i opseg vrednosti

surfaktinskog standarda.

Slicne Ry vrednosti iturina (0.36) i surfaktina (0.80) su zabeleZene u
istrazivanjima lipopeptidnih ekstrakata B. subtilis UMAF6639 izolata protiv

Xanthomonas campestris pv. cucurbitae 1 Pectobacterium carotovorum subsp.
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carotovorum (Zeriouh et al., 2011), kao i protiv fitopatogenih gljiva u slu¢aju ekstrakta
izolata B. amyloliquefaciens PPCB004 sa Ry vrednosScu iturina od 0.3 i surfaktina
izmedu 0.75 1 0.80 (Romero et al., 2007; Arrebola et al., 2010a i 2010b). Takode je u
ovim studijama zabeleZena i Ry vrednost fengicinskih analoga izmedu 0.08 i 0.2 Sto se
poklapa sa opsegom detektovanih zona u naSem istraZivanju, za sve ekstrakte, osim za
SS-13.1. U radu Yanez-Mendizébal et al., (2012) pokazano je da ekstrakt B. subtilis
CPA-8, protiv indikatorskih gljiva Monilinia laxa 1 M. fructicola pokazuje neSto
drugacije Rr vrednosti od prethodnih istraZivanja. Osim tipi¢nih Rr vrednosti koje
odgovaraju vrednostima analoga fengicina (0.1-0.2), uocene su i vrednosti za
bacilomicin D (0.3), iturin A (0.4) i surfaktin (0.7). Ovakve razlike u predenom putu
ispitivanih supstanci mogu nastati usled razlika u sastavu mobilne faze, temperature,
vlaZnosti, instrumentalne nestabilnosti 1 slucajnih greSaka usled kojih dolazi do

pomeranja zona ispitivanih uzoraka unutar jedne ili viSe plo¢a (Wong et al., 2014).

Kada se analiziraju dobijeni rezultati za razliCite kombinacije ekstrakata
uocavaju se izvesna odstupanja od jake antibakterijske aktivnosti nastale delovanjem
pojedinacnih ekstrakata. Ovim istraZivanjem je definitivno potvrden jaci antimikrobni
efekat pojedinacnih ekstrakata sa istovremenim delovanjem viSe aktivnih susptanci,
nego kada je u pitanju delovanje razlicitih smeSa lipopeptidnih ekstrakata. Na takav
efekat narocito ukazuju i kombinacije najjacih antagonista SS-12.6 1 SS-13.11 SS-12.6 1
SS-38.4 prikazanih na Slici 36 u okvirenim pravougaonicima, gde bi se ocekivala
izrazita antimikrobna aktivnost. Medutim, evidentno je da je pojava zona inhibicije
svedena na minimum ili je totalno redukovana Sto moZe ukazati na izraZen
antagonisticki efekat izmedu istih ili razli¢itih aktivnih supstanci. Takode, moglo bi se
istac¢i da nije primecen potencijalni sinergisticki efekat, a detektovanim slabim zonama
inhibicije se moZe pripisati eventualni aditivni efektat pojedinacnih jedinjenja. Postoje
generalno prihvaceni mehanizmi antimikrobne interakcije kojima se ostvaruje
sinergizam. Medu predloZzenim mehanizama su sekvencijalna inhibicija opStih
biosintetskih puteva, inhibicija protektivnih enzima i delovanje na aktivnhe komponente
¢elijskog zida ¢ime se pospeSuje ulazak antimikrobnih jedinjenja. Medutim, mehanizmi
interakcija kojima se ostvaruje anatgonizam su manje istraZzeni. Neki od predloZenih

mehanizama podrazumevaju da jedinjenja deluju na isto ciljno mesto na
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mikroorganizmu ili hemijske (direktne ili indirektne) interakcije izmedu jedinjenja gde

jedno jedinjenje umanjuje aktivnost drugog (Bassolé and Juliani, 2012).

Bioautografija je analitiCka metoda kod koje se jedinjenja, prethodno razdvojena
na hromatografskoj ploci, detektuju primenom Zzivih organizama (bakterije, plesni,
gljive, Celijske organele i1 enzime) i datira joS od 1946 godine. Ovo je osetljiva metoda
za detekciju antimikrobnih jedinjenja prisutnih ¢ak i u malim koli¢inama. Stoga, je
pogodna kao metoda u inicijalnim fazama istrazivanja, kao i u ciljano usmerenoj
izolaciji jedinjenja (Marghitas et al., 2013). Kod difuzionih i dilucionih metoda nije
moguce praviti razliku izmedu aktivne i neaktivne komponente iz smeSe jer se one
zajedno nalaze u zoni inhibicije. TLC bioautografija omogucava da se identifikuje
aktivna komponenta iz smeSe ekstrakata lipopeptida na veoma efikasan nacin, in situ.
Na hromatogramu se tako moZe ispitivati antimikrobna aktivnost razdvojenih
komponenti, a uporedo se moze i pratiti efekat pojedinacnih standardnih jedinjenja.
Potrebne su male koli¢ine uzorka, izvodi se za kratko vreme i vec¢i broj uzoraka se moze
istovremeno razvijati na istoj HPTLC plo¢i $to je €ini pogodnom metodom. Glavnu
primenu TLC bioautografija moZe nac¢i u brzom skriningu uzoraka na bioaktivnost
(Marston, 2011) kako se pokazalo i u ovom radu. Poslednjih decenija dvadesetog veka
razvijen je veliki broj komercijalno dostupnih visokoefikasnih stacionarnih faza i
automatizovanih uredaja, kombinovanih sa velikim brojem masenih detektora Sto je
znacajno proSirilo primenu tankoslojne hromatografije na razliCite oblasti industrije 1
nauke. Na ovaj nacin je prvobitni princip tankoslojne hromatografije zamenjen
visokoefikasnom tehnikom koja, zbog svoje jednostavnosti, brzine i niske cene,
predstavlja jednu od osnovnih metoda u analizi razliitih jedinjenja, ukljucujuéi i

lipopeptide Bacillus izolata u mnogim laboratorijama Sirom sveta.
4.4 BIOHEMIJSKE I FILOGENETSKE ANALIZE

Rod Bacillus sadrzi veoma heterogenu grupu aerobnih ili fakultativno anaerobnih,
gram-pozitivnih, Stapicastih vrsta sposobnih da formiraju endospore u nepovoljnim
uslovima, sa kosmopolitskim rasprostranjenjem. U najnovijem izdanju ,Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology” (Logan and de Vos, 2009) cak 142 vrste su
priklju¢ene rodu Bacillus. Tradicionalno, Bacillus sp. izolati se identifikuju u

laboratorijima pomocu klasi¢nih biohemijskih testova, kao 1 koriS¢enjem API
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identifikacionih kitova koji su se pokazali pouzdanijim u poredenju sa klasi¢nim
biohemijskim testovima, koriste¢i kombinaciju 12 enzimatskih reakcija API 20 E
identifikacionog kita, kao 1 49 reakcija API CHB 50 kita baziranog na fermentaciji
Secera (Wu et al., 2006). Medutim, ogranicenost fenotipski i biohemijski zasnovanih
identifikacionih metoda, dovela je do razvoja niza molekularno-geneti¢kih metoda
identifikacije. Tako je poslednjih godina, izgradena znacajna baza 16S rRNK gena
(rDNK), koja se uspeSno primenjuje u odredivanju filogenetskih odnosa ili u

identifikaciji bakterija (Goto et al., 2000).

Preliminarnom identifikacijom pet Bacillus izolata na osnovu biohemijskih i
enzimatskih testova identifikacionih kitova API 20 E 1 50 CHB, kao i BLAST# analize

bazirane na parcijalnoj sekvenci 16S rDNK, dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 21.

Tabela 21. Identifikacija pet Bacillus sp. izolata u odnosu na referentne sojeve na osnovu

biohemijskih testova API identifikacionih kitova 20 E i 50 CHB i parcijalne 16S

rDNK sekvence.
Tzolat Procenti identifikacije bazirani na biohemijskoj analizi Najblizi referentni soj iz NCBI baze i ostvareni maksimalni identitet (%)
i/
(API) prema delimicnoj 16S rDNA sekvenci
SS-10.7  Bacillus subtilis/amyloliquefaciens 90.0 Bacillus pumilus SAFR-032 (NR_074977) 98.86
Bacillus safensis FO-036b (NR_041794) 98.77
Bacillus stratosphericus 41KF2a (NR_042336) 98.51
SS-12.6  Bacillus subtilis/amyloliquefaciens 94.5 Bacillus amyloliquefaciens FZB42 (NR_075005) 99.13
Bacillus licheniformis 5.8 Bacillus subtilis subsp. subtilis 168 (NR_102783) 98.90
Bacillus vallismortis DSM11031 (NR_024696) 98.82
SS-13.1  Bacillus subtilis/amyloliquefaciens 98.9 Bacillus amyloliquefaciens FZB42 (NR_075005) 99.62
Bacillus subtilis subsp. subtilis 168 (NR_102783) 99.63
Bacillus vallismortis DSM11031 (NR_024696) 99.24
SS-27.2  Bacillus subtilis/amyloliquefaciens 9.7 Bacillus amyloliquefaciens FZB42 (NR_075005) 99.04
Bacillus subtilis subsp. subtilis 168 (NR_102783) 98.77
Bacillus vallismortis DSM11031 (NR_024696) 98.69
SS-38.4  Bacillus amyloliquefaciens 81.9 Bacillus amyloliquefaciens FZB42 (NR_075005) 99.60
Bacillus licheniformis 13.5 Bacillus subtilis subsp. subtilis 168 (NR_102783) 99.36
Bacillus subtilis 43 Bacillus vallismortis DSM11031 (NR_024696) 99.28
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Kao §to se vidi, Cetiri izolata (SS-12.6, SS-13.1, SS-27.2 i SS-38.4) prema
analiziranoj sekvenci, su najsrodniji vrsti B. amyloliquefaciens, za razliku od izolata SS-

10.7 koji pokazuje najviSe srodnosti sa B. pumilus.

U cilju dobijanja informacije o srodnosti datih izolata sa referentnim sojevima iz
baze podataka, izvrSena je 1 filogenetska analiza konstruisanjem filogenetskog stabla.
Filogenetska rekonstrukcija bazirana na delimi¢noj nukleotidnoj sekvenci izolata SS-
12.6, SS-13.1, SS-27.2 i SS-38.4 zajedno sa Bacillus amyloliquefaciens FZB42
(NR_075005) podrzana je visokim ,,bootstrap* vrednostima, dok izolat SS-10.7 formira
pojedinaCnu granu i najsli¢niji je sa Bacillus pumilus SAFR-032 (NR 074977) §to je

prikazano na Slici 38.

76 S$S-126
SS-27 2
SS-131
SS-38 4
Bacillus amyloliquefaciens FZB42 (NR 075005)
Bacillus amyloliquefaciens NBRC 15535 (NR 041455)
Bacillus subtilis subsp. subtilis 168 (NR 102783)
Bacillus mojavensis IFO15718 (NR 024693)
Bacillus atrophaeus 1942 (NR 075016)
Bacillus licheniformis ATCC 14580 (NC 006270)
Bacillus altitudinis 41KF2b (NR 042337)

—QQE,T SS-107

91 Bacillus pumilus SAFR-032 (NR 074977)

Bacillus megaterium IAM 13418 (NR 043401)

95

0.005

Slika 38. ,,Neighbor-joining” filogenetsko stablo bazirano na parcijalnoj sekvenci 16S rDNK
sekvenci (1096 bp) sa prikazom odnosa testiranih izolata SS-10.7, SS-12.6, SS-13.1,
SS-27.2, SS-38.4 i povezanih referentnih sojeva roda Bacillus. B. megaterium
(NC_043401) je koris¢en kao ,out“ grupa. ,Bootstrap” vrednosti (izraZzene u
procentima od 1000 ponavljanja) ve¢e od 50 prikazane su na tackama grananja. Bar,
1 supstitucija na 100 nukleotida pozicijama. Bar, 2 supstitucije na 100 nukleotida

pozicijama. Horizontalna traka ukazuje na genetsko rastojanje od 0.005.

Kako je pokazano da neki sojevi B. amyloliquefaciens ne poseduju gene koji

kodiraju Bacillus enterotoksine ili klju¢ni gen umeSan u sintezu emetiCkih toksina
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(European Food Safety Authority, 2008), kao i da se pomenuti sojevi zajedno sa ostalim
Clanovima B. subtilis grupe smatraju bezopasnim i imaju opSte prihvaceni status
sigurnih mikroorganizama “GRAS” (Food and Drug Administration, 1999), uz
ostvarene rezultate potentnog antimikrobnog delovanja ove studije, svakako ih

kandiduje za dalja istraZivanja i primenu u biokontroli.

skekesk

Razumevanje i karakterizacija bioaktivnih jedinjenja, kao i optimizacija uslova
njihove proizvodnje tokom fermentacije, moZe povecati efikasnost 1 doslednost
biopesticida na nacin koji je viSe uporediv sa sinteti¢kim pesticidima (Fira et al., 2014).
Medutim, njihova upotreba ¢e verovatno postaviti odredena pitanja u vezi njihovih
uticaja na hranu 1 potencijala razvijanja rezistentnosti. Glavne regulatorne agencije vec
podrazumevaju 1 traZze toksikoloSke testove na mikroorganizmima i njihovim
bioaktivnim jedinjenjima, a narocito ako su ona ukljucena u krajnjem proizvodu. Rizik
razvoja rezistencije moZe se smatrati niskim ukoliko se nacin delovanja zasniva na
kombinaciji nekoliko bioaktivnih jedinjenja i ponekad Zivih mikroorganizama, uporedo

sa njihovom fizioloSkom interakcijom sa ciljnim Stetoinama (Bailey et al., 2011).

Biorazgradivost mikroorganizama 1 njihovih produkata, ublazava moguce
probleme naruSavanja Zivotne sredine, ali dovodi do nedostatka trajne aktivnosti sa
druge strane. EkoloSke studije su do sada pokazale da biokontrolni agensi mogu biti
kompetentni u rizosferi ili filosferi, pa samim tim se i budu¢i napredak biopesticida
moze posti¢i formulacijama koje poboljSavaju mikrobijalni opstanak u ovim zonama.
Takode, danas se sve viSe semena tretira produktima mikroorganizama u cilju kontrole
bolesti izazvanih pre- i post-Zetvenim patogenima, a oblaganje semena biopesticidima
predstavlja jevtinu opciju koja omogucava ciljanu isporuku i potencijalno poboljSava
kolonizaciju rizosfere biokontrolnim sojevima, dok sa druge strane zahteva bolju
efikasnost tehnologije u smislu poboljSavanja materijala za oblaganje. Imaju¢i to u vidu,
geneticka i biohemijska karakterizacija sojeva Bacillus je od najvece vaznosti za razvoj
»zelenih® pesticida 1 identifikaciju novih biokontrolnih sojeva koji promovisu

konstantan rast biljaka (Fira et al., 2014).
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Cvrsti primeri uspeha biokontrolnih agenasa i pronicljivi marketing ¢e biti
potrebni da se promeni percepcija o njima. Biopesticidi se razlikuju od sintetickih
pesticida u fundamentalnim nacinima i ¢esto zahtevaju specificno rukovanje i primenu,
pa joS uvek nisu dobro prihvaceni od uzgajivaca, predstavnika prodaje i potroSaca.
Takode, striktne regulative pojedinih zemalja za stavljanje u promet ovih proizvoda,
ukljucujucéi njihovo kretanje preko nekih geopolitickih granica nastavlja da ograni¢ava

trzi$ni pristup biopesticidima.

Postavlja se pitanje da li su biopesticidi sazreli za situaciju u kojoj se nalazimo.
Svakako da je izvestan napredak ucinjen, razvojem mnogih novih biopesticida i
kontinuiranim tehnoloskim razvojima sa ciljem prevazilazenja brojnih prepreka. lako
jos$ uvek nisu dostigli svoj potencijal koris¢enja, sva predvidanja ukazuju da ¢e nadigrati
sve ostale opcije u kontroli Steto€ina u smislu udela na trziStu koji ¢e konstantno rasti u
bliskoj buduénosti. Svetla buducnost biopesticida je ostvariva samo ako istrazivacke i
industrijske grupe razmiSljaju Sire 1 delaju udruZenim snagama, sprovodec¢i bolju
komunikaciju o pozitivnim efektima biopesticida kako bi pokazali njihovu sposobnost u

upravljanju Stetoinama na veoma efikasan i ekonomican nacin.
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5 ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih 1 analiziranih rezultata ove studije, mogu se izvesti sledeci

zakljucci:

1. Analizom geneti¢kog diverziteta kolekcije 205 Bacillus sp. izolata na prisustvo
gena odgovornih za proizvodnju razlicitih lipopeptidnih jedinjenja za najveci
broj izolata (171 izolat) je detektovan DNK fragment koji odgovara bacilomicin
D sintetazi. Takode, kod velikog broja izolata su dobijene ocekivane veli¢ine
fragmenata u slucaju kurstakinskog (154 izolata) i surfaktinskog operona (142
izolata), za razliku od ocekivanih fragmenata iturinskog operona ¢ije je prisustvo
potvrdilo svega 84 izolata. Najmanja ucestalost u kolekciji je detektovana za gen

fengicin sintetaze sa 59 izolata.

2. Analizom distribucije biosintetskih operona u zavisnosti od ekoloskih nisa,
prisustvo svih pet biosinteti¢kih operona je potvrdeno kod 2 izolata poreklom iz
dubriva (SS-27.2 i SS-29.1) i kod 9 zemljisnih izolata (SS-6.2; SS-21.7; SS-
35.4; SS-38.2; SS-38.3; SS-38.4; SS-39.1; SS-39.3 1 SS-40.2). Najveca
zastupljenost fengicinskog operona sa viSe od 50% kod populacije iz stajskog
dubriva, za razliku od najbrojnije populacije zemljiSnih izolata sa detekcijom tek

oko 22% ovog operona je takode utvrdena.

3. Analizom pet odabranih izolata (SS-10.7, SS-12.6, SS-13.1, SS-38.4 i SS-27.2)
na proizvodnju antimikrobnih supstanci utvrdeno je da su svi ispoljili jaku
antibakterijsku aktivnost protiv 15 sojeva X. arboricola poreklom sa oraha, dok
je u slucaju 2 soja P. carotovorum testirana aktivnost izostala. Izrazit

antibakterijski efekat je detektovan i protiv L. monocytogenes.
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Inhibitorno delovanje izolata SS-12.6 i SS-13.1 protiv 10 fitopatogenih gljiva
izolovanih sa plodova voca i povréa potvrdeno je sa najvecom osetljivoscéu
sojeva F. oxysporum, A. alternata 1 M. fructigena na delovanje izolata SS-12.6
sa oko 70% inhibicije rasta micelija, u proseku. Potpuno odsustvo antifungalne
aktivnosti utvrdeno je za SS-13.1 protiv P. expansum izolovanog sa limuna, dok
je najjaci efekat ostvaren protiv M. fructigena sa preko 74% inhibicije rasta

micelije.

Utvrdivanje dinamike sinteze antimikrobnih jedinjenja pet odabranih Bacillus
izolata gajenih u Cetiri razliita medijuma je u vecini slu¢ajeva, istaklo njihovu
produkciju u eksponencijalnoj ili ranoj stacionarnoj fazi rasta, sa primec¢enom
pojavom viSe maksimuma aktivnosti, ukazav$i na prisustvo viSe razli€itih
antimikrobnih supstanci. Izolati gajeni u LB medijumu daju najvece zone
inhibicije u stacionarnoj fazi, dok je aktivnost u sli¢cnom, nesto niZem opsegu

primeéena za izolate gajene u BHI i SFS medijumima.

Ispitivanjem antimikrobnog efekta lipopeptidnih ekstrakata odabranih izolata in
vitro, pokazana je veoma visoka senzitivnost testiranih bakterijskih i fungalnih
patogena, potvrdujuéi na taj nacin ulogu lipopeptidnih jedinjenja u direktnom

antagonizmu.

Utvrdivanjem tipa interakcija 1 minimalne inhibitorne koncentracije
lipopeptidnih ekstrakata pojedinacno 1 u razliCitim kombinacijama in vitro,
uoCeni su svi tipovi interakcija, sa naglaSenim aditivhim 1 sinergistickim

efektima u pojedinim kombinacijama protiv bakterijskih i fungalnih patogena.

Utvrden je jak antimikrobni efekat prema fungalnim patogenima roda Fusarium,
kao i izraZzen antibakterijski potencijal, naroc¢ito ka fitopatogenim vrstama
rodova Xanthomonas i1 Pseudomonas, sa najniZzim zabeleZenim minimalnim
inhibitornim koncentracijama od 0,06 mg/ml kod bakterijskih, odnosno 0,008

mg/ml kod fungalnih patogena.
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10.

11.

12.

13.

14.

Ispitivanjem tipa interakcija ekstrakta SS-12.6 i etarskih ulja in vitro, detektovan
je sinergistiCki efekat kombinacije ekstrakta sa uljem Cubra na rast A. alternata,

sa uljem timijana protiv F. nygamai, kao 1 u kombinaciji sa oba ulja ka F. solani.

Za sve dobijene rezultate koriS¢enjem razli¢itih kombinacija agenasa, u pogledu
kako procenata smanjenja fungalne infekcije, tako i procenata klijavosti semena
nevena in situ, realni sinergisticki efekat nije detektovan. Tretmanima u trajanju
od 6 h ekstraktom i supernatantom izolata SS-12.6, kao 1 kombinacijama
ekstrakta i ulja Cubra ili istovremeno sa oba ulja, postize se dobar antifungalni

efekat bez negativnog uticaja na klijavost semena.

Utvrdivanjem direktnog antagonistickog efekta in planta ekstrakata lipopeptida
dobijenih razli¢itim metodama ekstrakcije, ustanovljen je izrazit protektivni
efekat u smislu redukcije nekroze tkiva listova A. thaliana i B. vulgaris tretiranih
bakterijskim patogenima. Takode, u in sifu uslovima postignuta je znacajna

redukcija nekroze tkiva ploda jabuke izazvana fungalnom infekcijom.

Razlicite metode ekstrakcije i koncentracije ekstrakata lipopeptida su pokazale
njihovu istrajnost u delovanju nakon 7 1 14 dana inkubacije sa patogenima.

Pored toga, potvrdeno je i odsustvo toksi¢nosti prema samom tkivu biljaka.

Karakterizacijom lipopeptidnih jedinjenja iz razli¢itih ekstrakata masenom
spektrometrijom (MALDI TOF), pokazana je njihova raznovrsnost i dominantno
prisustvo Clanova iturinske i surfaktinske familije na osnovu pretpostavljenih
m/z vrednosti. Takode, ovom metodom je potvrdeno da etil-acetatna ekstrakcija

daje najbolji prinos ovih jedinjenja.

Karakterizacijom aktivnih  lipopeptidnih  supstanci  odabranih izolata
visokoefikasnom tankoslojnom hromatografijom pra¢enom indirektnom
bioautografijom, utvrdeno je da je za antibakterijski efekat lipopeptidnih

ekstrakata odgovorno jedinjenje iz iturinske familije.
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15. Filogenetska rekonstrukcija odabranih Bacillus sp. izolata bazirana na sekvenci
gena za 16S rRNK pokazala je da izolati: SS-12.6, SS-13.1, SS-27.2 i SS-38.4
pokazuju najviSe sli€nosti sa Bacillus amyloliquefaciens, odnosno Bacillus

pumilus u slu€aju izolata SS-10.7.

skeksk

Uzimajuci u obzir sve ostvarene rezultate potentnog antimikrobnog delovanja 1
¢injenicu da se testirani izolati zajedno sa ostalim ¢lanovima B. subtilis grupe mogu
smatrati bezopasnim, uz opS$te prihvaceni status sigurnih mikroorganizama ,,Generally
recognized as safe - GRAS”, generalni zakljucak ove disertacije je promovisanje

ispitivanih izolata za dalja istraZivanja i primenu u bioloskoj kontroli.
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Karakterizacija antimikrobnih supstanci prirodnih izolata Bacillus sp. za primenu u
bioloskoj kontroli fitopatogenih bakterija i gljiva

7. PRILOZI



Prilozi

Prilog 1. Detekcija biosintetskih operona kod Bacillus sp. izolata poreklom iz sena i slame.

7 PRILOZI

Redni br. Izolat FEND BACC ITUP P17/P18 AKS/TKS

1 SS-1.1 - - - + -
2 SS-2.1 - + - + -
3 SS-2.2 - + - + +
4 SS-2.3.2 - - - + -
5 SS-2.4 - + + + +
6 SS-2.5 - + + + -
7 SS-2.6 + + - + +
8 SS-2.7 - - - - +
9 SS-2.8 - + - + +
10 SS-2.9 - + + + +
11 SS-2.10 - + - + +
12 SS-2.11 - - - + +
13 SS-2.12 - + - + +
14 SS-2.13 - - - + +
15 SS-2.14 + - - + +
16 SS-2.15 - - - - +
17 SS-3.1 - + - + +
18 SS-3.2 - + - + +
19 SS-4.1 - + - + +
20 SS-5.1 - + - + +
21 SS-5.2 - - - + +
22 SS-5.3 - + - + +
23 SS-5.4 - - - + +

* Zuta boja oznatava da pored trake o&ekivane duZine postoje i nespecifiéne trake kod testiranih izolata.

180



Prilozi

Prilog 2. Detekcija biosintetskih operona kod Bacillus sp. izolata poreklom iz dubriva.

Redni br. Izolat FEND BACC ITUP P17/P18 AKS/TKS

1 SS-26.1 + + - + +
2 SS-26.2 + - - + +
3 SS-26.3 + + - + +
4 SS-26.4 + + - + -
5 SS-26.5 + + - + +
6 SS-26.6 - + + + +
7 SS-26.7 - - - + -
8 SS-26.8 + + - + -
9 SS-26.9 - + + + +
10 SS-26.10 - + - + +
11 SS-27.1 + + - + +
12 SS-27.2 + + + + +
13 SS-27.3 - + + + +
14 SS-27.4 - + - - -
15 SS-27.5 - + + + +
16 SS-27.6.1 - + + - -
17 SS-27.7.1 - + - - +
18 SS-27.8 + + - + -
19 SS-27.9 - - - - -
20 SS-28.1 + + - + +
21 SS-28.2 - + - - +
22 SS-28.3 + - - + +
23 SS-28.4 - + - + -
24 SS-28.5 - + + - +
25 SS-28.6 - + - + -
26 SS-29.1 + + + + +
27 SS-29.2 + + - + -
28 SS-29.3 + + - - +
29 SS-29.4 - + + + +
30 SS-29.5 - - - + -
31 SS-29.6 - + - - -
32 SS-29.7 - + + + -
33 SS-30.1 + + - + -
34 SS-30.2 + + - + +
35 SS-30.3 - + + + -
36 SS-30.4 - - - + -
37 SS-30.5 + + - + -
38 SS-30.6 - - - + -
39 SS-30.7 + - - - +
40 SS-32.1 + + - + +
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Prilozi

Prilog 2. nastavak

Redni br. Izolat FEND BACC ITUP P17/P18 AKS/TKS
41 SS-32.3 + + - - +
42 SS-32.4 - + - - +
43 SS-32.5 + - - + +
44 SS-32.6 + + - + +
45 SS-32.7 - + + + -
46 SS-32.8 + - - + +
47 SS-33.1 - + - - -
48 SS-33.2 - + - - +
49 SS-33.3 - + - - +
50 SS-33.4 - - - - +
51 SS-33.5 + + - - +
52 SS-33.6 + + - - +
53 SS-33.7 + + - - +
54 SS-33.8 + + - + -
55 SS-34.1 + + - + +
56 SS-34.2 + + - + +
57 SS-34.3 + + - + +
58 SS-34.4 + + - - +
59 SS-34.5 - + - - +
60 SS-34.6 - - - - -
61 SS-34.7 - + - - +

* Zuta boja oznagava da pored trake o¢ekivane duZine postoje i nespecifi¢ne trake kod testiranih izolata.

Zelena boja oznacava izolate kod kojih je prikazano prisustvo svih pet biosintetskih operona.
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Prilog 3. Detekcija biosintetskih operona kod Bacillus sp. izolata poreklom iz zemljiSta.

Redni br. Izolat FEND BACC ITUP P17/P18 AKS/TKS

1 SS-6.1 - + + + +
2 SS-6.2 + + + + +
3 SS-6.3 - + + + +
4 SS-6.4 - + + + +
5 SS-6.5 - - - + -
6 SS-6.6 - + + + -
7 SS-7.1 - + + + +
8 SS-8.1 - + + + +
9 SS-8.2 - + + + +
10 SS-8.3 - + + + -
11 SS-8.4 - + + + -
12 SS-9.1.2 - + - - -
13 SS-9.2 - + + + +
14 SS-9.3 - + + + +
15 SS-94 - - - + +
16 SS-10.1 - + + + -
17 SS-10.2 - + + + -
18 SS-10.3 - + + + -
19 SS-10.4 - + + - +
20 SS-10.5 + + + - +
21 SS-10.6 - + - - +
22 SS-10.7 + + + + -
23 SS-10.8 - + + + +
24 SS-11.1 + + - + +
25 SS-11.2 + + - + +
26 SS-11.3 - + + + +
27 SS-11.4 - + + - +
28 SS-12.1 + + - + +
29 SS-12.2 - + - - -
30 SS-12.3 - + - - +
31 SS-12.4 - - - - -
32 SS-12.5 - + - + +
33 SS-12.6 - + + + +
34 SS-12.7 - + + + +
35 SS-12.8 - + + + +
36 SS-12.9 - + + + +
37 SS-13.1 - + + + -
38 SS-13.2 - + + + -
39 SS-13.3 - + + + +
40 SS-13.4 - + + + +
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Prilog 3. nastavak

Redni br. Izolat FEND BACC ITUP P17/P18 AKS/TKS
41 SS-14.3 - + + + +
42 SS-14.4 - + + + +
43 SS-14.6 + + - + +
45 SS-15.4 - + + + +
46 SS-16.1 - + + + +
47 SS-16.2 + + - + +
48 SS-16.4 - - - - +
49 SS-16.5 - + + + +
50 SS-17.1 - + + + +
51 SS-17.2 - + + + +
52 SS-17.3 - + - - +
53 SS-17.4 - + - + +
54 SS-18.1 - + + + +
55 SS-18.2 + + - - +
56 SS-18.3 - + + + -
57 SS-18.4 - + + + +
58 SS-19.1 - + - + -
59 SS-19.2 - + + + -
60 SS-19.3 + - - + +
61 SS-19.4 + + - + +
62 SS-20.1 - + + - +
63 SS-20.2 - + - - +
64 SS-20.3 - + + + -
65 SS-20.4 - + + + +
66 SS-21.1 - + - + +
67 SS-21.2 - + - - -
68 SS-21.3 - + + + +
69 SS-21.4 - + - - -
70 SS-21.5 - + + + -
71 SS-21.6 - + - + +
72 SS-21.7 + + + + +
73 SS-22.1 - + - - -
74 SS-22.2 - + - + +
75 SS-22.3 - + + + +
76 SS-22.4 - + + + +
77 SS-22.5 - - + - +
78 SS-23.1 - + + + -
79 SS-23.2 - + + + +
80 SS-23.3 + + - + +

* Zuta boja oznagava da pored trake o¢ekivane duZine postoje i nespecifi¢ne trake kod testiranih izolata.

Zelena boja oznacava izolate kod kojih je prikazano prisustvo svih pet biosintetskih operona.
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Prilog 3. nastavak

Redni br. Izolat FEND BACC ITUP P17/P18 AKS/TKS
81 SS-23.4 - - - - +
82 SS-24.1 - + - + +
83 SS-31.1 + + - - +
84 SS-31.2 - + - - +
85 SS-31.3 + + - - -
86 SS-35.1 - + + - +
87 SS-35.2 - + + - +
88 SS-35.3 - + + - +
89 SS-35.4 + + + + +
90 SS-35.5 - - - - +
91 SS-35.6 - + - - +
92 SS-35.7 - + - - +
93 SS-35.8 - + - - +
94 SS-36.1 - + - - +
95 SS-36.2 - + - + +
96 SS-36.3 - + + + +
97 SS-36.4 - - - - +
98 SS-36.5 - + + + +
99 SS-36.6 - + + - +
100 SS-37.1 - + + - +
101 SS-37.2 - + - - +
102 SS-37.3 - + - - +
103 SS-37.4 - + + - +
104 SS-37.5 - + - - +
105 SS-37.6 - + - - +
106 SS-37.7 - + - - +
107 SS-38.1 + + - - +
108 SS-38.2 + + + + +
109 SS-38.3 + + + + +
110 SS-38.4 + + + + +
111 SS-39.1 + + + + +
112 SS-39.2 - + - + +
113 SS-39.3 + + + + +
114 SS-40.1 - - - + +
115 SS-40.2 + + + + +
116 SS-40.3 + + - + +
117 SS-40.5 + + - + +
118 SS-40.6 + + + + -
119 SS-50.1 - - - + -
120 VPS-50.2 - + + + +
121 SS-50.4 - - - + -
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Prilog 4. Elektoforeza na 1% agaroznom gelu PCR produkata dobijenih u skriningu odredenih

izolata Bacillus sp. na bamC gen bacilomicin D sintetaze.
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Prilog 5. Elektoforeza na 1% agaroznom gelu PCR produkata dobijenih u skriningu odredenih

izolata Bacillus sp. na fenD gen fengicin sintetaze.
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Prilog 6. Elektoforeza na 1% agaroznom gelu PCR produkata dobijenih u skriningu odredenih

izolata Bacillus sp. na delove gena ituA i ituB sa intergenskim regionom.
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Prilog 7. Elektoforeza na 1% agaroznom gelu PCR produkata dobijenih u skriningu odredenih

izolata Bacillus sp. na sfp gen surfaktin sintetaze.
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Prilog 8. Elektoforeza na 1% agaroznom gelu PCR produkata dobijenih u skriningu odredenih

izolata Bacillus sp. na kurstakinski operon.
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Prilog 9. MALDI-TOF maseni spektar LB medijuma u vidu pozitivne kontrole u opsegu m/z

Intenzitet (%)
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Prilog 10. MALDI-TOF maseni spektar bescelijskog supernatanta, metanolnog i etil-acetatnog

ekstrakta izolata SS-10.7. Lipopeptidna jedinjenja su detektovana u opsegu m/z 800-

1700.
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Prilog 11. MALDI-TOF maseni spektar bescelijskog supernatanta, metanolnog i etil-acetatnog
ekstrakta izolata SS-27.2. Lipopeptidna jedinjenja su detektovana u opsegu m/z 800-
1700.
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Prilog 12. MALDI-TOF maseni spektar bescelijskog supernatanta, metanolnog i etil-acetatnog
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Prilog 13. MALDI-TOF maseni spektar bescelijskog supernatanta, metanolnog i etil-acetatnog

Intenzitet (%)

Intenzitet (%)

Intenzitet (%)

ekstrakta izolata SS-10.7

u opsegu m/z 800-1700 zajedno sa uvecanim centroidnim

delovima spektra analiziranih klastera pretpostavljenih lipopeptidnih jedinjenja.
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Prilog 14. MALDI-TOF maseni spektar bescelijskog supernatanta, metanolnog i etil-acetatnog

Intenzitet (%)
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Prilozi

Prilog 15. MALDI-TOF maseni spektar bescelijskog supernatanta, metanolnog i etil-acetatnog
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delovima spektra analiziranih klastera pretpostavljenih lipopeptidnih jedinjenja.
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Prilozi

Prilog 16. MALDI-TOF maseni spektar bescelijskog supernatanta, metanolnog i etil-acetatnog
ekstrakta izolata SS-12.6 u opsegu m/z 800-1700 zajedno sa uvecanim centroidnim

delovima spektra analiziranih klastera pretpostavljenih lipopeptidnih jedinjenja.
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Prilozi

Pri
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Beseeyesd
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88588

ilog 17. MALDI-TOF maseni spektar bescelijskog supernatanta, metanolnog i etil-acetatnog
ekstrakta izolata SS-13.1 u opsegu m/z 800-1700 zajedno sa uvefanim centroidnim

delovima spektra analiziranih klastera pretpostavljenih lipopeptidnih jedinjenja.
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Karakterizacija antimikrobnih supstanci prirodnih izolata Bacillus sp. za primenu u
bioloskoj kontroli fitopatogenih bakterija i gljiva
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H3jasa o ayropcTBYy

I[Mornmucann  Uswuna 3. Aumkuh

opoj ynuca  b3037/2010

HUzjaBbyjem
7l je TOKTOPCKa JHcepTalyja Mol HacJI0BOM

Kapakrepuzanumja aHTUMUKPOOHUX CYIICTAHIM OPUPOAHUX wu3oxara Bacillus sp. 3a

IPUMEHY Y OMOJIOMKO] KOHTPOJIU UTONATOreHUX 0AaKTEPHja U IJbUBA

® DPE3yJaTaTr COIICTBCHOT MCTPAXUBAYKOI pana,

® Jla mpeJIoKEeHa TUCepTallvja y MeJWHN HU Yy JCJIOBUMA HHUje OWiIa MpeioxKeHa
3a goOujame OWJIO KOje TUIUIOME TpeMa CTYIUjCKUM IporpamMuMa JApYTHX
BUCOKOIIKOJICKHX YCTaHOBA,

® J1a Cy pe3yJITaTH KOPEKTHO HAaBEJIEHU U

® Ja HUCAM KPIIMO ayTOPCKa MpaBa U KOPUCTUO WHTENEKTYaJIHy CBOJUHY APYTHX
auna.

HHornuc xoxkTopanaa

V Beorpany, 11.02.2015. -




I/I3jaBa 0 UICTOBCTHOCTH INTAMIIAHE H CJICKTPOHCKE Bep3nje

TOKTOPCKOT paja

Nwme u pe3ume ayTopa Wewnna 3. Jlumkuh

Bpoj yruca B3037/2010

Crynujcku nporpam buonoruja/Mukpo6uosoruja

Hacnos pana Kapakrepuzanuja aHTUMHUKPOOHUX  CYIICTAHLU  TPUPOTHUX

n3onara Bacillus sp. 3a mnpuMeHy VvV OHWOJIONIKO] KOHTPOJIH

duronarorednx 0akrepuja U rJbUBa

MenTop ITpod. np Cnauma CtankoBuh

[Mornucanu Hsuna 3. lumkuh

M3jaBJbyjeM Ja je IITaMIlaHa Bep3Hja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA €JIEKTPOHCKO]
BEP3HUjU KOjy caM Mpeao 3a 00jaB/bUBakE HA MOPTaNy JMrUTAIHOT peno3uTopujyma

Yuusep3urtera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM Aa ce o0jaBe MOjU JTUYHU MOJAIM BE3aHU 3a JOOHjamke aKaJeMCKOT 3Bamba
JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME M MPe3nMe, TOMHA U MECTO pol)ema U 1aTyM oa0paHe

pana.

OBH JIUYHH nmogamnu MoOry ce 06jaBI/ITI/I Ha MpPCKHUM CTpaHHllaMa JUINTAJIHC
OMOIMOTEKE, y EJICKTPOHCKOM Katajory W y nyOnukamwjamMma YHUBEpP3UTETa Y

beorpany.

HHornuc 1oKkTOpanga

V¥ Beorpany, 11.02.2015. C
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M3jasa o kopurhemwy

Ognauthyjem YHuBep3utercky Oubianoreky ,,CBero3zap MapkoBuh® na y JurutamHu
peno3uTopujyM YHuBep3uTera y beorpany yHece Mojy IOKTOPCKY AMCEPTAIUjy MO

HaCJIOBOM:

Kapakrepusanuja aHTHMHKPOOHUX CYNCTAHIIM NPUPOIHUX u3ogaata Bacillus sp. 3a

IPUMEHY V OHO0JIOIIKO] KOHTPOJIH (PUTONATOreHUX 0aKTepHja U r'bUBa

KOja je MOje ayTOPCKO JeIIo.

Jucepranujy ca CBUM IPUIIO3UMa MPEJA0 caM y eIEKTPOHCKOM (opMaTy MOTroJTHOM 3a

TPajHO apXUBUPAILE.

Mojy TOKTOPCKY AMCEPTAIHjy NOXpamkeHy y JAuruTamau perno3uTopujyMm Y HUBEp3UTeTa
y beorpamy Mory ma KopucTe CBU KOjH TIOIITY]y OApeade caap’kaHe y 0JJaOpaHOM THITY

munenne Kpeatusne 3ajeqnuie (Creative Commons) 3a KOjy caM ce OAJTy4Ho.
1. AytopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPITH]aTHO

3. AVTOPCTBO — HEKOMEPIMjaJIHO — 0e3 mpepaje

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIHjaJTHO — JACITUTH O] HICTUM YCIOBUMA
5. AyTtopctBO — 0€3 mpepaje
6. AyTOpCTBO — NIETUTH TIOJ UCTUM YCJIOBHUMA

(Monumo n1a 3a0KpY’>KUTE CaMmoO jeHY Of LIECT MOHYyEeHUX JIMIEHIH, KpaTakK OIHC

JUIEHLIN JaT je Ha nojehunu nucra).

IMoTnuc 1oKTOpaHAa

V¥ beorpany, 11.02.2015.
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1. AytopcTBo - [lo3BoJbaBaTe YMHOXaBawbe, TUCTPUOYIIM]Y U JABHO CAOMIITaBAKE Jea,
U Tpepajie, ako Ce HaBeJe MME ayTopa Ha HadyuH oipeheH o]l cTpaHe ayTopa WU
JaBaolla JUIEHIE, Yak M Yy KoMeprujaiHe cBpxe. OBO je Hajciao0oaHHUja OJI CBHUX

JIUICHIIN.

2. AytopcTBO — HeKomepIjanHo. J[03BoJbaBaTe YMHOXKABambe, JUCTPUOYLH]y U JaBHO
CAoNIITAaBamkE J€Na, W Mpepaje, ako Ce HaBeAe MME ayTopa Ha HauuH ojpeheH of
CTpaHe ayTopa WM JAaBaoma JjuieHne. OBa JIHIEHIAa HE JO3BOJbABA KOMEPIH]jaTHY

ynotpeOy nena.

3. AytopctBOo - HekoMepuujanHo — 0Oe3 mnpepane. Jlo3BosbaBaTe YMHOXKaBambe,
TUCTPUOYLIMjy W jaBHO CaoNINTaBame Jena, 0e3 NpoMeHa, MPEOOTHKOBama WU
ynorpebe aena y CBOM JIelly, aKo Ce HaBeJe MMe ayTopa Ha Ha4yuH oApeheH o1l cTpaHe
ayTopa WM JaBaolia JuieHne. OBa JIMIEHIIA HE JT03BOJbaBa KOMEPIHjaIHy yIoTpeOy
nena. Y OJIHOCY Ha CBE OCTajie JHUIICHIIE, OBOM JIMIICHIIOM C€ OTpaHWYaBa HajBehu oOuM

npaBa Kopuilihema aena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPIHjaJHO — JAEIUTH TOA HMCTUM YycioBuMa. Jlo3BosbaBare
YMHOXXaBame, TUCTPUOYILIMjy M JaBHO CAOIITaBame JeNia, U Mpepaje, ako ce HaBele
UMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH on cTpaHe ayTopa WIM JaBaolia JIMIECHLE M aKo ce
npepaga AUCTpUOyHWpa TIOJ HWCTOM WM CIMYHOM JmneHnoM. OBa JumeHma He

JI03BOJbaBa KOMEPLMjaIHy YIoTpeOy Jena u rnpepaja.

5. AyropctBo — 06e3 mpepane. Jlo3BosbaBaTe yMHOXaBame, AUCTPHOYLHUjY U jaBHO
CaoIIITaBamke Jena, 0e3 MpoMeHa, MPeoOIMKOBamka WIKM YHOTpede Jena y CBOM Jely,
aKo ce HaBeJIe MMe ayTopa Ha HauMH ojpeleH of cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JHUICHIIE.

OBa nuIIeHIIa 103B0JbaBa KOMEPIIHjATHY yHoTpeOy nena.

6. AyTOpCTBO - JAETUTH TIOJ HWCTHM YycloBuMa. J[03BOJhaBaTe YMHOKaBambe,
TUCTpUOYIIHMjy W JaBHO CAOMIITAaBAaKE JeNia, M Mpepaje, ako ce HaBele UME ayTopa Ha
HauuH onpeheH oa cTpaHe ayTopa WIM JaBaolla JIMIEHIIE M aKo ce Tpepana
TUCTpUOyHpa TOJ HCTOM WM CIMYHOM JmieHioM. OBa JHIIEHIIa 103BOJhaBa
KOMEpIHjamHy ynoTpeOy naena u mnpepaga. CnudHa je coTBEpCKHM JIMIICHIIAMA,
OJTHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJIa.



