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Biostimulatori biljnog rasta poreklom iz morske sredine za primenu u agroindustriji

Sazetak

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije je izolacija mikroorganizama iz morskog
sedimenta, kao i sinteza hidrogel prevlaka, odnosno filmova na bazi polisaharida poreklom iz morskih
algi 1 ispitivanje njihovog biostimulatornog dejstva na rast biljaka, sa ciljem utvrdivanja moguénosti
njihove primene u agroindustriji.

Iz uzorka morskog sedimenta Crvenog mora, izolovano je ukupno 32 bakterijske kulture.
Utvrdivanjem prisustva osnovnih direktnih i indirektnih mehanizama stimulacije biljnog rasta,
izvrSen je odabir najpotentnijeg soja za potencijalnu primenu u agroindustriji. Za dalji rad odabran je
izolat PPM3, kod koga je utvrdeno prisustvo svih ispitivanih mehanizama: sposobnost fiksiranja
atmosferskog azota i rastvaranja fosfata, antagonisticko dejstvo prema cetiri biljne patogene plesni
(Aspergillus flavus, Fusarium graminearum, Alternaria sp. i Mucor sp.), kao i sposobnost
proizvodnje hidrolitickih enzima (proteaza, celulaza, hitinaza i amilaza). Standardnim morfoloskim,
biohemijskim i molekularnim metodama, novi morski izolat PPM3 je identifikovan kao pripadnik
roda Bacillus, a odlikovali su ga sposobnost rasta na raznovrsnim supstratima u Sirokom opsegu
temperature (4-55 °C) i pH uslova sredine (5-10), kao i sposobnost tolerancije visokih koncentracija
soli (do 10 %).

Detaljniji uvid u mehanizme delovanja, kao i moguénost primene potencijalnih formulacija
na bazi odabranog izolata Bacillus sp. PPM3 u agroindustriji, dobijen je ispitivanjem antagonistickog
dejstva njegovog ekstracelijskog filtrata (EF) utvrdivanjem sposobnosti sprecavanja rasta patogenih
plesni: A. flavus, F. graminearum, Alternaria sp. i Mucor sp. Antagonisti¢ko svojstvo EF Bacillus sp.
PPM3 posledica je proizvodnje termostabilnih antifungalnih jedinjenja, koja direktno sprec¢avaju rast
I germinaciju spora svih ispitivanih plesni. Molekularnom analizom, kod morskog soja Bacillus sp.
PPM3 utvrdeno je prisustvo gena odgovornih za sintezu antifungalnih jedinjenja, lipopeptida: iturina,
bacilomicina D, mikosubtilina i surfaktina, a njihova uloga u antagonizmu, potvrdena je u in vitro
testu, ispitivanjem antifungalnog dejstva lipopeptidnog ekstrakta.

Radi utvrdivanja mogucnosti i na¢ina primene Bacillus sp. PPM3 na polju, najpre je ispitana
njegova potencijalna fitotoksi¢nost u testu klijavosti semena, a zatim i uticaj na parametre rasta biljke
in vivo. Na osnovu indeksa klijavosti semena, utvrdeno je da celije i EF Bacillus sp. PPM3 ne
ispoljavaju fitotoksi¢ni efekat i bezbedne su za upotrebu, a mogu se okarakterisati kao fitonutrijenti.
U in vivo testu sa biljkom kukuruza utvrdeno je pozitivno dejstvo soja Bacillus sp. PPM3 na rast
biljke, kako u uslovima infekcije, uzrokovane patogenom F.graminearum, tako i u odsustvu
patogena. Svi primenjeni tretmani doveli su do povecanja visine biljke, ukupne duZzine korena i
biomase, kao i znac¢ajnog smanjenja pojave obolelih biljaka. Na osnovu ispoljavanja velikog broja
korisnih dejstava na rast biljke, putem raznovrsnih mehanizama, utvrdeno je da postoji veliki
potencijal za prakticnu i jednostavnu primenu novog morskog soja Bacillus sp. PPM3 kao
biostimulatora biljnog rasta u odrZivoj poljoprivredi.

Funkcionalizovani filmovi na bazi polisaharida iz morskih algi (agara, alginata i njihovih
mesSavina) uspeSno su sintetisani jednostavnom metodom izlivanja polimernog rastvora uz
otparavanje rastvaraca. Direktnim umesavanjem EF soja Bacillus sp. PPM3 u formulacije filmova,
izvrSena je njihova funkcionalizacija za primenu u agroindustriji kao filmova za malciranje i
stimulaciju rasta biljaka. Dodatna funkcionalizacija filmova, sa ciljem poboljsanja njihovih optickih,
mehanickih 1 barijernih svojstava, izvrSena je umrezavanjem polimera posredstvom soli bakra.
Svojstva agarnih filmova modifikovana su metodom in situ mineralizacije, odnosno istovremenom
sintezom bakarnih mineralnih faza i polimerne mreze, dok su svojstva alginatnih i kopolimernih
agarno-alginatnih filmova modifikovana eksternim umrezavanjem ve¢ formiranih filmova jonima
bakra. FT-IR analiza je pokazala da upotrebljenim metodama sinteze i funkcionalizacije filmova ne
dolazi do narusavanja hemijske strukture polimera, iako dolazi do odredenih interakcija izmedu
dodatih bioaktivnih komponenti (EF Bacillus sp. PPM3 i umrezivaca) i polimera. SEM analizom
pokazano je da nacin umrezavanja polimera i prisustvo bioaktivnih komponenti uticu na



mikrostukturu filmova. Agarni filmovi umrezeni bakar-karbonatnom fazom odlikovali su se
homogenijom strukturom od filmova umrezenih bakar-fosfatom. Eksternim umrezavanjem alginatnih
filmova posredstvom soli bakar-sulfata, dobijeni su filmovi ujednacene disperzije i raspodele Cestica,
dok je kod agarno-alginatnih filmova uoCena pojava aglomerata. Pokazano je da prisustvo
bakterijskog EF u odredenoj meri uti¢e na disperziju i raspodelu ¢estica kod svih filmova, odnosno
uniformnost njihove strukture. Ispitana su opti¢ka, mehanicka i barijerna svojstva prema vodenoj
pari, svih funkcionalizovanih filmova. Utvrdeno je da EF Bacillus sp. PPM3 i umrezivac,
pojedinacno, znacajno poboljsavaju opticka, mehanicka i barijerna svojstva filmova, dok njihova
kombinacija ima manji uticaj na pobolj$anje ovih osobina. Sa stanovi$ta primene sintetisanih filmova
u agroindustriji, najbolja opticka svojstva (minimalno propustanje UV zraka, a zna¢ajno propustanje
zraka vidljivog dela spektra), utvrdena su kod agarnih filmova sa Cu-karbonatnom mineralnom
fazom, i alginatnih filmova umrezenih bakarnim jonima. Sa stanovista funkcionalnosti i trajnosti na
polju, najbolje mehanicke (zateznu ¢vrstocu u opsegu od 35,7-132,1 MPa, izduzenje pri kidanju u
opsegu od 13-29 %) i barijerne osobine (propustljivost vodene pare u opsegu od 1,41 x 10729 -2,50 x
10719 g/smPa) imali su filmovi na bazi alginata.

Ispitana su bioloska svojstva funkcionalizovanih filmova i prevlaka na bazi alginata, odnosno
njihova sposobnost sprecavanja rasta biljnih plesni, kao i uticaj na rast biljaka. Utvrdeno je da
alginatni filmovi koji sadrze ekstracelijski filtrat izolata Bacillus sp. PPM3, kao i filmovi umreZeni
bakarnim jonima predstavljaju dobru barijeru patogenim plesnima iz roda Fusarium, sprecavajuci u
potpunosti njihov rast. Ispitana je i moguénost primene funkcionalizovanih alginatnih filmova u vidu
prevlaka, formiranih rasprsivanjem direktno na povrsini zemlji$ta. Utvrdeno je da se upotrebljenom
metodom mogu formirati prevlake koje su postojane i funkcionalne tokom 21 dana, a takode
pozitivno utiCu na rast biljke. Udruzeno pozitivno dejstvo sastavnih komponenti maléirajucih
previaka (alginata, EF Bacillus sp. PPM3 i Cu®" jona) utvrdeno je u ogledu sa biljkama koje su rasle
u prisustvu malca, kod kojih je zabelezen najveci porast visine biljke, Sirine listova i ukupne suve
mase. Dobijeni rezultati ukazuju da se funkcionalizovani alginatni filmovi sa metabolitima novog
morskog soja Bacillus sp. PPM3, umrezeni bakarnim jonima, mogu koristiti u vidu maléiraju¢ih
filmova za pospesSivanje rasta biljaka 1 zastitu od infekcija uzrokovanih patogenim plesnima.

Kljuéne rec¢i: morski sediment, Bacillus sp. PPM3, morske alge, stimulacija biljnog rasta,
bioloska kontrola, biljne plesni, polisaharidni filmovi, bakar, mal¢iranje zemljista
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Plant growth biostimulators originated from marine environment intended for agricultural
application

Abstract

The scope of this doctoral dissertation was the isolation of microorganisms from marine
sediment, as well as the synthesis of hydrogel coatings and films based on marine algae
polysaccharides, and determination of their potential application in agriculture as plant growth
stimulators.

Thirty-two new bacterial cultures were isolated from the coastal sediment of the Red sea. The
selection of strains for potential application in agriculture was done based on the presence of direct
and indirect plant growth promoting (PGP) mechanisms. Strain designated as PPM3 exhibited all
tested PGP mechanisms: nitrogen fixation, phosphate solubilization, antagonism towards four plant
pathogenic fungi (Aspergillus flavus, Fusarium graminearum, Alternaria sp. i Mucor sp.), as well as
the ability to produce hydrolythic enzymes (proteases, cellulases, chitinases and amylases), therefore
it was selected for further tests. By employing standard phenotypic, biochemical and molecular
approaches, the new marine strain PPM3 was identified as the member of the genus Bacillus. Bacillus
sp. PPM3 was able to grow on various substrates, in a wide range of temperatures (4-55 °C) and pH
(5-10) and tolerate high concentrations of salt (up to 10%).

More detailed insight into Bacillus sp. PPM3 modes of action, as well as the possibility of
utilizing formulations based on this strain in agriculture, was obtained by testing antagonistic activity
of its” extracellular filtrate (EF) in an in vitro test with pathogenic fungi: A. flavus, F. graminearum,
Alternaria sp. i Mucor sp. The antifungal effect of the EF from Bacillus sp. PPM3 was due to
production of highly stable secondary metabolites, that directly suppressed the growth and spore
germination of all tested fungi. Molecular analysis confirmed the presence of genes involved in the
synthesis of antifungal compounds, lipopeptides: iturin, bacillomycin D, mycosubtilin and surfactin.
The role of these compounds in the antagonism of Bacillus sp. PPM3 was confirmed in vitro, by
determining the antifungal activity of the lipopeptide extract.

In order to test the possibility of applying Bacillus sp. PPM3 in the field, the phytotoxic effect
of its” cells and EF on seed germination was evaluated, as well as their effect on plant growth in vivo.
Based on the obtained values of germination index, it was determined that cells and EF of Bacillus
sp. PPM3 do not display a phytotoxic effect on seed germination, and therefore are safe for application
in the field, as phytonutrients. In a green house experiment, Bacillus sp. PPM3 displayed a positive
effect on plant growth in the presence, as well as in the absence of the pathogenic fungi F.
graminearum. All employed treatments led to a significant increase of the root length, stem height
and total biomass of the plant. Due to the multiple beneficial effects of novel marine strain Bacillus
sp. PPM3 on plant growth, exerted through various PGP mechanisms, there is an ample scope for
practical application of this strain as a plant growth stimulator in sustainable agriculture.

Functionalized films based on polysaccharides from marine algae (agar, alginate and their
blend) were successfully produced by a solvent casting method. The functionalization of the films for
potential application in agriculture as mulching films and plant growth stimulators, was obtained by
directly mixing the EF of Bacillus sp. PPM3 into the polymer solution. In order to obtain films with
improved optical, mechanical and water vapor barrier properties, additional functionalization was
employed by copper sulfate mediated cross-linking of the polymer chains. Properties of agar films
were modified by in situ mineralization by simultaneous formation of copper minerals and polymer
network, while properties of alginate and agar-alginate films were modified by external crosslinking
with Cu?*ions. FT-IR analysis showed that the employed methods of functionalization did not alter
the chemical structure of the polymers, although interactions between additives (EF of Bacillus sp.
PPM3 and cross-linker) and the polymer were detected. SEM analysis showed that the cross-linking
method and the presence of the additives in the polymeric network affect the microstructure of all
obtained films. Agar films mineralized with copper-carbonate phase had more homogenous structure
than the copper-phosphate mineralized films. Externally cross-linked alginate films displayed
uniform dispersion and distribution of particles, while a tendency of particle agglomeration was



noticed in agar-alginate films. The presence of the EF in crosslinked films affected the uniformity of
the structure of all films. Optical, mechanical and water vapor barrier properties of obtained films
were investigated. A significant improvement of all tested properties was obtained with films that
contained either EF or the cross-linkers separately, while when combined, their effect on improving
tested properties was not so pronounced. The best optical properties (minimal transmission of UV
light and significant transmission of visible light) were obtained with agar films mineralized with
copper-carbonate phase and cross-linked alginate films. In terms of their functionality and durability
in the field, the best mechanical (tensile strength in range from 35.7-132.1 MPa, elongation at brake
in the range from 13-29 %) and barrier properties (water vapor permeability in range from 1.41 x 10
102,50 x 101° g/smPa) were obtained with alginate based films.

Biological properties of functionalized alginate films and coatings (the ability to suppress
fungal growth and stimulate plant growth) were investigated. It was determined that alginate films
with EF from Bacillus sp. PPM3 as well as films cross-linked with copper ions suppress the growth
of certain fungi from Fusarium genus, and therefore present an excellent barrier to plant pathogen
growth and penetration. The possibility of applying functionalized alginate films as mulching
coatings by spray technics and their effect on plant growth was also investigated. Alginate mulching
coatings were succesfully formed, maintained their funcionality for 21 days and in addition displayed
possitive effect on plant growth. A synergistic effect of coating constituents (alginate, the EF from
Bacillus sp. PPM3 and Cu?* ions) on the growth of plants grown with the mulch was detected, where
plants exhibited the highest improvement of stem heigth, leaf width, and biomass. The results imply
that copper cross-linked alginate films that contain extracellular filtrate of novel marine strain
Bacillus sp. PPM3 can be used as mulching films for the stimulation of plant growth and protection
of plants from infections caused by pathogenic fungi.

Key words: marine sediment, Bacillus sp. PPM3, marine algae, stimulation of plant growth,
biological control, phytopathogenic fungi, polysaccharide films, copper, soil mulching

Scientific area: Technological engineering
Scientific discipline: Biochemical engineering and biotechnology
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1 UvOD

Prema poslednjim statistickim podacima, svetska populacija broji preko 7 milijardi ljudi, i taj
broj je u stalnom porastu. Uzimaju¢i u obzir konstantan porast broja stanovnisStva sa jedne strane, i
sve veéu degradiranost zivotne sredine usled industrijalizacije sa druge, jasno je da mogucnost
proizvodnje hrane za rastuce svetsko stanovnisto predstavlja veliki izazov. Savremena poljoprivreda
se u velikoj meri oslanja na upotrebu hemikalija (fertilizatora, herbicida i pesticida) kako bi
obezbedila adekvatne prinose i odgovorila na stalno rastuc¢e zahteve za proizvodnjom hrane. Upotreba
hemijskih sredstava radi povecanja prinosa i zastite biljnih kultura, iako uglavnom delotvorna,
dugoro¢no ima negativan uticaj, kako na ljude tako i na celokupnu Zivotnu sredinu [1]. Sve veca
iIsposcéenost obradivih povrsina, kao i pojava rezistentnih patogena biljnih kultura, namece potrebu za
pronalazenjem novih, ekoloski 1 ekonomski prihvatljivih pristupa, koji ¢e omoguciti smanjenje
upotrebe potencijalno Stetnih materija i obezbediti odrzivost u agroindustriji. Posebnu paznju u oblasti
agroindustrije, ima razvoj biostimulatora rasta biljaka, odnosno pronalazenje i razvoj jeftinih
hemijskih i bioloskih agenasa koji se mogu dobiti iz prirodnih izvora. Poslednjih godina belezi se
stalni porast vrednosti svetskog trziSta biostimulatora, koje prema statistickim podacima iz 2020.
godine, vredi vise od Cetiri milijarde dolara. Procenjuje se da ¢e se do 2025. godine vrednost ovog
trziSta udvostruditi [2].

Medu bioloskim agensima sa biostimulatornim dejstvom na biljke, mikroorganizmi iz roda
Bacillus, prepoznati su kao veoma delotvorni [3,4]. Zbog velike rasprostranjenosti i ogromnog
genetickog diverziteta, velikog broja literaturnih podataka, GRAS (engl.-Generaly Regarded As Safe)
statusa i sposobnosti prezivljavanja u jako nepovoljnim uslovima spoljasnje sredine, formiranjem
otpornih endospora, vrste roda Bacillus smatraju se izrazito pogodnim kandidatima za pripremu
razli¢itih preparata [3,5,6]. Celijske suspenzije, kao i produkti metabolizma ovih mikroorganizama
sastavni su delovi komercijalnih proizvoda koji se upotrebljavaju kao fertilizatori ili biopesticidi [1].
Ovi mikroorganizmi mogu stimulisati rast biljaka na razli¢ite nacine, a krajnji rezultat njihovog
delovanja je: poboljsana ishrana biljke, povecan rast nadzemnih i podzemnih delova biljke, poveéanje
klijavosti, regulacija hormonalnog statusa biljke, ranije plodonosenje, povecanje prinosa, i mnogi
drugi [7]. Ve¢ina mikroorganizama koji se upotrebljavaju u ove svrhe uglavnom poticu iz zemljista.
Medutim, morska sredina, iako nije previSe istrazivana, moze biti bogat izvor razli¢itth grupa
mikroorganizama sa jedinstvenim morfo-fizioloskim svojstvima [8]. Ovi mikroorganizmi i produkti
njihovog metabolizma takode mogu ispoljiti biostimulatorno dejstvo na biljke i stoga, mogu posluziti
kao prirodni, netoksi¢ni, ekoloski i ekonomi¢ni agensi za upotrebu u agroindustriji.

Biostimulatori se ¢esto primenjuju u obliku rastvora za prskanje ili spreja, Sto zahteva puno
rada i upotrebu velike koli¢ine vode. ReSenje za ovaj problem moze biti upotreba hidrogelnih
prevlaka, odnosno filmova, koji mogu imati biostimulatorno dejstvo. Takve previlake su rezultat
formiranja kompleksa polielektrolita, interakcijom anjonskih funkcionalnih grupa polielektrolita sa
metalnim Kkatjonima, ili reakcije na interfazi vodenih rastvora polielektrolita sa funkcionalnim
grupama suprotnog naelektrisanja [9]. Polisaharidi dobijeni iz morskih algi su pokazali veliki
potencijal za primenu u agroindustriji zbog raznovrsnih uticaja koji imaju na biljke [10]. Naime,
hidrogelne prevlake, odnosno filmovi na bazi polisaharida dobijenih iz morskih algi, mogu pospesiti
rast i cvetanje biljaka, razvoj korena, kao i povecati toleranciju biljke na stres iz spoljasnje sredine
[9,11]. Uopsteno, zbog mnogobrojnih korisnih svojstava polisaharidi iz morskih algi privlace sve vise
paznje kao atraktivan i nov izvor za pripremu preparata za poboljsanje produktivnosti useva. Prednost
upotrebe polisaharida kao biostimulatora je to Sto su biorazgradivi, biokompatibilni, netoksi¢ni,
bioloski reaktivni i jeftini, $to ih ¢ini pogodnim za primenu i u odrzivoj poljoprivredi. U okviru grupe
polisaharida poreklom iz morskih algi, od posebnog interesa su alginat i agar.

Alginat je prirodni polisaharidni kopolimer sastavljen od dva tipa monomera: (B-D-
manuronske kiseline i a-L-guluronske kiseline. Alginat se ekstrahuje iz mrkih morskih algi (familija
Phaeophyceae) ili ga vancelijski proizvode neke bakterije [12,13]. Agar je polisaharid koji se
ekstrahuje iz crvenih morskih algi (familija Gelidiaceae) i morske trave i sastavljen je od dve
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subjedinice: agaroze (linearnog molekula sastavljenog od ponavljajucih jedinica 3,6-anhidro-a-L-
galaktoze i B-D galaktoze), odli¢nih geliraju¢ih svojstava i agaropektina, koji nema sposobnost
geliranja i nakon ekstrakcije uglavnom biva uklonjen. Alginat i agar imaju svojstvo geliranja, u
prisustvu odredenih stimulanasa. Alginat obrazuje gelove, odnosno filmove u prisustvu dvovalentnih
katjona i u uslovima snizenog pH. Agar je u te¢nom stanju u uslovima poviSene temperature, dok na
temperaturama ispod 40 °C formira gelove [14,15].

Utvrdeno je da se polisaharidni filmovi ili prevlake, dobro zadrzavaju, odnosno vezuju na
povrsinama kao §to su tlo i listovi biljaka. Dobra adhezivna svojstva ovih filmova, kao i moguénost
njihove primene standardnim tehnikama koje se inace koriste u poljoprivrednoj praksi, omogucava
njihovu $iroku primenu. Dodatkom odredenih bioloski aktivnih komponenti, filmovi i previlake na
bazi polisaharida, mogu funkcionisati ne samo kao biostimulatori, ve¢ i kao bio-herbicidi, insekticidi
I fungicidi, koji se nanose na tlo, semena, plod ili listove biljaka. Neki od konvencionalnih fungicida
koji se koriste u poljoprivredi, radi spre¢avanja razvoja plesni i pobolj$anja prinosa biljaka, ukljucuju
bakarna jedinjenja, uglavnom primenjivana u vidu folijarnog spreja [16]. Bakar, kao element koji je
biljkama neophodan u malim koli¢inama, utice na brojne fizioloSke procese u biljci, pre svega
fotosintezu, stimuliSuci proizvodnju hlorofila, a kao kofaktor mnogih enzima uti¢e na pravilno
funkcionisanje celokupnog metabolizma biljaka. Nedostatak mikronutrijenata u zemljistu, predstavlja
jo§ jedan problem savremene intenzivne poljoprivrede pa se osiromaSena zemljiS§ta moraju
prihranjivati primenom razlicitih ferilizatora koji sadrze mikroelemente. Polisaharidne previake i
filmovi nasli su primenu i kao nosaci, odnosno sistemi za kontrolisano otpustanje fertilizatora na
poljoprivrednim povr$inama [17].

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije je izolacija mikroorganizama iz morskog
sedimenta kao i sinteza hidrogel prevlaka, odnosno filmova na bazi polisaharida poreklom iz morskih
algi i ispitivanje njihovog biostimulatornog dejstva na rast biljaka. Prvi deo istrazivanja obuhvata
izolaciju i karakterizaciju mikroorganizama izolovanih iz morskog sedimenta Crvenog mora, kao i
odabir sojeva sa najvecim biostimulatornim potencijalom, utvrdivanjem prisustva osnovnih
mehanizama stimulacije biljnog rasta. U drugom delu rada izvrSena je karakterizacija, kao i
identifikacija odabranog soja Bacillus sp. PPM3 upotrebom morfoloskih, biohemijskih i
molekularnih metoda. U cilju sagledavanja moguénosti pripreme formulacija na bazi novog
bakterijskog soja Bacillus sp. PPM3, kao i njegove potencijalne primene, u radu je utvrden
biokontrolni potencijal ¢elijske suspenzije i ekstracelijskog filtrata ovog soja, u in vitro ogledu sa
biljnim patogenim plesnima, ispitana je fitotoksi¢nost u testu klijavosti kukuruza kokicara (Zea mays
var, everta, L.) i mungo pasulja (Vigna radiata (L.) Wilczek), i utvrden biostimulatorni uticaj u in
vivo ogledu sa biljkom kukuruza.

U trecem delu rada sintetisani su filmovi na bazi polisaharida poreklom iz morskih algi (agara,
alginata, i njihovih mesavina). U cilju dobijanja filmova sa potencijalnom primenom u stimulaciji i
zaStiti biljaka, 1 poboljSanih opti¢kih, mehanic¢kih 1 barijernih svojstava, izvrSena je njihova
funkcionalizacija dodatkom ekstracelijskog filtrata novog soja Bacillus sp. PPM3, kao i razli¢itim
tehnikama umrezavanja polimera posredstvom soli bakra. U ovoj fazi utvrdena su strukturna,
morfoloska, opticka, mehanicka i barijerna svojstva svih dobijenih filmova i izvsen je odabir najboljih
formulacija, sa stanovista njihove potencijalne primene na poljoprivrednim povr§inama.

U poslednjoj fazi rada utvrdena su bioloSka svojstva odabranih formulacija na bazi
polisaharida alginata. Utvrdeno je antifungalno svojstvo alginatnih filmova, u in vitro testu sa biljnim
patogenim plesnima, kao i uticaj prevlaka na bazi ovog polisaharida, na rast biljke mungo pasulja, u
in vivo ogledu.



2 PREGLED LITERATURE
2.1 Morska sredina kao izvor bioaktivnih agenasa

Morska sredina bogata je organskim komponentama koje pogoduju evoluciji i razvoju zZivog
sveta uopste. Imajuci u vidu da je 80 % zivota na Zemlji nastanjeno u okeanima, morska stanista
predstavljaju ogroman neistrazeni izvor novih organizama, sa raznovrsnim funkcionalnim svojstvima
[18]. Morski organizmi kao sto su bakterije, mikroalge i makroalge, ¢ine skoro polovinu svetskog
biodiverziteta i stoga su ogroman izvor bioaktivnih jedinjenja: polisaharida, enzima i bioaktivnih
peptida, vitamina, antioksidanasa i mnogih drugih [8,19,20]. Sezdesetih godina dvadesetog veka,
zapocelo je intenzivnije istrazivanje morskih ekosistema u potrazi za novim izvorima potencijalno
korisnih bioaktivnih agenasa. Uopsteno, intenzivirana su istrazivanja koja se ti¢u biohemijskih
svojstava, kao i hemijske strukture bioaktivnih jedinjenja izolovanih iz morskih organizama, sa ciljem
sagledavanja njihovog biotehnoloskog potencijala i njihove upotrebe prvenstveno u oblasti medicine,
S$to je u poslednjih deset godina dovelo do izolacije velikog broja novih jedinjenja sa razli¢itim
svojstvima, ukljucujuci: antimikrobno, antifungalno, antikancerogeno, antiinflamatorno i mnoga
druga [8,18,21,22].

Morska stanista sadrze taksonomski razlic¢ite grupe organizama jedinstvenih morfo-
fizioloskih karakteristika koje se najc¢esce razlikuju od onih prisutninh kod njihovih zemljisnih
predstavnika. Specificnosti uslova koji vladaju u morskim sredinama, naroc¢ito u obalskim
podru¢jima, kao §to su brze i ¢este promene temperature i osvetljenja, ekstremne vrednosti saliniteta,
pritiska i pH, plima i oseka, kao i izlozenost utraljubic¢astom zracenju, evolutivno su doveli do razvoja
odredenih adaptacionih mehanizama koje ovim organizmima omoguc¢avaju prezivljavanje. Surovost
uslova u kojima zive daje ovim organizmima kompetitivnu prednost u odnosu na iste predstavnike iz
zemljisnih ekosisitema. Jedan od mehanizama koji im obezbeduje zastitu od predatora i opstanak je
proizvodnja jedinstvenih bioaktivnih sekundarnih metabolita i upravo na tome se zasniva veliki
potencijal njihove primene u razli¢itim granama industrije [18].

Izolacija novih sojeva mikroroganizama iz morskih staniSta i ispitivanje njihovog
biotehnoloskog potencijala, moze biti od velikog interesa i znacaja u oblasti agroindustrije, gde ovi
mikroorganizmi i produkti njihovog metabolizma mogu ispoljiti niz korisnih svojstava na rast i razvoj
biljaka.

2.2 Bakterije stimulatori biljnog rasta i mehanizmi njihovog delovanja

Bakterije koje stimulisu rast biljaka, odnosno PGP (engl.-Plant Growth Promoting) bakterije,
predstavljaju jako raznoliku grupu mikroorganizama koje imaju koristan efekat na rast, razvoj i
zdravlje biljaka, i ne ispoljavaju nikakve negativne efekte na zivotnu sredinu [4]. PGP bakterije
ukljucuju one koje stupaju u specificne simbiotske odnose sa biljkama, kao S§to je to sluCaj sa
predstavnicima roda Rhizobium; zatim endofitne forme, koje Zive unutar tkiva biljaka, kao i slobodno-
zivece forme. Ove bakterije su Siroko rasprostranjene unutar domena Bacteria, a najvise ih je medu
pripadnicima filuma Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes i Proteobacteria.
Kada su prisutne u zemljistu, ove bakterije odgovaraju na hemijske atraktante, takozvane korenske
eksudate-raznovrsnu grupu jedinjenja koju sintetise, skladisti i izlucuje koren biljaka [7]. Korenski
eksudati modifikuju hemijska i fizicka svojstva zemljiSta, a istovremeno predstavljaju i specifi¢ne
supstrate za rast korisnih mikroorganizama. Na taj nacin ovi signalni molekuli posreduju u odabiru
mikrobne zajednice koja ¢e interagovati sa biljkom.

Upotreba odabranih PGP bakterija predstavlja znacajan biotehnoloski pristup u savremenoj
poljoprivredi, koji omoguéava povecanje prinosa razli¢itih biljnih kultura, ublazavanje negativnih
posledica abiotickog stresa, a doprinosi i optimizaciji kruzenja osnovnih hranljivih materija na
poljoprivrednim povrSinama [4,23]. lako su mnogostruke koristi upotrebe bakterija stimulatora
biljnog rasta u agroindustriji prepoznate i priznate od strane svetskog agroekonomskog sektora,
njihova stvarna primena ¢ini tek jako mali deo poljoprivredne prakse [1]. Njihova upotreba u velikoj
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meri je ograni¢ena nedoslednostima u ispoljavanju korisnih svojstava na samim poljoprivrednim
povr$inama. Stoga bi bolje razumevanje raznovrsnosti ovih korisnih mikroorganizama, mehanizama
njihovog delovanja, kao i moguénosti pripreme formulacija i na¢ina njihove primene, trebalo da
olakSa njihov razvoj u stabilne i pouzdane preparate koji ¢e svoje mesto na¢i u odrzivoj
poljoprivrednoj praksi [7].

Visestruki korisni efekti koje PGP bakterije ostvaruju na biljni rast, posledica su raznovrsnih
mehanizama koji mogu znaCajno varirati, od jednostavnog zauzimanja slobodnih nisa, do
uspostavljanja slozenih ekoloskih odnosa sa autohtonom mikrobiotom i florom stanista [7]. Uopsteno
mogu se podeliti na direktne i indirektne mehanizme (slika 2.1).

MEHANIZMI
DELOVANIJA
PGP BAKTERUA
DIREKTNI MEHANIZMI INDIREKTNI MEHANIZMI
(Biofertilizatorski efekat)/ (Biokontrolni efekat)
FIKSACUA
/ AZOTA \  KOMPETICUA
RASTVARANIJE PRODUKCUA
FOSFATA SIDEROFORA ARNBIGZS
K INDUKOVANA PRODUKCIA
PRODUKCUIA PRODUKCIA ACC e HIDROLITIEKIH
HORMONA DEAMINAZE REZISTENCUA ENZIMA

Mg

Slika 2.1. Sematski prikaz mehanizama delovanja PGP bakterija
2.2.1 Direktni mehanizmi stimulacije biljnog rasta

Direktni mehanizmi stimulacije biljnog rasta ukljuc¢uju one kojima PGP bakterije biljkama
obezbeduju osnovne hranljive materije (azot, fosfor, kalijum, gvozde i druge). Takode, PGP bakterije
direktno mogu stimulisati rast biljaka kroz proizvodnju ili modulaciju nivoa biljnih hormona (auksina,
giberelina, citokinina, etilena) i tako uticati na hormonalni balans biljke [4,7].

Azot i fosfor predstavljaju najvaznije makroelemente neophodne za pravilan razvoj i rast
biljaka, i njihova dostupnost znacajno uti¢e na prinose [24]. Mnoge poljoprivredne povrSine
karakteriSe nedovoljan sadrzaj ovih vaznih elemenata, uzrokujuci da rast biljaka bude daleko ispod
optimalnog. Kako bi se prevazisli ovi problemi 1 obezbedili visi prinosi, poljoprivrednici su sve vise
zavisni od upotrebe mineralnih dubriva [4]. Pored visoke cene, proizvodnja mineralnih dubriva
dovodi do iscrpljivanja neobnovljivih prirodnih resursa, koristi velike koli¢ine nafte 1 prirodnog gasa,
I predstavlja ozbiljnu opasnost za ljude i zivotnu sredinu. Veliki napori su ulozeni u pronalazenje i
testiranje alternativnih metoda i tehnologija, koje ¢e smanjiti ili spreciti upotrebu hemijskih dubriva
u agroekosistemima, a istovremeno obezbediti biljci dovoljan sadrzaj osnovnih hranljivih materija.
Stoga ne ¢udi da upotreba efikasnih bioloskih sredstava umesto hemijskih dubriva ve¢ dugi niz godina
privlaci paznju agronomskih stru¢njaka [1].



2.2.1.1 Biloska fiksacija azota

Azot (N2) je element koji je biljkama potreban u najvecoj koli€ini, a njegova dostupnost
predstavlja glavni faktor koji ograni¢ava rast biljaka [25]. Biljke su sposobne da usvoje azot isklju¢ivo
u obliku nitratnih jona (NO3) ili amonijaka (NH4"). PGP bakterije imaju sposobnost da azot iz
atmosfere pretvore u forme koje ¢e biti dostupne biljci u procesu oznacenom kao bioloska fiksacija
azota (BNF, engl.-Biological Nitrogen Fixation). Ovaj proces zasniva se na sposobnosti specifi¢ne
grupe bakterija (diazotrofa) da uz pomo¢ enzima nitrogenaze transformiSu atmosferski azot u,
biljkama dostupan, amonijum jon. Takode kroz proces amonifikacije, razgradnjom organske materije
uz pomo¢ specificnih enzima proteaza, ove bakterije transformisu proteine do amonijaka, koji u
zemljistu prelazi u oblike koje biljke lako mogu usvojiti [7,26]. Neki od najzastupljenijih
azotofiksatora prepoznati su medu pripadnicima rodova: Azospirillum, Azotobacter, Azorhizobium,
Rhizobium, Bradyrhizobium, Bacillus, Paenibacillus, Clostridium, Gluconoacetobacter, Anabaena,
Nostoc [24]. Ove bakterije stupaju u specifiéne odnose sa biljkama, kolonizujuci koren ili druge
organe same biljke, mahom kod leguminoza, obrazujuéi specifi¢ne kvrzice (nodule) i predstavljaju
simbiotske azotofiksatore ili rhizobie. Medu azotofiksiraju¢im mikroorganizmima nalaze se i oni koji
zive u bliskoj asocijaciji sa biljkom, ali ne naseljavaju unutra$nja tkiva biljke, odnosno asocijativni
azotofiksatori. Takode, medu azotofiksatorima nalaze se i mnoge slobodnozivece bakterije [1,23].

Imaju¢i u vidu nedostatak azota u poljoprivrednim ekosistemima, kao i znacaj azota u ishrani
biljke, bakterije sa sposobnosc¢u bioloske fiksacije azota i produkcije amonijaka predstavljaju dobru
alternativu upotrebi mineralnih dubriva. Veliki broj istrazivanja i ispitivanja PGP sojeva poreklom iz
razli¢itih niSa Zivotne sredine, potvrduje potencijal upotrebe azotofiksiraju¢ih bakterija u sklopu
odrzive poljoprivrede [4,24]. Komercijalni preparati na bazi rhizobia, na trzistu su jo§ od osamdesetih
godina proslog veka, a danasnja praksa upotrebe azotofiksatora kao inokulanata, zasniva se na
pripremi preparata koji mahom ¢ine specifi¢ne kokulture bakterija za ciljane grupe kultivara [23].

Azotofiksiraju¢a sposobnost mikrobiote morskih ekosistema uglavnom je ispitivana u
kontekstu raznovrsnosti i potencijala usvajanja azota od strane predstavnika Cyanobacteria i njihova
uloga kao glavnih nosica ovog svojstva je dobro dokumentovana [27]. Medutim, nedavno objavljena
istrazivanja Delmont i saradnika [28] naglasavaju znacaj i potencijal heterotrofnih bakterija u
morskim ekosistemima. Smatra se da morski heterotrofni diazotrofi imaju klju¢nu ulogu u ciklusu
azota i da upravo oni, u najvecoj meri, obezbeduju fiksirani azot koji uti¢e na primarnu produkciju,
odnosno rast i produktivnost u morskim ekosistemima [28,29]. Oskudni podaci o potencijalu i
ekoloskoj ulozi azotofiksatora 1 mikroorganizama iz morskih ekosistema, uopste, posledica su pre
svega velikog broja i dalje neistrazenih stanista, kao i mnogobrojnih ograni¢enja u uspesnosti gajenja
ovih mikroorganizama u laboratorijskim uslovima. Medutim, poslednjih godina istice se ogroman
biotehnoloski potencijal morskih mikroorganizama, pa je i izolacija i karakterizacija PGP
mikroorganizama iz ovih staniSta I njihova eventualna primena u agroindustriji, sve vise u fokusu
istrazivaca [30,31].

2.2.1.2 Rastvaranje fosfata

Fosfor je drugi najvazniji element, koji uti¢e na niz metabolic¢kih procesa u biljci (disanje,
prenos energije i signala, sintezu makromolekula i fotosintezu) [32]. Fosfor se u zemljistu nalazi ili u
obliku minerala (apatit, hidroksiapatit) ili u vidu organskog fosfora, a uprkos njegovoj velikoj koli¢ini
u zemljistu, uglavom se nalazi u nerastvornom obliku koji biljke ne mogu usvojiti [33]. Kako bi
ostvarile maksimalnu produktivnost, biljke zahtevaju oko 30 umol/L fosfora u vidu ortofosfornih jona
(H2PO4 i HPO4?), a samo oko 1 umol/L im je dostupan. 1z ovog razloga se dostupnost fosfora u
zemljiStu smatra jednim od glavnih ograni¢avajucih faktora biljnog rasta, kako u poljoprivrednim,
tako i u hortikulturnim ekosistemima [10,34]. Nedostupnost fosfora namecée neophodnost unosenja
rastvorljivih oblika fosfora u poljoprivredne sisteme u vidu fosfatnih dubriva, koja sama po sebi imaju
veliki broj ograni€enja: brzu imobilizaciju od strane minerala aluminijuma i gvozda u kiseloj sredini,
oticanje sa poljoprivrednih povrSina i eutrofikaciju [35]. Takode, fosfatna dubriva direktno su zavisna
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od fosfatnog kamena, koji predstavlja neobnovljiv prirodni resurs, ¢ije rezerve pokazuju znacajan pad
na svetskom nivou. Procenjuje se da ¢e se rezerve fosfatnog kamena do 2040-te godine iscrpeti i da
¢e se kao posledica toga prinosi pSenice prepoloviti. Imajuci u vidu da delotvornost primenjenog
fosfatnog dubriva retko prelazi 30 %, pronalazenje alternativnih agrotehni¢kih metoda, koje se
zasnivaju na o¢uvanju prirodnih resursa od vitalnog je znac¢aja [36].

Veliki broj istrazivanja ukazuje na to da odredeni mikroorganizmi, narocito zemljiSne
bakterije, imaju sposobnost oslobadanja organskog fosfata ili rastvaranja neorganskih fosfatnih
jedinjenja (trikalcijum fosfata, dikalcijum fosfata, hidroksiapatita i kamenog fosfata) [35,37,38]. Ovi
mikroorganizmi, oznaceni kao PSM (engl.-Phosphate Solubilizing Microorganisms), omoguéavaju
biljkama rastvorljivi fosfat, a za uzvrat od biljke dobijaju Secere i organske kiseline neophodne za
sopstveni rast. Bakterijski sojevi iz rodova Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium i Enterobacter,
smatraju se najpotentnijim PSM [34,35]. Osnovni mehanizam kojim PSM obezbeduju biljkama
fosfor je produkcija organskih Kiselina ili specifi¢nih enzima (fitaza, C-P lijaza, fosfataza). PSM
takode uticu na stimulaciju biljnog rasta poboljSavajuéi stepen bioloske fiksacije azota [39]. Razlicita
istrazivanja sa PSM iz rodova: Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas, Flavobacterium, Enterobacter,
Micrococcus i Rhizobium, ukazuju da inokulacija pojedinim sojevima ovih bakterija moze znacajno
uticati na povecanje visine biljke, duzine korena, biomase i prinosa kod pSenice, paradajza, soje i
kukuruza, u poredenju sa neinokulisanim kontrolama [35,37,40]. Literaturni podaci potvrduju da
primena celijskih suspenzija PSM dovodi do znatnog povecéanja koli¢ine rastvorljivog fosfata, kao i
rasta odredenih kultivara, na primer mungo pasulja, u poredenju sa neinokulisanim kontrolama [41].
Takode, mnogi autori smatraju da inokulacija useva mikroorganizmima koji rastvaraju fosfate, moze
smanjiti upotrebu hemijskih dubriva i do 50 %, bez znacajnog uticaja na prinose [35,36]. Ovi
mikroorganizmi pokazali su i znacajan kapacitet u oporavku slabo produktivnih poljoprivrednih
zemljista [4].

2.2.1.3 Regulacija biljnih hormona

Biljni rast i razvoj kao i1 odgovor biljke na uslove spoljasnje sredine uslovljen je biljnim
hormonima. Mnogi PGP mikroorganizmi imaju sposobnost proizvodnje jedinjenja nalik biljnim
hormonima, ili mogu ucestvovati u njihovoj regulaciji i na taj nacin uticati na hormonalni balans
biljke uticuci tako na njen rast i razvoj [4,7].

Auksini, giberelini, citokinini, abscisinska Kiselina, etilen i brasinosteroidi su biljni hormoni
koji imaju glavnu ulogu u razvoju biljke [7]. Auksine produkuju mnogi predstavnici rodova
Azospirillum, Bacillus, Paenibacillus i Pseudomonas. Auksini uticu na povecanje mase korena i
duzine korena, razvoj bo¢nih korenova sa povefanim brojem korenskih dlaka, ¢ime utiCu na
poboljsanje usvajanja hranljivih materija iz podloge, stimuliSu izduzivanje celija, imbibiciju,
inhibiraju ili odlazu odbacivanje listova, iniciraju cvetanje i plodonoSenje [42]. Giberelini
(prvenstveno giberelinska kiselina, GA) su fitohormoni koji uti¢u na biljnu morfologiju, izduZivanje
biljnih tkiva i pospesuju klijavost semena. Gibereline sintetiSu neki sojevi Acetobacter, Azospirillum,
Bacillus i Rhizobium [43]. Citokinini su klasa biljnih hormona koji pospesuju deobu ¢elija, podstic¢u
grananje 1 prekidaju dormanciju pupoljaka, uti¢u na rast korena 1 stabla, nodulaciju kod leguminoza,
skladistenje hlorofila i odlazu starenje [1,7]. PGP sojevi iz rodova Azotobacter, Azospirillum,
Klebsiella, Rhizobium, Bacillus i Pseudomonas imaju sposobnost produkcije ovih hormona. Etilen je
jedini gasoviti fitohormon. Njegova biosinteza izazvana je fizickim ili hemijskim razaranjem biljnih
tkiva. Prekursor u sintezi etilena je 1-aminociklopropan-1-karboksilat (ACC) deaminaza, enzim koji
razgraduje ACC i tako omogucava sintezu etilena. Mikroorganizmi iz rodova Burkholderia,
Paenibacillus i Bacillus sintetiSu etilen ¢ija sekrecija osim na rast biljke utie i na ispoljavanje
biokontrolnog svojstva [44]. Etilen ima zna¢ajnu ulogu u odgovoru biljke na stres, a pored pozitivnog
uticaja na biljke, moze izazvati inhibiciju rasta korena.



2.2.2 Indirektni mehanizmi stimulacije biljnog rasta

Indirektni mehanizmi stimulacije biljnog rasta uglavnom se odnose na pospeSivanje rasta
biljke putem bioloske kontrole [4]. Bioloska kontrola, ili biokontrola, predstavlja upotrebu odredenog
organizma ili grupe organizama, kao i proizvoda njihovog metabolizma u suzbijanju brojnosti biljnih
patogena, kao i spreCavanju negativnih uticaja ovih organizama na rast i razvoj biljke [45]. Organizmi
koji ispoljavaju ovu sposobnost nazivaju se biokontrolni agensi, dok se komercijalni preparati na bazi
ovih organizama nazivaju biopesticidi [3]. Biopesticidi mogu biti razli¢itog porekla: bakterijski,
poreklom od gljiva, virusa, protozoa ili biljnih metabolita i drugo. Ipak medu biopesticidima
preovladuju oni poreklom od mikroorganizama, koji svojim Sirokim spektrom dejstva ¢ine oko 30 %
od ukupne proizvodnje [46].

Upotreba mikrobnih biokontrolnih agenasa i biopesticida u kontroli bolesti biljaka nudi dobru
alternativu upotrebi sintetickih hemikalija, odnosno hemijskih pesticida. Naime, biopesticidi imaju
nekoliko prednosti u odnosu na hemijske pesticide. Prvenstveno, podlezu brzoj razgradnji u zivotnoj
sredini i uopSteno su manje toksi¢ni za druge nepatogene organizme [46]. Takode, nacin na koji
deluju uglavnom se razlikuje od nacina delovanja konvencionalnih pesticida, §to ukazuje na njihov
potencijal u smanjivanju i spre¢avanju pojave rezistentnosti kod patogena, kao i mogucnost njihove
upotrebe zajedno sa drugim pesticidima. Prednost se takode ogleda u tome §to biokontrolni
mikroorganizmi Cesto zadrzavaju aktivnost dugi period vremena, a kako su jedinjenja koja produkuju
obi¢no u direktnom kontaktu ili veoma blizu ciljanog organizma, samo male koli¢ine su potrebne da
ispolje potpunu efikasnost [3].

Mehanizmi biokontrole su raznovrsni, a biokontrolnu sposobnost mikroorganizmi mogu
ispoljavati kroz bilo koji od mehanizama, koji se pritom ne moraju medusobno iskljucivati, a ¢esto ih
istovremeno moze ispoljavati jedan organizam [5].

2.2.2.1 Kompeticija za prostor i hranljive materije

Ispoljavanjem kompetitivne prednosti u odnosu na patogene, odnosno takmicenjem za
dostupne hranljive materije i prostor, biokontrolni agensi indirektno stimuliSu rast biljaka.
Mikroorganizmi koji mogu brzo kolonizovati koren biljke, zauzimajuci slobodne niSe, na ovaj nacin
fizicki onemogucavaju uspostavljanje i razvoj patogena. Takode, biokontrolni agensi mogu formirati
biofilmove na povrsini korena biljke, §to moze imati vaznu ulogu u smanjenju osetljivosti biljke na
patogene [5]. Literaturni podaci pokazuju da su neki sojevi roda Bacillus, sa sposobnos¢u stvaranja
egzopolisaharidnih biofilmova, uticali na smanjenje infekcije biljnim patogenima kao §to su:
Bothrytis cinerea, Aspergillus flavus, Colleotrichum gleosporoides, Fusarium spp., kod razli¢itih
kultivara [47-49].

Kompeticija za hranljive materije, desava se kada biokontrolni mikroorganizmi efikasnijim
iskori§¢avanjem hranljivih materija i smanjivanjem njihove dostupnosti patogenima, onemogucéavaju
njihov rast i razvoj. Pretpostavlja se da je kompeticija za ugljenik, odgovorna za dobro poznat
fenomen fungistaze, koju karakteriSe inhibicija germinacije spora gljiva u zemljistu [50]. Biokontrola
se moze uspostaviti i kroz kompeticiju za neophodne mikroelemente. Gvozde je neophodno za rast
vecine Zivih organizama, a njegov nedostatak u dostupnom obliku u staniStu predstavlja uslov za
kompeticiju. Neke PGP bakterije sposobne su da produkuju siderofore, Fe(lll)-specifi¢ne proteinske
ligande male molekulske mase, koji sluze ovim organizmima za efikasno usvajanje gvozda iz okolne
sredine. Siderofore rastvaraju nerastvorne oblike gvozda koje onda biva transportovano u bakterijsku
¢eliju posredstvom specifi¢nih receptora. Smatra se da siderofore koje proizvode biokontrolni agensi
pokazuju vedi afinitet za usvajanje gvozda od biljnih patogena, §to vodi do znacajnog smanjenja
dostupnog Fe i nemoguénosti razvoja patogena u rizosferi [4].



2.2.2.2 Antibioza

Antibioza predstavlja jedan od najces¢ih mehanizama biokontrole. Naime, mnoge bakterije
molekulske mase, koji mogu ispoljiti antimikrobno, antifungalno, odnosno insekticidno dejstvo,
prema brojnim biljnim patogenima. Opseg delovanja ovih jedinjenja je uglavnom veoma $irok, a
¢esto 1 preklapajuci [51]. Pored velike raznovrsnosti mikroorganizama koji se upotrebljavaju kao
biokontrolni agensi, vrste roda Bacillus prepoznate su kao glavni nosioci ovog svojstva [5,45]. Vec¢ina
mikrobnih biopesticida potice od zemljisnih mikroorganizama, od ¢ega polovinu ¢ine preparati
poreklom od vrsta iz roda Bacillus. Medu njima, preparati na bazi ¢elija ili metabolita vrste B.
thuringiensis, ¢ine 90 % od ukupne proizvodnje [3]. Rod Bacillus prisutan je u svim nisama zivotne
sredine, a zbog velikog geneti¢kog diverziteta, velikog broja literaturnih podataka, GRAS statusa i
sposobnosti prezivljavanja u jako nepovoljnim uslovima spoljasnje sredine, formiranjem otpornih
endospora, vrste ovog roda smatraju se izrazito pogodnim kandidatima za pripremu preparata za
biolosku kontrolu [3,5,6]. Sposobnost formiranja otpornih spora, takode ¢ini ove organizme
pogodnim kandidatima za industrijsku proizvodnju, jer omogucava jednostavnu pripremu formulacija
sa produzenim rokom trajanja kojima je lako rukovati [46]. Vrste kao §to su: B. amyloliquefaciens,
B. velezensis, B. subtilis, B. megaterium, B. cereus, B. licheniformis, B. pumilus, prepoznati su kao
veoma efikasni proizvodaci antimikrobnih jedinjenja. U prilog ovome govori ¢injenica da je prose¢no
4-5 % od celokupnog genoma vrste B. subtilis odgovorno za sintezu strukturno razlicitih
antimikrobnih komponenti [51], a pokazano je da je kod nekih sojeva B. amyloliquefaciens za
produkciju antibiotika i siderofora odgovorno priblizno 8,5 % genoma [52]. Nedavno je utvrdeno da
je vise od 10 % genoma nekih sojeva vrste B. velezensis odgovorno za biosintezu antibiotika i
antimikotika [53]. Veliki broj istrazivanja potvrduje ogroman potencijal tih vrsta u kontrolisanju

Medu jedinjenjima sa antimikrobnim, odnosno antifungalnim dejstvom koje proizvode PGP
bakterije, narocito Bacillus vrste, izdvajaju se lipopeptidi (LP) iz grupe: iturina, fengicina i surfaktina
[3,54]. Lipopeptidi predstavljaju raznovrsnu grupu neribozomalno sintetisanih sekundarnih
metabolita bakterija, koji su privukli veliku paznju istraziva¢a tokom godina upravo zbog svog
snaznog antagonistickog dejstva prema velikom broju biljnih patogena [52,55-57]. Za razliku od
drugih proteina, koji se sintetiSu prevodenjem informacione ribonukleinske kiseline (iIRNK), odnosno
zavisne su od masinerije ribozoma, lipopeptide sintetiSu specificni enzimski kompleksi,
neribozomalne peptid-sintetaze (NRPSs) [58]. Ovi biosintetski sistemi, sastavljeni od modularno
organizovanih katalitickih domena, katalizuju sve neophodne reakcije u biosintezi peptida i
odgovorni su za nastanak najraznovrsnijih grupa lipopeptida zavisno od tipa i sekvence
aminokiselinskih ostataka, prirode i tipa ciklizacije peptida, duzine i grananja masno-kiselinskog
ostatka i drugo [51,54,55]. Bakterijski LP su najéesce cikli¢ni sa kompleksnim cikli¢nim strukturama,
mada linearni i granati neribozomalni peptidi nisu neuobicajeni [58]. LP su amfifilna jedinjenja koja
se sastoje od hidrofilne peptidne petlje povezane hidrofobnim lancem masnih kiselina ¢ija duzina
moze varirati U zavisnosti od tipa lipopeptida [59]. Ova strukturna karakteristika omogucava im
kontakt i interakciju sa lipidnim ¢elijskim membranama, uticuci na njihovu propustljivost, na ¢emu
se i zasniva njihov antimikrobni i antifungalni potencijal [55]. Naime, u kontaktu sa lipopeptidnim
jedinjenjima, najéeSc¢e iturinom i fengicinom, dolazi do perturbacije ¢elijske membrane patogena i
formiranja jono-propustljivih kanala, ili narusavanja i razgradnje membrane pod dejstvom surfaktina,
Sto dovodi do oStecenja ¢elije, curenja citoplazme i na kraju Celijske smrti [56,60]. Lipopeptidi takode
mogu uticati i na aktivaciju imunog odgovora biljke, ili obrazovanje biofilmova, indirektno
ispoljavajuci antagonisticko dejstvo [54].

Romero i saradnici [55] pokazali su dejstvo iturinskih i fengicinskih antibiotika iz Cetiri soja
B. subtilis u supresiji pepelnice, kod familije Cucurbitaceae, koju uzrokuje Podosphaera fusca. Drugi
autori su ispitivali sposobnost odredenih sojeva B. amyloliquefaciens izolovanih iz blatnih re¢nih
nanosa u supresiji velikog broja patogenih gljiva, izazivaca raznih oboljenja kod biljaka, ukljuc¢ujuci
pepelnicu, belu kupusnjacu, sivu bud i mnoge druge [56].
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Proizvodnja isparljivih organskih jedinjenja (VOCs, engl.-Volatile Organic Compounds)
takode doprinosi bioloskoj kontroli, odnosno indirektno stimuliSe rast biljaka. Pored predstavnika
vrsta roda Bacillus, medu antagonistima koji proizvode ova jedinjenja najzastupljenije su bakterije iz
roda Pseudomonas kao i neki predstavnici plesni roda Trichoderma [4]. Razli¢iti literaturni podaci
potvrduju snazno antagonisti¢ko dejstvo ovih supstanci prema biljnim patogenima [61,62].

2.2.2.3 Imunizacija biljke

Jo$ jedan vid indirektne stimulacije biljnog rasta jeste indukcija imunog odgovora biljke.
Biljke poseduju razli¢ite mehanizme kojima prezivljavaju stres. Jedan od vidova aktivne otpornosti
je indukovana otpornost, koja predstavlja fiziolosko stanje povecane odbrambene sposobnosti biljke
i moze biti izazvana razli¢itim biotickim (prisustvo patogena) ili abioti¢kim (sredinskim) faktorima
[4,63]. Sistemski stecena otpornost ili SAR (engl.-Systemic Acquired Resistance) se ispoljava kada
je biljka direktno u kontaktu sa organizmom koji je parazitira ili se hrani njenim delovima. U tom
slucaju dolazi do akumulacije salicilne kiseline, kao signalnog molekula i povecane sinteze PR (engl.-
Pathogenicity Related) proteina. Drugi tip je indukovana sistemska rezistencija ili ISR (engl.-Induced
Systemic Resistance). Naime, PGP bakterije koje se nalaze u zemljistu kao i produkti njihovog
metabolizma sposobne su da izazovu imuni odgovor biljke, s tim da u ovom slu¢aju ne dolazi do
sinteze PR proteina, ve¢ je proces regulisan nekim biljnim hormonima (jasmonska kiselina, etilen) i
ne zahteva direktnu interakciju PGP soja i patogena [63]. Osim etilena i jasmonata, neki bakterijski
metaboliti kao $to su lipopolisaharidi, proteini, egzopolisaharidi (hitin, glukani), cikli¢ni lipopeptidi
(surfaktin) 1 salicilna kiselina mogu indukovati ISR [3,4,54]. Predstavnici rodova Bacillus i
Pseudomonas smatraju se najpotentnijim PGP bakterijama, izaziva¢ima ISR kod biljaka [7].

2.2.2.4 Proizvodnja hidroliti¢kih enzima

Za razliku od antibioze koja ukljucuje sintezu inhibitornih supstanci male molekulske mase,
predatorstvo i/ili parazitizam predstavlja jos jedan vid indirektne stimulacije biljnog rasta. Ovi
mehanizmi zasnovani su na proizvodnji specifi¢nih enzima koji razaraju ¢elijski zid patogena [5].
Celijski zid patogenih gljiva sa¢injen je od mreZe polisaharida, koje najve¢im delom &ini me$avina
hitina i polimera glukana, manje koli¢ine manoproteina i drugih komponenti [64]. Mnogi PGP
mikroorganizmi imaju sposobnost da vancelijski proizvode enzime kao $to su: fosfataze, celulaze,
hitinaze, proteaze, lipaze, B-1,3-glukanaze i druge, koji mogu biti Stetni za biljne patogene i znacajno
doprinose procesu biokontrole. Literaturni podaci potvrduju efikasnost bakterijskih enzima u
spreCavanju rasta nekih od najées¢ih biljnih patogena kao Sto su: Fusarium oxysporum, F.
verticilioides, Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani i mnogi drugi [5,64,65].

Smatra se da enzimi koje sekretuju morski mikroorganizmi mogu imati niz prednosti za
industrijsku primenu, u odnosu na iste enzime poreklom od zemlji$nih predstavnika. Usled surovih
uslova koji vladaju u morskoj sredini, a na koje su ovi mikroorganizmi adaptirani, smatra se da enzimi
koje proizvode morski mikroorganizmi mogu biti duze stabilni, imati ve¢u temperaturnu i pH
stabilnost, kao i toleranciju na razliCite metale, Sto su sa stanovista industrijske primene, svakako
pogodne karakteristike [21]. Izolacija novih sojeva iz morskih staniSta i ispitivanje njihovog
potencijala da proizvode ova bioloski aktivna jedinjenja, moze biti od velikog interesa i znacaja.

2.3 Polisaharidi iz morskih algi kao stimulatori biljnog rasta i mehanizmi njihovog delovanja

Morske alge, naroc¢ito makroalge ili morske trave, predstavljaju esencijalne ¢lanove morskih
ekosistema, obezbeduju¢i skroviSte 1 hranu raznovrsnom Zivom svetu mora, a takode doprinose
modifikacijama fizicko-hemijskih osobina morske vode. BioloSka aktivnost morskih algi je ve¢ dugi
niz godina predmet istrazivanja razli¢itih naucnih oblasti, a ovi morski organizmi danas nalaze
primenu u prehrambenoj industriji, gde se upotrebljavaju kao hrana ili dodatak hrani ljudi i Zivotinja,
kao i u kozmetickoj i farmaceutskoj industriji, gde predstavljaju bogate izvore bioaktivnih jedinjenja,
ili se koriste kao specifi¢ni nosaci za kontrolisano otpustanje farmaceutika, nutraceutika i drugo
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[66,67]. Zahvaljujuci bogatom sadrzaju minerala, organskih materija (polisaharida, aminokiselina,
vitamina, peptida) i drugih makro- i mikronutrijenata, biotehnoloski potencijal morskih algi
prepoznat je i u oblasti agroindustrije, gde su ovi organizmi nasli primenu kao biostimulatori i
regulatori biljnog rasta, aditivi i regulatori kvaliteta zemljista, fertilizatori, pesticidi i drugo
[10,11,68]. Stepen njihove upotrebe u poljoprivredi, godinama je odredivan na osnovu dugogodisnjeg
prakti¢nog iskustva samih agronoma i njihovih preporuka. Od 1950-ih godina, upotreba Citave
biomase morskih algi generalno je zamenjena upotrebom eckstrakata dobijenih od razli¢itih
predstavnika ove grupe oganizama [11]. Znacajan broj istrazivanja dokumentovao je stimulativno
dejstvo eckstrakata morskih algi na rast biljaka, isticu¢i veliki potencijal njihove primene u
agroindustriji, §to je dovelo do toga da su ekstrakti morskih algi danas opste prihvaceni kao ,,biljni
biostimulatori™ [10,11].

Priblizno 30-60 % suve mase morskih algi ¢ine polisaharidi. Alginati, laminarani, fukoidani,
prisutni su kod mrkih algi, dok se agar, karagenan i ulvan mogu naci kod crvenih, odnosno zelenih
makroalgi [10]. Uopsteno, polisaharidi iz morskih algi su sposobni da izazovu niz fizioloskih reakcija
biljaka, ¢ak i pri niskim koncentracijama, a Sirok spektar korisnih dejstava koje ispoljavaju uti¢u na:
ranije klijanje semena, razvoj korenovog sistema, pobolj$an rast i cvetanje, povecanje lisne povrsine
i sadrzaja hlorofila, povecan prinos i kvalitet plodova, kao i produzenje roka trajanja nakon berbe
[10,11,69-71]. Takode, razli¢iti polisaharidi iz morskih algi uticu i na povecanu otpornost biljaka na
bioticke (prisustvo patogena) i abioti¢ke stresove (zaslanjenost staniSta i ekstremne temperature) [72].
Uopsteno zbog mnogobrojnih korisnih svojstava polisaharidi iz morskih algi privlace sve vise paznje
kao atraktivan i nov izvor za pripremu preparata za poboljsanje produktivnosti useva, koji su ekoloski
prihvatljivi i pogodni za primenu u organskoj poljoprivredi [10].

Polisaharidi iz morskih algi indirektno stimuliSu rast biljaka prvenstveno povecanjem
efikasnosti biljke da usvaja hranljive materije, ili poboljSavanjem teksture i vodnog rezima zemljista
modifikovanjem njegovih fizickih, hemijskih i bioloskih svojstava (slika 2.2).

Nacin primene Efekti Moguci mehanizmi

Poboljsan rast i nutritivni kvalitet

*  Folijarni sprej

Tretman nakon Zetve

Tretman zemljista
¢ Tretman semena
*  Hidroponika

Povecan rast korena i izdanka
Ranije cvetanje i sazrevanje plodova
Vedi prinosi

* Povecan sadrzaj hranljivih materija,
antioksidanasa i drugo

Tolerancija abiotickog stresa

*  Stres suse i visoke koncentracije soli
Temperaturni stres
(pregrevanje/smrzavanje)

Tolerancija biotickog stresa
Otpornost na patogene plesni, bakterije i
viruse

*  Otpornost prema insektima $teo¢inama

Nakon zZetve
Produzeno skladistenje
Poboljsana hranljiva svojstva

Efekti na rizosferu
Smanjen broj patogenih organizama
Povecan razvoj boénih korenova i nodula

*  Povecana plodnost zemljista

* Efikasnije usvajanje vode i nutrijenata
(pobolj$an vodni rezim)

Genska regulacija

Regulacija biljnih hormona

Povecanije efikasnosti fotosinteze i usvajanja
ugljenika

Regulacija biosinteze enzima

Smanjena transpiracija

Regulacija stominog aparata

Povecana akumulacija osmolita

Indukcija imunog odgovora biljke
Antimikrobno, antifungalno, repelentno
dejstvo

Regulacija odbrambenih mehanizama biljke
(aktivacija PR gena)

Modulacija signalnih puteva i biosinteze enzima
Povecanje broja PGP bakterija i mikoriznih gljiva
Modulacija ,,arhitekture” korenovog sistema
Modulacija korenskih eksudata

Slika 2.2. Sematski prikaz efekata primene polisaharida iz morskih algi na fizioloski odgovor biljke
i mogu¢i mehanizmi delovanja (preuzeto i modifikovano od [10])
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2.3.1 Povecanje efikasnosti usvajanja hranljivih materija

Polisaharidi poreklom iz morskih algi stimulisu rast biljaka povecavajuci efikasnost usvajanja
neophodnih hranljivih materija, regulacijom specifi¢nih gena ukljucenih u bazalni metabolizam i
¢elijsku deobu [73]. Literaturni podaci pokazuju da je tretman zemljiSta ekstraktom na bazi
polisaharida iz mrke alge Ascophyllum nodosum uticao na ekspresiju gena uklju¢enih u transport
azota i auksina, §to je za posledicu imalo poveéanje broja bo¢nih korenova kod biljke 1 intenzivnije
usvajanje azota [74]. Takode, pokazano je da primena ekstrakta mrkih algi u vidu folijarnog spreja
dovodi do povecanog usvajanja bakra, gvozda i kalcijuma kod vinove loze, zelene salate 1 kupusa
[69], kao i usvajanja i skladiStenja osnovnih makro i mikroelemenata kod povrtarskih kultura [75,76].

2.3.2 Regulacija hormonalnog statusa biljaka

Polisaharidi prirodno prisutni u ¢elijskom zidu biljaka, deluju kao signalni molekuli koji
podsti¢u produkciju fitohemikalija klju¢nih za rast i razvoj biljnih tkiva. Poznato je da je uticaj
polisaharida na rast biljke sli¢an onom koji ispoljavaju biljni hormoni [77]. Dosadasnja istrazivanja
potvrduju da su neki od fizioloSkih odgovora biljke, nakon primene komercijalnih preparata na bazi
polisaharida iz morskih algi, istovetni efektu koji imaju biljni hormoni, stimuli$uci rast u manjim
koncentracijama i inhibiraju¢i ga u veéim koncentracijama [10,78]. Pokazano je da primenom
polisaharidnog ekstrakta A. nodosum dolazi do indukovanja enzima amilaze kod semena je¢ma,
nezavisno od prisustva hormona giberelina, koji ina¢e ima klju¢nu ulogu u aktivaciji amilaze i
ubrzavanju procesa klijanja [79]. U drugom istrazivanju, pokazano je da je biostimulatorni efekat na
biljku, ostvaren primenom polisaharidnog ekstrakta morskih algi, slican onom koji indukuju biljni
hormoni citokinini [80].

2.3.3 Uticaj na zemljiSte i zemljiSne mikroorganizme

Pored regulacije hormonalnog statusa biljke, polisaharidi iz morskih algi uticu i na fizicko-
hemijska svojstva zemljista, a takode predstavljaju specificne supstrate za rast korisnih zemljiSnih
mikroorganizama, ¢ime indirektno stimuliSu rast biljaka. Mrke alge bogate su poliuronatima ¢ija
gelirajuca svojstva, odnosno sposobnost formiranja polimernih mreza, velike molekulske mase, utice
na opSte stanje zemljiSta, poboljSavaju¢i pre svega njegov kapacitet zadrZzavanja vode, §to za
posledicu ima stimulaciju rasta korenovog sistema, kao i aktivnosti rizosfernih mikroorganizama
[11]. Literaturni podaci pokazuju da alginati ekstrahovani iz mrkih algi uti¢u i na obrazovanje
mikorize, specifi¢nog simbiotskog odnosa koji se ostvaruje izmedu korenovog sistema biljke i gljiva,
a ima vaznu ulogu u ishrani biljke, kao i regulaciji bioloskih i hemijskih svojstava zemljista [32].
Alginati mogu znacajno stimulisati rast i uticati na izduZenje hifa mikoriznih (simbiotskih) gljiva, §to
za posledicu ima povecano usvajanje hranljivih materija i poboljsan rast biljke [81]. Takode, u
prisustvu polisaharidnog ekstrakta alge A. nodosum, zabelezen je poveéan broj azotofiksiraju¢ih
nodula kod mikoriznih rizobija, kao i aktivacija ekspresije gena koji ué¢estvuju u komunikaciji rizobija
sa biljkom i uspostavljanju same mikorize [69]. Polisaharidi poreklom iz crvenih i zelenih algi (agar,
karagenan i ulvan), takode imaju znacajnu ulogu u obrazovanju mikoriza kod visih biljaka. Pokazano
je da njihova primena stimuliSe rast 1 kolonizaciju korena od strane korisnih rizosfernih gljiva 1
bakterija [82]. Takode, polisaharidi iz morskih algi, stimuliu rast i aktivnost antagonistickih
(biokontrolnih) zemljisnih mikroorganizama, ¢ime indirektno ispoljavaju biokontrolnu aktivnost
[83].

2.3.4 Aktivacija imunog odgovora biljke tokom patogeneze

Polisaharidi i oligosaharidi poreklom iz morskih algi, posreduju u aktiviranju odbrambenih
mehanizama biljke. Naime, ovi polisaharidi u€estvuju u ranoj signalizaciji tokom procesa patogeneze,
aktivirajuéi proizvodnju sekundarnih metabolita i mobilizaciju signalnih molekula kod same biljke.
Veliki broj istrazivaca prepoznao je ovu znacajnu ulogu polisaharida morskih algi i dokumentovao
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njihovu efikasnost u stimulaciji imunog odgovora kod duvana, paradajza, pSenice, pirin¢a, spanaca i
drugih biljaka [17,84,85]. Pokazano je takode, da nakon tretmana semena polisaharidima iz morskih
algi, dolazi do aktivacije enzima peroksidaza (POD) i fenilalanin amonijum lijaza (PAL), produkcije
fitoaleksina, kao i povecane sekrecije fenolnih jedinjenja, kao odgovor na prisustvo patogena [17,85].
Povecanje aktivnosti enzima POD, PAL, kao i sadrzaja ukupnih polifenola u tretiranim biljkama,
pripisuje se aktivaciji mehanizama sistemski stecene rezistencije (SAR) kod biljke [11].

2.3.5 Tolerancija stresa

Primena polisaharida poreklom iz morskih algi, takode se pokazala uspesna u ublazavanju
negativnih efekata abiotickog stresa kod velikog broja biljaka [68]. Polisaharidni ekstrakti iz razli¢itih
mrkih algi poseduju ulogu osmolita i predstavljaju zastitne komponente u odgovoru biljke na stresore
iz spoljasnje sredine. Pored ublazavanja negativnih efekata stresora iz spoljasnje sredine, polisaharidi
iz morskih algi ispoljavaju i dodatno stimulatorno dejstvo na rast biljaka. Razli¢iti autori beleze
poveéan stepen tolerancije razlic¢itih biljnih kultura na stres suSe, zaslanjenosti i stres niskih
temperatura, nakon upotrebe polisaharidnih ekstrakata poreklom iz morskih algi, a ujedno i pobolj$an
rast u uslovima stresa [9,86].

2.4 Polimerni filmovi i prevlake u agroindustriji

Odgovor biljke na tretman ekstraktima polisaharida iz morskih algi moZe znatno varirati, i u
nekim slucajevima ekstrakti mogu ispoljiti i negativne efekte na rast biljke. Doziranje, ucestalost
tretmana i vreme tretmana treba da varira u zavisnosti od vrste, ¢ak i sorte biljke, geografske lokacije,
sezone i lokalnih Klimatskih uslova [11]. U zavisnosti od na¢ina primene i krajnje namene,
formulacije na bazi polisaharida iz morskih algi mogu se pripremati tako da zadovolje specifi¢ne
zahteve odredenih biljnih kultura. Uopsteno, biostimulatori se uglavnom primenjuju u obliku rastvora
za prskanje, direktno primenom na seme ili druge delove biljke, §to zahteva puno rada i upotrebu
velike koli¢ine vode [9]. Adekvatniji pristup u ovom smislu mogao bi ukljuciti upotrebu previaka na
bazi hidrogelova, odnosno filmova sa biostimulatornim dejstvom na rast biljke.

Rast biljaka odreden je specificnim mikroklimatskim uslovima supstrata u kome biljka raste.
Na poljoprivrednim povrsinama, povoljni mikroklimatski uslovi mogu se vestacki uspostaviti
upotrebom malceva, ukljucujuci i plasticne pokrivke, odnosno filmove. Upotreba plasticnih prevlaka
i filmova na povrsini zemljista, odnosno malciranje kao agrotehnicka mera, datira od 50-ih godina
dvadesetog veka [87]. | u savremenoj poljoprivredi, filmovi i prevlake za mal¢iranje intenzivno se
upotrebljavaju u cilju sprecavanja pojave korova, uspostavljanja povoljnog termickog i vodnog
rezima zemljiSta, spreCavanja oticanja nutrijenata sa poljoprivrednih povrsina, kao i zastite biljaka od
patogena [88]. Dugogodisnja poljoprivredna praksa upotrebe filmova za malciranje, zasniva se
uglavnom na upotrebi razli¢itih filmova poreklom od sintetickih materijala kao sto su: polietilen (PE),
polivinil-hlorid (PVC), polibutilen, kopolimer etilena sa vinil-acetatom (EVA) i drugi, zbog njihovih
dobrih mehanickih, optickih i termickih svojstava, jednostavnosti procesuiranja i postavljanja, kao i
niske cene [88,89]. Medutim, nakon vegetacijske sezone, isluzeni plasti¢ni filmovi, odnosno njihovi
ostaci, koje odlikuju izuzetno niske stope razgradnje, moraju se ukloniti sa poljoprivrednih povrSina,
§to je u vecini slucajeva jako otezano, skupo i vremenski zahtevno [90]. NajceS¢a praksa
poljoprivrednika uklju¢uje njihovo odlaganje na deponije, zakopavanje u zemljiste ili spaljivanje,
¢ime dolazi do oslobadanja stetnih materija koje mogu uzrokovati ozbiljna zagadenja Zivotne sredine,
a potencijalno predstavljati i opasnost za ljudsko zdravlje [89,91]. U cilju prevazilazenja problema
koji se ti¢u prekomerne upotrebe i odlaganja otpadnih plasti¢nih filmova, poslednjih godina razvoj
biorazgradivih materijala iz obnovljivih izvora je u sve vecoj ekspanziji i ukljucuje: okso-razgradive
filmove [26], papirne filmove [92] i biorazgradive filmove poreklom od prirodnih polimera [93,94].

Adekvatnost upotrebe razli¢itih polimernih materijala u agroindustriji odredena je najvise
njihovim opti¢kim, mehani¢kim i barijernim svojstvima [91].
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2.4.1 Optic¢ka svojstva polimernih filmova namenjenih upotrebi u agroindustriji

Stepen propustanja svetlosti kroz materijale namenjene upotrebi u agroindustriji jedna je od
kljucnih karakteristika koja ¢e odrediti potencijalnu korist samog materijala. Kvalitet suncevog
zraCenja koji ¢e proci kroz film u velikoj meri e uticati na rast i razvoj biljaka, a samo mala razlika
u propustenom zra¢enju moze imati ogroman efekat na rast useva [95].

Plasti¢ni filmovi za malciranje svojim fizickim karakteristikama, kontroliSu stepen sunc¢evog
zraCenja koji dospeva do zemljista, utiCuéi na njegov termicki i vodni rezim [96]. Transparentni
filmovi omoguéavaju prolazak suncevog zracenja i indukuju zagrevanje tla ispod filma, pri ¢emu
oslobodena toplota biva ,,zarobljena” usled pojave efekta ,,staklene baste”. Ovi filmovi omogucéavaju
difuziju toplote do dubljih slojeva zemljista, kao i smanjenje temperaturnih amplituda u rizosfernoj
zoni, $to dalje moze uticati na pospesivanje fizioloskih procesa same biljke, povecanje produktivnosti,
brzi razvoj useva i raniju zetvu [88]. Transparentni filmovi se upotrebljavaju i za delimi¢nu
sterilizaciju zemljiSta nakon berbe. Ova tehnika, Cesta u poljoprivrednoj praksi, ukljucuje pokrivanje
nezasejanog zemljiSta transparentnim filmom, u trajanju od 4 do 6 nedelja u najtoplijem periodu
godine, ¢ime se omogucava zagrevanje visih slojeva zemljiSta do temperatura koje su letalne za veliki
broj zemljisnih patogena [97,98]. Oblast spektra suncevog zracenja talasnih duzina izmedu 400 i 700
nm, obuhvata takozvano fotosinteti¢ki aktivno zraCenje ili PAR zracenje (engl.-Photosintheticaly
Active Radiation), koje je kljuno za obavljanje fotosinteze, pa transparentni filmovi koji
dozvoljavaju potpuno propustanje u ovoj oblasti, pozitivno uti¢u na produktivnost biljaka [89,96].
Medutim, transparentni filmovi uti¢u i na poveéanu pojavu korova, upravo zbog sposobnosti
propustanja svetlosti PAR regiona. U vecini slucajeva, pozeljne karakteristike koje filmovi sa
namenom malciranja zemljista treba da poseduju, iskljucuju jedna drugu, pa do sada nije razvijen ni
jedan materijal koji bi sam zadovoljio sve zahteve.

Regulacijom dostupne svetlosti i spektralne raspodele, filmovi razli¢itih boja, mogu biti
dizajnirani tako, da svojom fotoselektivno$¢u mogu uticati na: morfogenetske procese kod biljke i
uticati na njen rast i prinose; odbijati insekte i druge patogene, i uticati na temperaturu i vlagu
zemljiSta. Selekcijom propustene svetlosti u taéno odredenom opsegu talasnih duZina suncevog
spektra filmovi ostvaruju specifican efekat na biljke [94,95]. Tamni filmovi od polietilena male
gustine (LDPE, engl.-Low Density Polyethylen) su najcesée upotrebljavani u agroindustriji za
sprecavanje razvoja korova, blokirajuci prolazak svetlosti u okviru PAR regiona, a dodatno korisno
svojstvo ostvaruju i kroz zagrevanje tla ispod filma [89,91]. Plavo-ljubicasta sunceva svetlost ima
stimulativni efekat na stomin aparat kod biljaka, a ista svetlost utice 1 na razvoj nekih gljiva, dok je
crveni deo spektra od kljuéne vaznosti za osnovne morfogenetske procese kod biljaka [95]. Slabo
izracivanje sa povrsine listova, dovodi do izduZivanja izdanaka 1 listova, dok istovremeno utic¢e na
smanjeno plodonosenje i cvetanje biljaka, kao i kvalitet polena [91]. Opticka svojstva filmova za
malciranje uticu i na pojavu Steto¢ina i razvoj bolesti kod razlicitih gajenih kultura. Svetlost ultra-
ljubic¢astog (UV) dela spektra neophodna je za sporulaciju nekih biljnih plesni, kao i orijentaciju i
aktivnost insekata, pa filmovi koji blokiraju ovu svetlost mogu imati koristan efekat u sprecavanju
pojave ovih $tetnih organizama [98].

2.4.2 Mehanic¢ka svojstva polimernih filmova namenjenih upotrebi u agroindustriji

Mehanicka svojstva filmova sa namenom upotrebe u agroindustriji od klju¢nog su znacaja,
jer direktno odreduju njihovu trajnost i funkcionalnost. Tokom postavljanja, kao i tokom njihove
upotrebe, a takode i pod dejstvom razlicitih klimatskih uslova, filmovi za malciranje trpe razlicite
mehanicke stresove, i stoga bi trebalo da zadovolje odredene zahteve koji se tiCu pre svega njihove
jacine 1 fleksibilnosti [89]. Jacina i fleksibilnost filmova, kao najvaznije osobine filmova za
malciranje zemljiSta, 1 uopSteno upotrebu na polju, uobicajeno se procenjuju odredivanjem zatezne
¢vrstoce 1izduzenja pri kidanju u testu opterecenja, Koris¢éenjem univerzalne masine za istezanje, tzv.
kidalice, koja mereci silu istezanja i pomeraj, daje podatak o primenjenom naponu i izduzenju
ispitivanog materijala.
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Zatezna Cvrstoca i izduZenje pri kidanju odreduju se sa krive napon-deformacija dobijene u
testu opterecenja, prema standardnoj metodi Americkog drustva za ispitivanje i materijale (American
Society for Testing and Materials — ASTM). Uobicajen izgled krive napon-deformacija za
hidrokoloidne filmove prikazan je na slici 2.3.

Napon, ¢

Y

Deformacija, €
Slika 2.3. Izgled krive napon — deformacija za hidrokoloidne filmove [88]

Zatezna C¢vrstoca (o) Se izrazava u MPa, a predstavlja koli¢nik maksimalne sile koju je
potrebno primeniti pre kidanja filma (cv) i pocetne povrsine poprecnog preseka filma. Izduzenje pri
kidanju (¢) mera je fleksibilnosti filma i predstavlja se kao procenat promene pocetne duzine uzorka
filma pre kidanja (eg). Jo$ jedna veli¢ina, koja predstavlja meru rigidnosti filmova, odnosno Jungov
modul elasti¢nosti Y=cL/eL, moZze se odrediti sa nagiba krive.

Osnovni zahtevi o jacini i fleksibilnosti konvencionalnih plasti¢nih filmova za potrebe
agroindustrije, odnosno malciranja zemljiSta regulisane su propisima evropskog standarda EN 13655
[99], koji se primenjuje za razli€ite tipove plasti¢nih filmova debljine od 10-250 um. Uopsteno za
konvencionalne plasti¢ne filmove (PE, LDPE, HDPE, PVC) debljine u opsegu od 10-50 pum, zahtevi
za vrednosti zatezne ¢vrstoce krecu se od 15-25 MPa, dok su minimalne vrednosti izduZenja pri
kidanju propisane EN 13655 izmedu 180-300 %. Standardne metode i standardni zahtevi koji se ti¢u
biorazgradivih filmova kao i prevlaka formiranih sprej-tehnikama, nisu jo§ uvek dostupni.
Utvrdivanje mehanickih svojstava ovih materijala odreduje se formiranjem filmova rasprSivanjem u
kalupe i testiranjem formiranih filmova standardnim metodama uz pomo¢ kidalice [89].

2.4.3 Barijerna svojstva polimernih filmova namenjenih upotrebi u agroindustriji

Barijerna svojstva filmova i prevlaka namenjenih upotrebi u agroindustriji, odnose se pre
svega na mogucnost smanjivanja ili sprecavanja stepena isparavanja vode sa povrSine zemljiSta, kao
I kontrole oticanja hranljivih materija sa poljoprivrednih povrsina. Upotrebom malcirajucih filmova
u ovom smislu se zna¢ajno mogu smanjiti zahtevi za navodnjavanjem, kao 1 ublaziti razliciti fizioloSki
poremecaji kod biljaka, vezani za sadrzaj vode ili hranljivih materija [100,101]. Uopsteno, nakon
pokrivanja zemljiSta filmom, stepen prenosa vlage izmedu zemljiSta i okolne sredine trebalo bi da
bude minimalan. Smanjenjem stepena isparavanja vode, filmovi za malciranje utiCu na stvaranje
povoljnog vodnog rezima zemljiSta, uspostavljanjem odgovarajucih uslova vlage neophodne za rast
biljke. Plasticni mal€evi mogu o€uvati visok stepen vlaznosti i povecati efikasnost iskori§¢enja vode
kod velikog broja kultivara. Njihova efikasnost u velikoj meri zavisi ne samo od tipa materijala, vec¢
1 od tipa zemljiSta, kultivara i nacina navodnjavanja. Vecina autora beleZi pozitivan uticaj malceva
na povecanje efikasnosti iskori$¢enja vode, u poredenju sa nepokrivenim zemljistem [102,103].
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Povecanje vlaznosti zemljiSta putem malCiranja pripisuje se izrazitoj nepropusnosti plasticnih
filmova za molekule vodene pare. Jednostavno, sluzeéi kao fizicka prepreka vodenoj pari, ¢ak i u
uslovima sredine koju karakteriSe povecan stepen isparavanja, zemljiSte prekriveno maléem cCe
zadrzati vlaznost.

2.4.4 Prirodni polimeri u agroindustriji — polisaharidni filmovi

Od prirodnih polimera sa odlicnim kapacitetom formiranja filmova, a koji poseduju pozeljna
svojstva kao Sto su: biokompatibilnost, biorazgradivost i1 netoksicnost, izdvajaju se polisaharidi.
Razlic¢iti filmovi na bazi skroba, celuloze, hitina i hitozana, glukomanana i drugih, mogu se dizajnirati
tako da poseduju fizicke karakteristike slicne plasticnim filmovima, a sa dodatnim povoljnim
svojstvom potpune razgradnje i potencijalnim pozitivnim uticajem na rast biljaka [96,104-107].

Inovativni pristup u formiranju malc¢eva, ukljuCuje formiranje tankih prevlaka odnosno
filmova, upotrebom sprej tehnologije. Naime, tanke zastitne membrane, odnosno prevlake, mogu se
formirati direktnim rasprsivanjem vodenih, ili vodeno-alkoholnih rastvora polisaharida na povrSini
zemljista. Ovakve prevlake rezultat su formiranja kompleksa polielektrolita, interakcijom anjonskih
funkcionalnih grupa polielektrolita sa metalnim katjonima, ili reakcije na interfazi vodenih rastvora
polielektrolita sa funkcionalnim grupama suprotnog naelektrisanja [9]. Utvrdeno je da se
polisaharidni hidrogelovi, odnosno filmovi dobro zadrzavaju na povr§inama kao $to su tlo i listovi
biljaka [94,108]. Dodatkom odredenih komponenti u polisaharidne filmogene rastvore, na primer
celuloznih vlakana, pSeni¢nih mekinja, ¢adi, kao 1 prirodnih plastifikatora (glicerola i poliglicerola)
mogu se modifikovati mehanicke i1 opticke karakteristike i na kraju poboljsati mal¢irajuca svojstva
ovih prevlaka [88]. Takode, dodatkom razli¢itih bioaktivnih komponenti mogu se funkcionalizovati
tako da ostvare ne samo biostimulatorni efekat, ve¢ mogu imati ulogu bio-herbicida, insekticida ili
fungicida koji se inace sprej-tehnologijom nanose na tlo, semena, ili biljku u standardnoj
poljoprivrednoj praksi.

U okviru grupe polisaharida poreklom iz morskih algi, od posebnog interesa su agar i alginat,
pre svega zbog njihovih sposobnosti formiranja hidrogelova, odnosno filmova, kao i zbog
dokumentovanog pozitivnog uticaja koje ovi polimeri imaju na rast i razvoj biljaka [10,17,88].

2.4.5 Agarialginat - strukturna svojstva i moguénosti funkcionalizacije za pripremu filmova
namenjenih upotrebi u agroindustriji

Agar pripada klasi galaktana, polisaharidima ekstrahovanim iz tela crvenih algi (najcesce iz
familije Gelidiaceae) i ima funkciju odrzavanja strukturnog integriteta tela alge, analogno celulozi
kod zemlji$nih biljaka. Generalno, agari poti¢u od neutralnog polimera agaroze, koji ima veliku
sposobnost formiranja gelova, i agaropektina, sulfatovanog polisaharida slabih gelirajucih svojstava
koji nakon prerade sirove biomase uglavnom biva uklonjen [109]. Agaroza, geliraju¢i deo agara,
predstavlja linearni molekul sastavljen od ponavljajuéih jedinica 3,6-anhidro-a-L-galaktoze i B-D
galaktoze povezanih 1,31 1,4 glikozidnim vezama. Agar je nerastvorljiv u vodi na sobnoj temperaturi,
dok na temperaturama izmedu 85 1 100 °C dolazi do njegovog rastvaranja. O¢vr§¢avanje, odnosno
geliranje agara odvija se na temperaturama izmedu 30 i 40 °C, i zasniva se na promeni neuredene
konformacije, oblika jednostavne zavojnice koja postoji kada je agar u tecnom stanju, u rigidnu,
uredenu strukturu dvostrukih zavojnica koje, formiranjem zona povezivanja i agregacijom sa daljim
hladenjem, grade trodimenzionalnu poroznu polimernu mrezu [110] (slika 2.4).
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Slika 2.4. Hemijska struktura agara (A) i Sematski prikaz mehanizma geliranja agara (B) (preuzeto i
modifikovano od [110])

Alginati su polisaharidni polimeri zastupljeni u ¢elijskom zidu mrkih morskih algi (familija
Phaeophyceae) kao $to su: Ascophyllum sp., Laminaria sp., Fucus sp., Macrocystis sp. i nekih vrsta
roda Ecklonia [12,111]. U manjoj meri sintetiSu ih neke bakterije iz roda Azotobacter i Pseudomonas
u vidu egzopolisaharida [13]. Strukturno, alginati su linearni anjonski kopolimeri sastavljeni od dva
tipa monomera: B-D-manuronske (M) i a-L-guluronske (G) kiseline, povezane 1,4—glikozidnim
vezama (slika 2.5). U zavisnosti od vrste algi, guluronski (G) i manuronski (M) monomeri mogu biti
organizovani u vidu ponavljaju¢ih homopolimernih (GG ili MM) ili heteropolimernih (GM ili MG)
blokova unutar alginatnog lanca. Organizacija i odnos M-G blokova uti¢e na raznovrsnost hemijske
strukture, pre svega u pogledu molekulske mase, kao i na fizicko-hemijske osobine alginata.
Uopsteno, GG blokovi obezbeduju rigidniju stukturu alginata, dok MM blokovi daju fleksibilnost
[15,112].
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Slika 2.5. Hemijska struktura alginata
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Alginat je potpuno rastvorljiv u vodi, medutim u prisustvu dvovalentnih katjona, kao
posledica jakih veza koje se obrazuju izmedu COO™ grupe guluronata u alginatu i dvovalentnih
katjona, dolazi do formiranja stabilne trodimenzionalne strukture i gelova ogranicene rastvorljivosti
u vodi, poznate kao ,,egg-box” struktura [112] (slika 2.6). Sam proces geliranja je kooperativan u
kome je nakon vezivanja prvog jona, vezivanje svakog slede¢eg sve povoljnije [15]. Gelirajuca
svojstva alginata zavisi¢e od njegove strukture, kao i od tipa dvovalentnih jona. Vezivanje
dvovalentnih jona za G blokove alginata je favorizovano, a udeo G monomera, kao i molekulska masa
¢e odrediti kako ¢e blokovi monomera interagovati i rasporediti se unutar polimera, $to ¢e i uticati na
fizicka svojstva formiranih struktura [113].

Alginat

Slika 2.6. Prikaz ,,egg-box” strukture kao posledice geliranja alginata dvovalentnim katjonima, na
primeru jona Ca2* (preuzeto i modifikovano od [113])

Industrijska primena agara i alginata zasniva se upravo na njihovoj sposobnosti formiranja
hidrogelova, trodimenzionalnih hidrofilnih polimernih mreza. Formirani hidrogelovi zavisno od
specifi¢nih fizi¢kih ili hemijskih povezivanja mogu usvajati velike koli¢ine vode bez rastvaranja. U
agroindustriji, primenom na povrSini zemljiSta, agar i alginat mogu uticati na zadrzavanje vlaznosti
zemljiSta, pobolj$anje njegove strukture, §to dalje moze uticati na bolju aeraciju i kapilarnu aktivnost
zemljiSnih pora. Krajnji rezultat njihove primene je razvijeniji korenov sistem biljaka, kao 1
stimulacija aktivnosti korisne zemlji$ne mikrobiote i pospesen rast biljke [10]. S obzirom da i agar i
alginat poti¢u iz obnovljivih izvora, da su biorazgradivi i netoksi¢ni, izuzetno su interesantni i u
odrzivoj poljoprivrednoj praksi [114]. Dejstvom mikroorganizama, mogu se lako razgraditi, a
proizvode razgradnje, biljke mogu usvojiti ¢ime se dodatno moze pospesiti njihov rast [9,17].
Upotreba agara 1 alginata u agroindustriji u tom smislu odrazava ekoloski koncept kori§¢enja resursa.

Metodom izlivanja polimernog rastvora polisaharida uz naknadno otparavanje rastvaraca,
mogu se dobiti filmovi homogene strukture, i dobrih barijernih svojstava prema gasovima [112,115].
Medutim, Siru industrijsku primenu agara i alginata ogranicavaju njihova losa mehanicka i barijerna
svojstva u odnosu na vodenu paru, Sto je posledica hidrofilne prirode samih molekula. Takode, S
obzirom da su alginati potpuno rastvorljivi u vodi, kao takvi nisu pogodni za upotrebu u poljoprivredi
kao filmovi ili prevlake za malCiranje zemljiSta. Filmove na bazi alginata 1 agara odlikuje rigidna
struktura, $to je posledica medumolekulskih interakcija koje se ostvaruju izmedu polimernih lanaca.
Kako bi se povecala fleksibilnost 1 omogucilo lakSe rukovanje, polimernim rastvorima se ¢esto dodaju
plasifikatori (glicerol, poliglicerol, sorbitol i drugi) koji smanjuju interakcije izmedu polimernih
lanaca i na taj nacin povecéavaju elasti¢nost struktura [116]. U zavisnosti od krajnje namene filmova
na bazi ovih polisaharida, prirodna strukturna i funkcionalna svojstva mogu biti poboljSana razli¢itim
modifikacijama [117].

Funkcionalizacija polimernih materijala moze se vrSiti na viSe nacina: modifikacijom
materijala tokom sinteze, $to je uglavnom tesko kontrolisati; ubacivanjem aktivnih komponenti u
polimernu mreZzu tokom prerade, odnosno sinteza kompozita; ili modifikacijom povrsine polimernih
materijala, koriS¢enjem razliitih agenasa [15,118]. Najjednostavniji i naj¢e$¢i nac¢in modifikacije
jeste ubacivanje aktivnih komponenti jednostavnim umesavanjem u polimerni rastvor. Ovakav nacin
funkcionalizacije polimera je najprihvatljiviji i sa industrijskog aspekta, jer su potrebne neznatne
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modifikacije u procesu proizvodnje materijala, Sto doprinosi finansijskoj isplativosti. Odabir aktivnih
komponenti koje ¢e se dodati polimernoj mrezi, zavisi¢e od krajnje namene rezultujueg
funckionalnog materijala. Aktivne komponente mogu biti prirodnog porekla, kao $to su na primer
ekstrakti i etarska ulja razlicitih biljaka, produkti metabolizma mikroorganizama i drugo, koja imaju
izrazena antioksidativna, antimikrobna, antiinflamatorna i druga svojstva [105,119-121]. Takode,
radi poboljSanja mehanickih i barijernih svojstava polisaharida, u polimernu mrezu se mogu dodati i
razli¢ite bioloski aktivne komponente sintetskog porekla: Cestice i nanocestice oksida metala,
ugljeni¢na mikro- i nanopunila, nanoglina i drugo [122-125].

Ogranicavajuci Cinilac prilikom dodavanja aktivnih komponenti, odnosno punila u polimere,
jeste postizanje dobre disperzije unutar polimerne mreze, koja ¢e osigurati zadovoljavajucu aktivnost
funkcionalnog materijala. Svojstva polimernih kompozita zavise od prirode i intenziteta interakcija
na grani¢noj povrSini polimer-punilo. Intenzitet interakcija ¢e biti veéi §to je veca granicna
medupovrsina, tako da je jako vazno posti¢i dobru disperziju 1 uniformnu raspodelu Cestica punila u
polimernoj mrezi [126]. Medutim, ukoliko je koncentracija dodatih punila neadekvatna, ili postoji
nekompatibilnost sastavnih komponenti, moze do¢i do pojave aglomerata, razdvajanja faza i
destabilizacije strukture kompozitnog materijala. Bez obzira na na¢in umesavanja Cestica punila,
umesavanjem je teSko posti¢i homogenu raspodelu i spreciti njithovu aglomerizaciju u polimernoj
mrezi. Homogeniju raspodelu Cestica je moguce posti¢i njihovom in situ sintezom u polimernoj mrezi
polisaharida. Ovaj pristup se pokazao uspesnim prilikom sinteze agar/hidroksiapatit nanokompozita
za biomedicinsku primenu, gde je mineralna faza - hidroksiapatit, formirana u agarnoj mrezi
biomineralizacijom putem imerzione tehnike [127]. Medutim, prilikom ispitivanja moguénosti
primene istog principa biomineralizacije za sintezu biomaterijala na bazi agara i metala cinka,
pokazano je da se upotrebom imerzione tehnike, gde mineralni prekursori difunduju u hidrogel, a
zatim dolazi do reakcije izmedu njih i deponovanja mineralne faze unutar polimerne mreze, ne mogu
dobiti agarni filmovi homogene strukture [128]. Mineralna faza remeti prostorni raspored molekula
polisaharida, dolazi do kontrakcije i narusavanja strukture polimera. Nasuprot ovoj metodi, pokazano
je da je biomaterijale homogene strukture i dobre disperzije Cestica punila, moguce sintetisati
istovremenim formiranjem hidrogela 1 mineralne faze. Ovaj metod pokazao se uspeSnim za pripremu
biokompozita na bazi kalcijum alginata i hidroksiapatita u vidu mikrokuglica [129]. Metodom in situ
mineralizacije agara u prisustvu mineralnih prekursora i metala Zn 1 Cu, uspesno su sintetisani filmovi
poboljsanih mehanickih, barijernih 1 optickih svojstava sa dodatnom antimikrobnom funkcijom
[123,130,131]. Medutim, istim principom funkcionalizacije alginatnog polimera nije bilo moguce
dobiti homogene biokompozitne alginatne filmove [128].

Umrezavanje alginatnog polimera posredstvom dvovalentnih katjona, odnosno jonsko
umrezavanje predstavlja najjednostavniji i najé¢eS¢e koriS¢en metod u praksi, sa ciljem poboljSanja
mehanickih i barijernih svojstava alginatnih filmova. Joni kalcijuma najcesce su upotrebljavani kao
umrezavajuci agensi, najceS¢e u vidu soli hlorida, a pokazano je da tip soli ima uticaj na krajnja
svojstva formiranih filmova. Umrezavanje solima CaCly, usled njihove velike rastvorljivosti, bic¢e
veoma brzo i teze kontrolisano, dok ¢e umreZavanje slabije rastvorljivim solima kao na primer CaSO4
i CaCOs, omoguciti sporije i uniformnije geliranje [15,115,132]. Afinitet dvovalentnih jona za
vezivanje sa alginatom je razli¢it, i moZe se predstaviti slede¢im opadaju¢im redosledom: Pb?* > Cu?*
> Ba?" > Sr?* > Cd?* > Ca?* > Zn?* > Co?* > Ni?'[133]. Veéina katjona, vezuje se preferencijalno za
guluronske blokove dok se joni Cu?* sa jednakim afinitetom vezuju kako za guluronske, tako i za
manuronske blokove [134].

Krajnja svojstva alginatnih filmova zavisi¢e i od nacina uvodenja umrezavajuceg jona [113].
Naime, formiranje filmova izlivanjem filmogenog rastvora koji je dobijen direktnim meSanjem
alginata sa umrezavaju¢im agensom, cesto nije moguce. Usled trenutnog geliranja alginata u
prisustvu dvovalentnih katjona, dolazi do neujednaCenog geliranja, u smislu raspodele zona
povezivanja. Zone povezivanja, odnosno umrezavanja nisu rasporedene uniformno unutar celog
filma, pa su filmovi dobijeni ovom metodom loseg kvaliteta i nehomogene strukture [112,135]. U
cilju dobijanja filmova uniformnije strukture uveden je metod internog (unutrasnjeg ili in Situ)
geliranja, koji omogucava kontrolu uvodenja ili otpustanja umrezavajuceg katjona iz slabo rastvornih
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soli (CaSQO4, CaCO3, CaHPO,) sintezom kompozita metodom elektrostati¢ke ekstruzije [12,15,132].
Medutim, glavna mana internog geliranja je teSkoc¢a primene na industrijskom nivou. Stoga se smatra
da je eksterno geliranje, kako sa biotehnoloskog, tako i sa industrijskog aspekta, najpogodnija metoda,
jer omogucéava dobijanje homogenih filmova na jednostavan nacin, prostim potapanjem prethodno
formiranih alginatnih filmova u rastvor sa umrezavajuc¢im agensom. Veliki broj literaturnih podataka
ukazuje na pogodnost eksternog umrezavanja alginata u cilju poboljsanja mehanickih, barijernih i
funkconalnih karakteristika alginatnih filmova za razlicite primene [112,114,136].

Odabirom odgovaraju¢e metode sinteze kao i funkcionalizacije polimera agara i alginata,
moguce je dobiti strukture poboljSanih karakteristika za specifi¢cnu namenu. Formulacije na bazi agara
i alginata, danas nalaze primenu kao sistemi za kontrolisano otpustanje nutrijenata, biopesticida i
bioinsekticida, zadrzavanje vlage i spreavanje oticanja hranljivih materija sa poljoprivrednih
povrsina, kao i specificnih nosaca koji sadrze imobilisane PGP bakterije ili njihove metabolite
[68,105,137,138].
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3 CILJEVI RADA

Ciljevi ove doktorske disertacije izvedeni su iz polazne hipoteze da morska sredina predstavlja
bogat izvor organizama i bioaktivnih jedinjenja koji mogu imati pozitivan uticaj na rast biljaka.

Sagledavajuci negativan uticaj konvencionalnih agrotehnic¢kih mera i rastu¢e zahteve za
pronalazenjem novih ekoloskih i ekonomski prihvatljivin pristupa u poljoprivrednoj praksi,
postavljen je osnovni cilj istrazivanja: utvrdivanje biostimulatornog dejstva mikroorganizama
izolovanih iz morskog sedimenta, kao i hidrogelnih prevlaka, odnosno filmova na bazi polisaharida
poreklom iz morskih algi, na rast i zastitu biljaka.

Specifi¢ni ciljevi disertacije obuhvataju:

- izolaciju i karakterizaciju novih mikroorganizama iz morskog sedimenta koji poseduju
sposobnost stimulacije rasta biljaka;

- identifikaciju 1 karakterizaciju odabranog najpotentnijeg soja i utvrdivanje
mehanizama stimulacije biljnog rasta;

- utvrdivanje opsega dejstva i mogucnosti primene formulacija na bazi celija i
produkovanih metabolita odabranog novog bakterijskog soja, utvrdivanjem
antifungalne aktivnosti, fitotoksi¢nosti i uticaja na rast biljke;

- dobijanje funkcionalnih hidrogel prevlaka, odnosno filmova na bazi polisaharida
poreklom iz morskih algi (agara, alginata i njihovih meSavina) jednostavnom
procedurom izlivanja iz polimernog rastvora uz otparavanje rastvaraca,

- utvrdivanje optickih, mehanickih i barijernih osobina sintetisanih filmova kao
najvaznijih osobina za primenu u agroindustriji 1

- odredivanje bioloskih svojstava sintetisanih hidrogelnih prevlaka, odnosno filmova, u
pogledu antifungalne aktivnosti, odnosno zastite biljaka od patogena, kao i uticaja
razli¢itih formulacija na osnovne parametre rasta biljke.
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4 MATERIJAL | METODE

4.1 lzolacija mikroorganizama iz obalskog morskog sedimenta Crvenog mora

Izolacija mikroorganizama vrSena je metodom decimalnih razblaZzenja i zasejavanja na
selektivne mikrobioloske podloge. Za izolaciju mikroorganizama koris¢en je uzorak obalskog
sedimenta Crvenog mora, prikupljen sa dubine od 2 m sa lokaliteta Hurgada, Egipat sledecih
geografskih koordinata: 27°5'4.36” severne geografske sirine i 33°51'30.47" isto¢ne geografske
duzine.

Hranljive podloge koriS¢ene za izolaciju mikroorganizama;:

ISP1 bujon, ,,HiMedia Laboratories*, Indija

Sastav POAIOGE:........coveiieeceee e g/L
Hidrolizat kazeina 50
Ekstrakt kvasca 3,0
Agar (za ISP1 agar, ISP1A) HiMedia 15,0

Laboratories, Indija
R2 bujon, modifikovan

Sastav podloge: g/L
Tripton 0,25
Hidrolizat kazeina 0,75
Ekstrakt kvasca 0,5
Glukoza 0,5
Skrob 0,5
Kalijum-hidrogenfosfat 0,3
Natrijum-piruvat 0,3
Magnezijum-sulfat 0,024
Natrijum-hlorid, Centrohem, Srbija 20,00
Agar (za R2 agar, R2A), HiMedia Laboratories, 15,0
Indija

Tripton soja bujon (TSB), ,,Torlak®, Srbija

Sastav POAIOGE .....c.ooviiiieic s g/L
Pepton od kazeina 17,25
Soja pepton 3,0
Glukoza 2,50
Natrijum-hlorid 50
Kalijum-hidrogen fosfat 2,5
Agar (za tripton soja agar,TSA) HiMedia 15,0

Laboratories, Indija

Mikrobioloske podloge su pripremane rastvaranjem tacno odmerene koli¢ine svakog od
sastojaka, prema recepturi proizvodaca, u destilovanoj vodi i sterilisanjem u autoklavu (Sutjeska,
Srbija) na 121°C u trajanju od 20 minuta.

Fiziolo§ki rastvor je pripreman rastvaranjem 8,5 g NaCl (Centrohem, Beograd, Srbija) u 1L
destilovane vode. Pripremljen rastvor je rasporeden u epruvete po 9 mL i sterilisan u autoklavu na
121 °C u trajanju od 20 minuta.

Postupak:

Tacno odmerena koli¢ina sedimenta (1 g) je mehanicki homogenizovana u 9 mL fizioloskog
rastvora meSanjem na vorteksu. Zatim su iz ove suspenzije napravljena decimalna razblaZenja iz kojih
je uzorak zasejan na ¢vrste podloge ISP1A, TSA i R2A. Podloge su inkubirane dva dana na 30 °C i
morfoloski razlicite kolonije bakterija sa zasejanih c¢vrstih podloga su precis¢ene metodom
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iscrpljivanja. Prisustvo sporogenih mikroorganizama utvrdeno je na TSA hranljivoj podlozi
zasejavanjem decimalnih razblazenja koja su prethodno zagrevana na 80 °C u trajanju od 10 min.
Provera ¢istoce kultura vrsena je posmatranjem mikroskopskih preparata na svetlosnom mikroskopu
(Axio Imager A1, Carl Zeiss Microlmaging GmbH., Nemacka).

Dobijene c¢iste kulture su ¢uvane na kosom TSA i/ili ISP1 agaru na 4 °C do daljeg testiranja.
Sve izolovane ciste kulture uskladistene su na temperaturi od -20 °C u te¢noj podlozi (TS i ISP1) u
koju je dodato 10 % sterilnog glicerola i pridruzene jedinstvenoj kolekciji mikroorganizama Katedre
za biohemijsko inzenjerstvo i biotehnologiju, Tehnolosko-metalurskog fakulteta, Univerziteta u
Beogradu. Radne kulture bakterijskih izolata pripremljene su na sledeé¢i nacin: Sterilnom ezom sa
¢vrstih hranljivih podlloga (TSA i/ili ISP1A) pokupljeno je nekoliko kolonija svakog od izolata,
zasejano u ISP1 bujon i inkubirano na 30 °C na tresilici pri 150 obrtaja/min u trajanju od 24 h.

4.2 lzolacija bakterija stimulatora biljnog rasta

Odabir potencijalnih stimulatora biljnog rasta, odnosno PGP (engl. - Plant Growth
Promoting) bakterija, medu izolovanim sojevima izvrSena je ispitivanjem prisustva odabranih
direktnih i indrektnih mehanizama stimulacije biljnog rasta.

4.2.1 Direktni mehanizmi stimulacije biljnog rasta
4.2.1.1 Bioloska fiksacija atmosferskog azota

Sposobnost izolata da fiksiraju atmosferski N ispitana je zasejavanjem celijske suspenzije
radne kulture svakog od izolovanih bakterija (20 uL) na ¢vrstu podlogu koja ne sadrzi izvor azota i
inkubiranjem na 30 °C u trajanju od 10 dana [39]. Prisustvo bakterijskog rasta nakon inkubacije,
indikacija je sposobnosti fiksiranja N»2. Koris¢ena je Jensenova podloga za identifikaciju
azotofiksiraju¢ih bakterija sledeceg sastava (g/L):

Saharoza 20,0
Dikalijum fosfat 1,00
Magnezijum sulfat 0,50
Natrijum hlorid 0,50
Fvozde sulfat 0,10
Natrijum molibdat 0,005
Kalcijum karbonat 2,00
Agar 15,0

4.2.1.2 Sposobnost rastvaranja fosfata

Sposobnost izolata morskog sedimenta da rastvaraju neorganske fosfate je utvrdena
kvalitativno, zasejavanjem bakterijskih kultura na hranljivu podlogu obogaéenu neorganskim
fosfatom. KoriSc¢en je Pikovskaja agar (PA) sledeceg sastava (g/L):

Kvascéev ekstrakt 0,5
Glukoza 10,0
Kalcijum fosfat 50
Amonijum sulfat 0,5
Kalijum hlorid 0,2
Magnezijum sulfat 0,1
Mangan sulfat 0,0001
Fvozde sulfat 0,0001
Agar 15,0
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Od svake pojedinacne radne kulture izolata, 20 pL zasejano je u vidu kapi na centar PA
podloge. Inkubacija je trajala 7 dana na 30 °C. Pojava svetlih zona oko izraslih kolonija indikacija je
pozitivne reakcije, odnosno sposobnosti bakterija da rastvaraju neorganske fosfate. Indeks rastvaranja
fosfata (SI, engl. - Solubilization Index) utvrden je pomocu slede¢e formule [139].

__ precnik izrasle kolonije+prelnik svetle zone

SI

(4.1)

precnik izrasle kolonije

4.2.2 Indirektni mehanizmi stimulacije biljnog rasta
4.2.2.1 Antifungalna aktivnost

Sposobnost bakterijskih izolata da smanje i/ili sprece rast biljnih patogena testirana je
konfrontacijskim testom sa biljnim patogenim plesnima: Fusarium graminearum, Aspergillus flavus,
Alternaria sp., Mucor sp. (iz kolekcije kultura Instituta za kukuruz, Zemun Polje, Srbija). Plesni su
gajene na krompir-dekstroznom agaru (PDA, engl. - Potato Dextrose Agar, proizvodaca HiMedia
Laboratories, Indija), sedam dana na 25 °C. Kao radna kultura patogena kori§¢ena je suspenzija spora
koja je pripremana po metodi koju su predlozili Kim i saradnici [140]. Naime, nakon inkubacije plesni
7 dana na ¢vrstoj PDA podlozi, sterilnom ezom pokupljene su konidije sa povrSine izraslih
micelijuma i uronjene u 5 mL fizioloskog rastvora u koji je dodato dve kapi sterilnog glicerola.
Rastvori su snazno promesani kako bi se spore oslobodile, a zatim je rastvor filtriran kroz nekoliko
slojeva sterilne gaze. Broj spora u svakoj suspenziji sveden je na 10° spora po mL, razblazivanjem
uzorka odgovaraju¢om koli¢inom fizioloSkog rastvora i prebrojavanjem u hemocitometarskoj komori
uz pomoc¢ svetlosnog mikroskopa. Radna kultura bakterije pripremljena je na nacin kao §to je opisano
u 4.1 odeljku ove disertacije.

Spore plesni su zasejane u vidu kapi (20 uL) na centar PDA podloge, dok su bakterije (takode
u vidu kapi) zasejane u dve ta¢ke na udaljenosti od 2,5 cm od mesta inokulacije patogenom plesni.
Podloga zasejana samo sporama plesni predstavljala je kontrolu. Inkubacija je trajala 5 dana na 25 °C
u mraku, nakon ¢ega je zabeleZen rast plesni u kontroli i na Petri kutijama koje su osim plesni sadrzale
1 bakteriju. Na osnovu prec¢nika rasta plesni u kontroli (Ro) i precnika rasta plesni u prisustvu
bakterijskih izolata (R1), izraunat je stepen inhibicije rasta patogena (PGI, engl.-Percentage of
Growth Inhibition):

RO0-R1
RO

PGI, % = %100 (4.2)

Antifungalna aktivnost izolata je procenjena na osnovu dobijenih vrednosti PG, a izolati su

klasifikovani na one sa: veoma visokom (PGI> 75 %), visokom (PGl= 61-75 %), umerenom (PGl=
51-60 %) i niskom (PGI< 51 %) antifungalnom aktivnosc¢u [141].

4.2.2.2 Sposobnost proizvodnje hidrolitickih enzima

Sposobnost bakterijskih izolata iz morskog sedimenta da proizvode hidroliticke enzime:
proteaze, celulaze, hitinaze i amilaze, odredena je kvalitativno, gajenjem na podlogama obogacenim
supstratima datih enzima.

Izolati su gajeni na osnovnoj podlozi sledeceg sastava: KoHPO4 3 g/L, KH2PO4 1 g/L, MgSO4
0,5 g/L, kvascev ekstrakt 3 g/L i agar 15 g/L. Za ispitivanje proteoliticke aktivnosti u osnovnu
podlogu dodato je obrano mleko (finalne koncentracije 1%), odnosno mikrokristalna celuloza (CMC)
finalne koncentracije 0,5 % za ispitivanje celuloliticke aktivnosti. Za ispitivanje amiloliticke
aktivnosti u osnovnu podlogu dodat je rastvorljivi skrob finalne koncentracije 1 %, a za utvrdivanje
hitinoliticke aktivnosti dodat je koloidni hitin finalne koncentracije 0,5 %. Koloidni hitin je
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pripremljen od hitina iz oklopa kraba upotrebom koncentrovane hlorovodoni¢ne Kiseline po metodi
koju su opisali Hsu i Lokvud [142].

Sveze bakterijske kulture su zasejane u vidu kapi (20 pl) na povrSinu pripremljenih ¢vrstih
podloga sa odgovarajuc¢im supstratom i inkubirane na 30 °C u trajanju od 48-72 sata. Pojava svetlih
zona oko izraslih kolonija je smatrana pozitivnom reakcijom i indikacijom hidroliticke aktivnosti
bakterije. Radi bolje vizuelizacije zona, sve ploce prelivene su malom koli¢inom Lugolovog rastvora
(2 g KI, 1gl2u300 mL destilovane vode).

4.3 Karakterizacija i identifikacija odabranog izolata PPM3
4.3.1 Odredivanje morfoloskih i fizioloSkih karakteristika izolata PPM3

Makromorfoloske krakteristike (oblik i izgled kolonija, boja i tip rasta kolonija) ispitane su
posmatranjem izraslih kolonija na povrsini ¢vrstih hranjlivih podloga.

Mikromorfoloska svojstva kultura (oblik i veli¢ina éelija, bojenje po Gramu, prisustvo i oblik
spora) ispitana su mikroskopskim pregledom preparata na svetlosnom mikroskopu, koriste¢i uljanu
imerziju, pri uvelicanju objektiva od 100x. Za bojenje mikrobioloskih preparata koris¢eni su
standardni reagensi za bojenje po Gramu: kristal violet, Lugolov rastvor, 95 % etanol i safranin.

Biohemijske karakteristike odabranog izolata PPM3 odredene su izvodenjem standardnih
oksido-fermentacionih testova: katalaza test, oksidaza test, redukcija nitrata, produkcija indola,
koriséenje citrata, Metil red i Vog-Prosker test (MR/VP) i drugi, pratec¢i standardne metode opisane
u Berdzijevom priru¢niku sistematske bakteriologije (engl.-Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology) [143]. Za odredivanje sposobnosti fermentacije secera koriséen je AP150 CHB sistem
(BioMérieux, France) prate¢i uputstva proizvodaca. Enzimatski profil odabranog izolata PPM3
odreden je upotrebom gotovog paketa API ZYM (BioMérieux, France) pratec¢i uputstva proizvodaca.
Za sve testove korisc¢ena je radna kultura izolata PPM3 pripremljena na nacin kao §to je opisano u
odeljku 4.1 ove disertacije.

4.3.2 Odredivanje ekoloskih karakteristika izolata PPM3
4.3.2.1 Temperaturni opseg i optimum rasta bakterije

Sposobnost rasta na razli¢itim temperaturama ispitana je u ISP1 te¢noj podlozi. Nekoliko
kolonija prekono¢ne kulture sa ISP1 agara, pokupljeno je sterilnom ezom i zasejano u 10 mL ISP1
bujona. Inkubacija je trajala 24 h na 30 °C. Nakon inkubacije, izrasle kulture su koriS¢ene za
zasejavanje novog ISP1 bujona koji je potom inkubiran na razli¢itim temperaturama: 4 °C, 15 °C, 25
°C, 30 °C, 37 °C, 45 °C, 50 °C i 55 °C. Pogetni broj ¢elija iznosio je 10° CFU (engl — Colony Forming
Units) po mL. Rezultati su oc€itani nakon 3 dana. Sposobnost rasta na testiranoj temperaturi
procenjena je spektrofotometrijski, mereci stepen zamucéenja bujona na talasnoj duzini od 600 nm na
uredaju Shimadzu UV 1800 (Shimadzu, Kjoto, Japan). Slepu probu predstavljala je sterilna ISP1
tecna podloga.

4.3.2.2 pH opseg i optimum rasta bakterije

Za ispitivanje tolerancije izolata PPM3 na razli¢ite pH uslove sredine kulture su zasejane u
ISP1 te¢nu podlogu ¢ija je pH vrednost pre sterilizacije podesena na: 2, 3, 4, 5,7, 8,9, 10 i 11.
Podesavanje pH podloge postignuto je dodavanjem 1M rastvora HCI ili 1M rastvora NaOH. Kao
kontrolni uzorak koris¢en je ISP1 bujon pripremljen po standardnoj proceduri sa destilovanom vodom
¢ija je pH iznosila 6. Sposobnost rasta je procenjena analogno proceduri opisanoj u odeljku 4.3.2.1.
spektrofotometrijski, poredenjem optickih gustina merenih na 600 nm na uredaju Shimadzu UV 1800.
Kao slepa proba upotrebljena je sterilna ISP1 tecna podloga.
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4.3.2.3 Tolerancija soli

Za ispitivanje tolerancije izolata PPM3 na prisustvo razli¢itih koncentracija soli u sredini,
bakterija je gajena u ISP1 tecnoj podlozi, koja je sadrzala slede¢e koncentracije NaCl: 2 %, 5 %, 7 %
1 10 %. Kao kontrolni uzorak kori$¢ena je ISP1 te¢na podloga bez dodate soli. Procedura je analogna
proceduri opisanoj u odeljku 4.3.2.1. a inkubacija je trajala 48 h na 30 °C. Sposobnost rasta je
procenjena spektrofotometrijski, poredenjem optic¢kih gustina merenih na 600 nm na uredaju
Shimadzu UV 1800. Za slepu probu upotrebljena je sterilna ISP1 te¢na podloga.

4.3.3 Molekularna identifikacija i karakterizacija izolata PPM3

Materijal:
Bakterijske kulture:

-1zolat iz morskog sedimenta oznake PPM3

-Referentni soj Bacillus amyloliquefaciens ATCC 23350T
Potrebni rastvori:
e 1M TRIS-HCI pufer pH 8,8: 60,57 g Tris (hidroksimetil)-aminometana je rastvoreno u 500 mL
destilovane vode, pH rastvora je podeSen na 8,8 dodatkom 1M HCI.
e 0,5MEDTA: 18,69 di-natrijum-etilendiamintetraacetata je rastvoreno u 100 mL destilovane vode
uz neprestano mesanje. pH rastvora je podesen na 8 dodatkom 1M NaOH.
e 3M NaCl: 17,4 g natrijum hlorida je rastvoreno u 100 mL destilovane vode. Rastvor je filtriran a
zatim sterilisan u autoklavu i ¢uvan na sobnoj temperaturi do dalje upotrebe.
e 3M Na-acetat: 24,6 g natrijum acetata je rastvoreno u 100 mL destilovane vode, pH rastvora je
podesen na 8. Rastvor je filtriran, a zatim sterilisan u autoklavu i ¢uvan na sobnoj temperaturi do dalje
upotrebe.
e TEN pufer: 4 mL 1M Tris-HCI pufera (pH 8,8) pomesano je sa 800 uL 0,5M EDTA (pH 8) i 40
mL 3M NaCl. Zatim je dodata destilovana voda do kona¢ne zapremine od 400 mL. Rastvor je filtriran
a zatim sterilisan u autoklavu i ¢uvan na sobnoj temperaturi do dalje upotrebe.
e Kiseli fenol-hloroform: Rastvor je pripremljen otapanjem fenola i mesanjem sa hloroformom i
destilovanom vodom u zapreminskom odnosu 1:1:0,2 u sudu zagrejanom na 42 °C. U ovako
pripremljen rastvor dodat je hinolin do razvijanja intenzivne Zute boje. Rastvor je potom ostavljen u
frizideru na +4 °C, preko no¢i.
e Neutralni fenol-hloroform: Rastvor je pripremljen meSanjem kiseliog fenol-hloroforma i 1M
Tris-HCI pufera (pH 8,8) u zapreminskom odnosu 1:0,5. Rastvor je potom snazno promuckan i
ostavljen u frizideru preko no¢i na +4 °C. Gornja faza je odbacena a u donju fazu dodat je 0,1 M HCI
u zapreminskom odnosu 1:0,5. Rastvor je snazno promuckan i ostavljen u frizideru preko no¢i na 4
°C. Rastvor je ¢uvan u tamnoj boci u frizideru na +4 °C. Za potrebe eksperimenta koriS¢ena je donja
obojena faza.
e 1M MgCI; pripremljen je rastvaranjem 0,95 g magnezijum-hlorida u 5 mL destilovane vode.
e TAE koncentrovani pufer: 24,2 g Tris (hidroksimetil)-aminometana rastvoreno je u 60 mL
destilovane vode meSanjem na magnetnoj mesalici. Zatim je u ovaj rastvor dodato 10 mL 0,5 M
EDTA (pH 8), 5,71 mL sircetne kiseline i destilovana voda do kona¢ne zapremine od 100 mL. Kao
radni rastvor kori$¢en je rastvor TAE pufera razblazen 50 puta.
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4.3.3.1 lzolacija hromozomalne DNK

DNK je izolovana iz Cistih kultura metodom sa fenol-hloroformom [144] uz odredene
modifikacije:

Jedna do dve kolonije Ciste bakterijske kulture, sterilnom ezom pokupljene su sa ¢vrste TSA
hranljive podloge i suspendovane u 900 puL TEN pufera snaznim mesanjem na vorteksu. Celijska
suspenzija je zatim centrifugirana 5 minuta na 10000 obrtaja/min, nakon cega je celijski talog
resuspendovan u istoj koli¢ini TEN pufera i centrifugiran dodatnih 5 min, na 13000 obrtaja/min.
Korak je ponovljen dva puta. U suspenziju je zatim dodato 200 pL natrijum dodecil sulfata (SDS,
engl.-Sodium Dodecyl Sulfate) i mala kolicina mikrostaklenih kuglica i uzorak je promesan
vorteksiranjem 30 sekundi, ¢ime se obezbedilo mehanic¢ko razaranje celija. Nakon mehanickog
razaranja ¢elija dodato je 100 pL rastvora neutralnog fenol-hloroforma i uzorak je snazno izmesan,
vorteksiranjem 30 s. Uzorak je zatim centrifugiran 5 min na 13000 obrtaja/min i odvojena je gornja
providna faza. Gornja providna faza, preneta je u cistu ependorf tubu i postupak sa fenol-
hloroformom ponavljan je sve do nestanka interfaze bele boje. U uzorak je potom dodata 1/10
zapremine 3M Na-acetata i u odnosu 1:1 izopropanol. Uzorak je ostavljen da stoji 5 min na sobnoj
temperaturi, a zatim je centrifugiran 5 min na 13000 obrtaja/min. Nakon odbacivanja supernatanta,
uzorak je jos jednom kratko centrifugiran i sva te¢nost je odstranjena. Talog, u kome se nalazi DNK
ispitivanog mikroorganizma, je zatim resuspendovan u rastvoru dobijenom mesanjem 100 pL 3M
Na-acetata, 10 pL MgCl2i 890 pL ultra ¢iste vode. U ovaj rastvor je dodato 700 pL 96 % etanola
ohladenog na -20 °C i uzorak je ostavljen na sobnoj temperaturi preko no¢i, a zatim centrifugiran 5
minuta na 13000 obrtaja/min. Supernatant je odstranjen a zatim je uzorak dodatno dehidratisan
suspendovanjem u 700 pL 75 % etanola i ponovo centirfugiran 5 min na 13000 obrtaja/min.
Supernatant je odstranjen, a DNK talog ostavljen da se potpuno osusi.

Nakon susenja DNK uzorak je suspendovan u 50 uL ultra ¢iste destilovane dejonizovane vode
i proveren elektroforezom na agaroznom gelu nanosenjem 5 puL uzorka, odnosno DNK matrice, na 1
% agarozni gel (50 mL) i posmatranjem traka na UV svetlu. Za vizualizaciju DNK trake kori$éen je
etidijum bromid (1,2 pL) koji je dodat direktnim umesavanjem u agarozni gel pre o¢vrs§éivanja.

4.3.3.2 Lancana reakcija polimerizacije

Dobijena DNK je koris¢ena kao obrazac za umnozavanje (amplifikaciju) gena metodom
lanc¢ane reakcije polimerizacije DNK (Polymerase Chain Reaction, PCR). Za umnozavanje DNK
sekvence koja kodira 16S ribozomalnu RNK (16S rRNK) male subjedinice ribozoma kori$éeni su
univerzalni bakterijski prajmeri: 27 FOR 5°’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’ 11492 REV 5’-
CGG TTA CCT TGT TAC GAC-3’ [145]. Za umnozavanje gyr A gena Kkoji kodira subjedincu A
DNK giraze korisc¢eni su sledeci prajmeri: gyrA-FOR5'-CAG TCA GGA AAT GCG TACGTCCTT-
3" 1 gyrA-REV 5'-CAA GGT AAT GCT CCA GGC ATT GCT-3’ [146]. PCR reakciona zapremina
iznosila je 50 pL i sadrzala je: 25 ulL GoTaq Green PCRMaster Mix smese (Promega, USA), po 1 uL
svakog prajmera, 22 uL ultraciste destilovane dejonizovane vode i 1 puL izolovane genomske DNK.
Svaka PCR reakcija izvedena je uz negativnu kontrolu koju je ¢inila smesa svih reagenasa, a umesto
DNK dodata je ultracista dejonizovana destilovana voda.

PCR reakcija je izvedena u automatizovanom termalnom uredaju QB-24 (LKB, Austria)
upotrebom programa koji je sadrzao slede¢e parametre: inicijalnu dentaturaciju od 4 min na 95 °C,
30 ciklusa denaturacije na 95 °C u trajanju od 30 s, vezivanje prajmera na 55 °C u trajanju od 1 min
i elongaciju na 72 °C u trajanju od 3 minuta, dok je konacna elongacija izvedena na 72 °C u trajanju
od 10 min, za obe PCR reakcije.

Dobijeni PCR produkti su detektovani horizontalnom elektroforezom na 1 % agaroznom gelu,
I posmatrani na UV svetlu. Za vizualizaciju fragmenata, koriscen je etidijum bromid dodat direktno
u 1 % agarozni gel pre o¢vrscavanja i izlivanja (1,2 pL na 50 mL gela). Veli¢ine dobijenih fragmenata
su odredivane poredenjem sa DNK markerom poznate duzine (1 kb, Invitrogen,Termo Fisher
Scientific, SAD). PCR produkti su zatim precisceni koris¢enjem gotovog paketa QiaquickPCR
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Purification Kit (Qiagen, USA) prema uputstvu proizvodaca. Umnozena DNK je sekvencionirana
automatizovanim DNA analyzer 3730xl (Applied Biosystems, Foster City, USA) koris¢enjem
BigDye™ cycle sequencing kit (Applied Biosystems, FosterCity, CA) u Macrogen Europe Inc.
(Amsterdam, Holandija). Obrada sekvenci je izvrSena uz pomo¢ ClustalW softvera dostupnom na
GenomeNet platformi. Analiza sli¢nosti dobijenih sekvenci sa sekvencama dostupnim u GenBank
bazi podataka, odredena je putem Basic Local Alignment Tool (BLAST) algoritma na NCBI serveru
(National Centre for Biotechnology Information, Bethesda, Maryland, USA). Konsenzus sekvence
su deponovane u GenBank bazu podataka i dodeljeni su im pristupni brojevi (GenBank Accession
Number).

4.4 Utvrdivanje mehanizama bioloSke kontrole i potencijala primene metabolita odabranog
izolata Bacillus sp. PPM3

4.4.1 Ispitivanje antifungalne aktivnosti ekstracelijskog filtrata izolata Bacillus sp. PPM3

Antifungalna aktivnost ispitana je odredivanjem procenta inhibicije rasta patogena,
poredenjem precnika rasta plesni izraslih na podlozi koja sadrzi ekstracelijski filtrat (EF) odabranog
izolata PPM3, sa kontrolnim ploc¢ama bez bakterijskog EF. Radna kultura izolata Bacillus sp. PPM3,
pripremljena je kao sto je opisano u odeljku 4.1 ove disertacije. Kultura je zasejana u 50 mL sterilne
ISP1 te¢ne podloge, tako da je krajnja koli¢ina inokuluma iznosila priblizno 2x108 CFU/mL
(ODesonm= 0,1) i inkubirana 48 h na 30 °C uz konstantno meSanje. Nakon inkubacije suspenzija je
centrifugirana 15 min pri brzini od 9000 obrtaja/minuti, ¢elije su odbacene, a ekstracelijska te¢nost
je sakupljena i filtrirana kroz sterilni filter promera pora 0,22 um (LLG, PES). Na ovaj nacin dobijen
je ekstracelijski filtrat izolata (EF) Bacillus sp. PPM3.

Sterilna PDA ¢vrsta podloga otopljena je zagrevanjem u vodenom kupatilu, a zatim je
temperatura podloge snizena na 45 °C i u nju je sterilno dodat EF Bacillus sp. PPM3 krajnje
koncentracije 10 zapreminskih %. Podloga sa EF snazno je promesana vorteksiranjem i po 5 mL
odmabh je izliveno u Petri kutije pre¢nika 45 mm. Podloge su zatim ostavljene da se stegnu na sobnoj
temperaturi. Nakon ocvrs¢avanja, podloge su ostavljene u termostatu na 37 °C preko no¢i, radi
provere sterilnosti.

Antifungalna aktivnost ispitana je na sledeé¢i na¢in: Po 5 pL suspenzije spora (1x10° spora u
mL) svake od ispitivanih plesni pojedinacno, zasejano je u vidu kapi na centar prethodno
pripremljenih PDA podloga koje su sadrzale EF Bacillus sp. PPM3, kao i na kontrolne ploce koje su
sadrzale samo sterilnu PDA podlogu. Rast plesni zabeleZen je nakon 5 dana inkubacije na 25 °C u
mraku. Stepen inhibicije rasta plesni (PGI) je izracunat prema formuli 4.2 kao §to je navedeno u
odeljku 4.2.2.1 ove disertacije. Eksperiment je izveden u tri ponavljanja a rezultati su prikazani kao
srednje vrednosti uz standardnu devijaciju.

4.4.2 lspitivanje uticaja ekstracelijskog filtrata Bacillus sp. PPM3 na germinaciju spora
patogenih plesni

Efekat EF Bacillus sp. PPM3 na germinaciju spora patogenih plesni je ispitan u te¢noj kulturi.
Naime, odredena zapremina bakterijskog EF pomeSana je sa suspenzijom spora svake od plesni
pojedina¢no (1x10° spora u mL) u odnosu 1:1, suspenzije su snazno promesane i inkubirane tokom
24 h na 25 °C u stati¢kim uslovima. U kontroli, EF zamenjen je sterilnom ISP1 te¢nom podlogom.
Nakon inkubacije, izraunata je stopa germinacije spora uzoraka i kontrole, brojanjem germiniranih
spora u hemocitometarskoj komori na svetlosnom mikroskopu, prate¢i metodu Drobija i saradnika
[147]. Eksperiment je izveden u tri ponavljanja i rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti uz
standardnu devijaciju.
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4.4.3 Ispitivanje uticaja ekstracéelijskog filtrata Bacillus sp. PPM3 na strukturu ¢elija plesni

Antagonisticki efekat odabranog izolata Bacillus sp. PPM3 ispitan je na nivou mikrostrukture
plesni. Sa ivice aktivno rastu¢eg micelijuma plesni gajenih na PDA podlozi koja je sadrzala EF
Bacillus sp. PPM3, kao i kontrolnih ploca, sterilnim skalpelom uzet je deo micelijuma i pripremljen
je nativni preprat koji je posmatran na svetlosnom mikroskopu (Zeiss, Axio imager. Al) pri
uveli¢anju objektiva od 20x i 40x. Fotografije su automatski zabelezene uz pomo¢ kamere
AxioCamMRC Camera i softvera Axio Vision Software (Zeiss).

4.4.4 Ispitivanje stabilnosti ekstracelijskog filtrata izolata Bacillus sp. PPM3

Ispitana je stabilnost EF Bacillus sp. PPM3 nakon sledecih tretmana prate¢i metodu koju su
opisali Romero i saradnici [55]:

e pH tretman- pH vrednost ekstracelijskog filtrata podeSena je na 3, 7 1 10
upotrebom 1N NaOH ili 1IN HCI u trajanju od 20 min;

e temperaturni tretman- ekstracelijski filtrat izolata PPM3 inkubiran je na
temperaturama: 50, 70 i 121 °C u trajanju od 20 minuta;

e enzimski tretman-ckstracelijski filtrat tretiran je enzimom proteinazom K (20
mg/mL, Sigma Aldrich, USA) 60 min na 45 °C.

Nakon svih tretmana, ispitana je antifungalna aktivnost tretiranog EF Bacillus sp. PPM3 na
isti nacin kao S§to je opisano u odeljku 4.2.2.1 ove disertacije. Netretirani EF Bacillus sp. PPM3 je
predstavljao kontrolu. Rezultati stabilnosti su prikazani kao rezidualna antifungalna aktivnost (RAA,
%) EF nakon svakog od tretmana, prema sledec¢oj formuli:

RAA %=Rt/R*100 (4.3),

gde je RAA rezidualna antifungalna aktivnost EF; Rt-poluprec¢nik izrasle micelije na plo¢ama
sa tretiranim EF; R- polupre¢nik izrasle micelije na kontrolnim plo¢ama.

Eksperiment je izveden u tri ponavljanja i rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti uz
standardnu devijaciju.

445 Detekcija gena za sintezu lipopeptida

Genomska DNK je izolovana iz prekono¢ne kulture izolata Bacillus sp. PPM3 i referentnog
soja B. amyloliquefaciens ATCC 23350T kao sto je opisano u 4.3.3.1 odeljku ove disertacije. PCR
reakcija obavljena je upotrebom specificnih parova prajmera ukljucenih u biosintezu antifungalnih
metabolita iz grupe lipoeptida i to:

e ITUD-F1(5-TTG AAY GTCAGY GCSCCTTT-3")iITUD-R1 (5'-TGC GMA AAT
AAT GGS GTC GT-3") za detekciju gena odgovornih za biosintezu iturina,
bacilomicina D i mikosubtilina;

e SRFA-F1 (5’-AAA GGA TCC AGC CGA AGG GTG-3") i SRFA-RI ('5-AAA AAG
CTT GTT TTT CTC AAA GAA C-3') za detekciju gena odgovornih za biosintezu
surfaktina;

e FENB-F1 (5'-CCT GGA GAA AGAATATACCGT ACCY-3")i FENB-R1 (5'-GCT
GGT TCA GTT KGA TCA CAT-3"), za detekciju gena odgovornih za biosintezu
fengicina B [148].

Sve PCR reakcije izvrsene su prateé¢i metodu koju su opisali Cung i saradnici [148]. Dobijeni
PCR produkti su detektovani horizontalnom elektroforezom na 1 % agaroznom gelu i posmatrani na
UV svetlu. PCR produkti su zatim precisc¢eni koriséenjem gotovog paketa QiaquickPCR Purification
Kit prema uputstvu proizvoda¢a. Umnozena DNK je sekvencionirana u Macrogen Europe Inc.
Obrada sekvenci je izvrsena uz pomo¢ ClustalW sofvera. Analiza sli¢nosti dobijenih sekvenci je
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obavljena putem BLAST algoritma, poredenjem sa dostupnim sekvencama u GenBank bazi podataka
na NCBI serveru.

4.4.6 Ekstrakcija lipopeptida iz ekstracelijskog filtrata izolata Bacillus sp. PPM3

Ekstrakcija lipopeptida iz ekstracelijskog filtrata Bacillus sp. PPM3 vrsena je metanolom,
nakon talozenja u kiseloj sredini, prate¢i metodu koju su opisali Cen i saradnici [52]. TaloZenje
lipopeptida izvSeno je dodavanjem 6M HCI u 1 L ekstracelijskog filtrata Bacillus sp. PPM3,
dobijenog na nacin kao $to je opisano u odeljku 4.4.1 ove disertacije, do dostizanja pH vrednosti 2.
Ovakva suspenzija ostavljena je u frizideru na 4 °C preko no¢i, radi pospesivanja talozenja, a nakon
toga je centrifugirana pri brzini od 10000 obrtaja/minuti, tokom 15 minuta. Nakon centrifugiranja,
gornja faza je odbacena, a talog zute boje, koji sadrzi lipopeptide, ekstrahovan je metanolom, u
odnosu 1:5, u 3 uzastopna ciklusa. Dobijeni metanolni ekstrakt lipopeptida uparavan je do suvog, na
rotirajuéem uparivaéu (BUCHI Rotavapor R-210, Svajcarska) na temperaturi od 35 °C i pritisku od
200 mbara. Dobijeni prah je zatim rastvoren u 10 mL Tris-HCI pufera (pH=7,5) i filtriran kroz sterilni
filter promera pora 0,22 um (LLG, PES). Krajnja koncentracija sirovog lipopeptidnog ekstrakta
iznosila je 65 mg/mL.

4.4.7 Ispitivanje antifungalne aktivnosti lipopeptidnog ektsrakta Bacillus sp. PPM3

Antifungalna aktivnost lipopeptidnog ekstrakta (LE) Bacillus sp. PPM3 ispitana je u testu
inhibicije rasta plesni. Na povrsinu sterilnih PDA podloga naneto je po 100 pl lipopeptidnog ekstrakta
(koncentracije 5 mg/mL) utrljavanjem sterilnim staklenim S$tapicem po Drigalskom. Na centar
podloga je zatim naneto po 5 pL suspenzije spora (10° spora/mL) svake od ispitivanih plesni,
pojedinacno, i plo¢e su inkubirane na 25 °C, 5 dana. Kontrole su sadrzale samo PDA podlogu. Nakon
inkubacije meren je pre¢nik micelije svake od plesni, izrasle u kontroli i uzorcima, i izracunat je
procenat inhibicije rasta (PGI, %) po formuli 4.2. Kao pozitivna kontrola korisé¢en je antimikotik
nistatin (5 mg/mL) rastvoren u Tris-HCI puferu pH vrednosti 7,5. Eksperiment je uraden u tri
ponavljanja, a rezultati su prikazani kao srednje vrednosti uz standardnu devijaciju.

4.5 Ispitivanje moguénosti primene morskog soja Bacillus sp. PPM3
4.5.1 Ispitivanje fitotoksi¢nosti Bacillus sp. PPM3

Fitotoksi¢nost morskog soja Bacillus sp. PPM3 odredena je ispitivanjem indeksa klijavosti
(GI) semena dve biljke poreklom iz organske proizvodnje: mungo pasulja (Vigna radiata, (L.)
Wilczek); proizvodaca Beyond Nis, Srbija; poreklo Kina 1 kukuruza kokicara (Zea mays var. everta,
L.); proizvodaca Alnatura GmbH, Nemacka. Najpre su semena sterilisana potapanjem u vodeni
rastvor etanola, koncentracije 70 zapreminskih % u trajanju od 5 minuta, uz povremeno mesanje.
Zatim je etanol odliven i u isti sud dodata je dovoljna zapremina natrijum-hipohlorita (NaClO) krajnje
koncentracije 6 zapreminskih %. Semena su tretirana rastvorom NaClO jo§ 10 minuta uz povremeno
mesSanje, nakon Cega je rastvor odliven, a semena ispirana sterilnom destilovanom vodom najmanje
tri puta. Semena su zatim osusena u laminarnoj komori na sobnoj temperaturi. Pripremljena je radna
kultura i EF Bacillus sp PPM3 kao $to je opisano u odeljcima 4.1 i 4.4.1 ove disertacije.

Stepen klijavosti ispitan je na sledec¢i na€in: Po 15 sterilnih semena rasporedeno je na dno
staklene Petri kutije (pre¢nika 85 mm) koja je sadrzala sterilan filter papir, pridrzavajuéi se tehnike
aseptickog rada. Semena su zatim tretirana sa 1 mL delijske suspenzije krajnje koncentracije 10°
CFU/mL, odnosno sa 1 mL EF Bacillus sp. PPM3, dok su semena u kontrolnim plo¢ama tretirana sa
1 mL sterilne destilovane vode. Petri kutije sa semenima ostavljene su u mraku na 25 °C u trajanju
od 7 dana.

Fitotoksicni efekat ¢elija i metabolita, odnosno EF morskog soja Bacillus sp. PPM3 je odreden
izraCunavanjem procenta relativne klijavosti (RK), relativhog rasta korenka (RRK) i indeksa
kljjavosti (GI) upotrebom sledec¢ih jednacina:
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broj proklijalih semena uzorka

RK,% = — — -+ 100 (4.4)
broj proklijalih semena u kontroli
srednja vrednost duzine korenka uzorka
RRK,% = 100 4.5
%0 srednja vrednost duzine korenka kontrole ( )
RK * RRK
GL% = —— (4.6)

Na osnovu dobijenih vrednosti GI izvrSena je karakterizacija upotrebljene formulacije.
Naime, ukoliko je Gl< 25, formulacija je okarakterisana kao vrlo fitotoksi¢na; ako je 26 <GI< 65,
formulacija se smatra fitotoksi¢nom 1 ako je vrednost 66 <GI< 100 formulacija nije fitotoksic¢na 1
smatra se pogodnom za primenu u poljoprivredi. Ukoliko su vrednosti indeksa klijavosti GI> 101,
takva formulacija se karakteriSe kao fitonutrijent, odnosno fitostimulant i pogodna je za upotrebu u
poljoprivredi u vidu fertilizatora [149].

4.5.2 Ispitivanje uticaja primene Bacillus sp. PPM3 in vivo na rast kukuruza

Eksperiment je obavljen sa biljkom kukuruza (Zea mays var, everta, L.) gajenom u supstratu,
odnosno zemljistu sledecih karakterisitika: pH 7,08; 1,23 % CaCOs; 13 % humusa; 0,65 % N; 219
mg P20si 244 mg K20 na 100 g supstrata, koje je sterilisano u autoklavu na 120 °C u trajanju od 20
minuta. Sterilizacija semena, priprema inokuluma i ekstracelijskog filtrata Bacillus sp. PPM3
izvrSena je kao §to je opisano u odeljku 4.4.1 ove disertacije. Uticaj soja Bacillus sp. PPM3 na
parametre rasta kukuruza ispitan je u nekoliko tretmana. Naime, ogled je sadrzao bikontrolni (I) i
tretman stimulacije (II) rasta biljke, primenom Ccelijske suspenzije (S) i EF Bacillus sp. PPM3 na
zemljiste ili seme.

Biokontrolni tretmani (I) obuhvatali su sledece:

e Tretman patogenom (P), odnosno pozitivna kontrola, u kome su netretirana semena
zasadena u supstrat, veStacki zarazen suspenzijom spora biljnog patogena F.
graminearum (10 spora u mL) finalne koncentracije od 50 mL/kg supstrata.

e Tretman zemljista ¢elijskom suspenzijom (1-zS), odnosno ekstracelijskim filtratom
Bacillus sp. PPM3 (I-zEF). Zemljiste prethodno zarazeno sporama biljnog patogena
F. graminearum, tretirano je ¢elijskom suspenzijom odnosno EF (finalne koncentraciji
40 mL na kg supstrata), ubrizgavanjem odgovarajuce zapremine inokuluma, odnosno
EF, na dubini na kojoj se nalazilo i samo seme;

e Tretman semena ¢elijskom suspenzijom (I-sS), odnosno EF (I-sEF). Sterilisana i suva
semena su potopljena u suspenziju ¢elija, odnosno ekstracelijski filtrat Bacillus sp.
PPM3 (40 mL na kg semena) u trajanju od 1 h, nakon ¢ega su semena osusena u
asepti¢nim uslovima na sobnoj temperaturi, a zatim zasadena na dubini od 1 cm u
saksije koje su sadrzale 1 kg supstrata koji je pethodno zarazen sporama biljnog
patogena F. graminearum;

Tretmani stimulacije (11) obuhvatali su sledece:

e Tretman zemljista ¢elijskom suspenzijom (11-zS), odnosno EF Bacillus sp. PPM3 (11-
ZEF). Sterilno zemljiste inokulisano je ¢elijskom suspenzijom, odnosno EF Bacillus
sp. PPM3 (finalne koncentracije 40 mL na kg supstrata), ubrizgavanjem odgovarajuce
zapremine inokuluma, odnosno EF, na dubini na kojoj se nalazilo i samo seme;

e Tretman semena celijskom suspenzijom (I1-sS), odnosno EF Bacillus sp. PPM3 (11-
SEF). Sterilna semena su potopljena u suspenziju ¢elija, odnosno EF Bacillus sp.
PPM3 (40 mL na kg semena) u trajanju od 1 h, nakon ¢ega su semena osusena u
asepti¢nim uslovima na sobnoj temperaturi, a zatim zasadena na dubini od 1 cm u
saksije koje su sadrZale 1 kg supstrata.

e Kontrolni tretman (K) u kome su netretirana semena zasadena u zemljiSte tretirano
samo sterilnom destilovanom vodom.
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Nakon primene svih tretmana biljke su gajene u uslovima relativne vlaznosti od 60 %,
temperature od 25 °C, i dnevno/no¢nog ciklusa od 16 h/8 h. Biljke su gajene do stadijuma dva lista,
odnosno 14 dana.

Efekat tretmana na izgled biljke (uestalost oboljevanja biljaka) i parametre rasta (ukupnu
duzinu korena, visinu izdanka, sirovu i suvu masu izdanka) zabeleZen je nakon 14 dana. Ucestalost
oboljevanja biljke odredena je na osnovu procenta izraslih biljaka sa znacima infekcije iz tretmana
() u odnosu na biljke iz pozitivne kontrole (P). Za izraGunavanje ukupne suve mase klijanaca, cele
bijke suSene su u susSnici na 60 °C do konstantne mase. Eksperiment je uraden u tri ponavljanja, sa
pet biljaka po tretmanu, a rezultati su prikazani kao srednje vrednosti ponavljanja uz standardnu
devijaciju.

4.6 Sinteza i funkcionalizacija filmova na bazi polisaharida iz morskih algi

Sinteza filmova na bazi polisaharida iz morskih algi (agara i alginata) vrSena je metodom
izlivanja filmova iz polimernog rastvora i otparavanja rastvaraca.

Materijali

Koriséeni su agar-agar (Torlak, Srbija), alginat (natrijum-alginat srednjeg viskoziteta, Sigma
Aldrich, MO, SAD), glicerol (99 % ¢istoée, LACHEMA, Ceska Republika), bakar-sulfatpentahidrat
(CuSO4 x 5H20, Zorka Pharma, Srbija), natrijum-karbonat (Na.COs3), dinatrijumhidrogenfosfat
dihidrat (Na2HPO4 x 2H20), proizvodata CENTROHEM iz Srbije. Ekstracelijski filtrat izolata
Bacillus sp. PPM3 (EF) dobijen po metodi opisanoj u odeljku 4.4.1 ove disertacije.

4.6.1 Sinteza agarnih filmova

Filmovi na bazi agara pripremljeni su rastvaranjem agara u odgovarajucoj zapremini
destilovane vode uz zagrevanje do 100 °C i neprestano meSanje na magnetnoj mesalici kako bi se
dobio rastvor finalne koncentracije 2 %. Nakon potpunog rastvaranja agara temperatura rastvora je
snizena na 60 °C, a zatim je dodat glicerol do finalne koncentracije od 30 % (u odnosu na masu agara)
uz konstantno mesanje jo§ najmanje 1 h. Na ovaj nacin dobijen je osnovni rastvor polimera. Nakon
mesSanja, 20 mL pripremljenog rastvora polimera polako je izliveno u plasti¢ne Petri kutije (pre¢nika
85 mm) izbegavajué¢i formiranje mehuri¢a, a zatim su kutije ostavljene da se suse 48 h na 37 °C.
Ovako pripremljeni filmovi predstavljali su kontrolne uzorke i dodeljena im je oznaka AG.
Funkcionalizacija filmova, odnosno dobijanje filmova sa potencijalnim PGP svojstvom izvrSena je
dodavanjem EF izolata Bacillus sp. PPM3, direktnim ume$avanjem u osnovni rastvor polimera nakon
dodatka glicerola (60 °C) do finalne koncentracije 10 % (ra¢unato na zapreminu rastvora). Filmogeni
rastvori (AG-EF) su me$ani na magnetnoj mesalici 30 min, a zatim izliveni u Petri kutije (pre¢nika
85 mm) 1 suSeni na isti nacin kao 1 kontrolni filmovi.

Za pripremu agarnih filmova sa izmenjenim mehani¢kim i barijernim Ssvojstvima za
potencijalnu primenu u poljoprivredi, korisé¢en je metod in situ mineralizacije, odnosno istovremene
sinteze polimera i mineralnih faza [130]. Obrazovanje mineralne faze obavljeno je u dva koraka.
Najpre je CuSQg, finalne koncentracije 5 mM, direktno dodat u osnovni rastvor polimera (AG), kao
I rastvor suplementiran EF Bacillus sp. PPM3 (AG-EF), i rastvori su meSani na magnetnoj mesalici
na temperaturi od 60 °C, 15 minuta. Nakon toga, u rastvor su dodati mineralni prekursori u formi 5
mM NaxCO3 za sintezu Cu-karbonatne, odnosno 5 mM NaxHPQg4, za sintezu Cu-fosfatne mineralne
faze. Rastvori su mesani jo§ 30 min, nakon ¢ega su izlivani i su$eni na identi¢an nac¢in kao i kontrolni
filmogeni rastvori. Nakon susenja, dobijeni su mineralizovani filmovi sa bakar-karbonatnom fazom,
oznaka AG-CuC i AG-EFCuC, kao i filmovi mineralizovani Cu-fosfatnom fazom, oznaka AG-CuP i
AG-EFCuP. Svi sintetisani filmovi, ¢uvani su u uslovima temperature od 25 °C i relativne vlaznosti
vazduha od 50 % do daljih analiza.
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4.6.2 Sinteza alginatnih filmova

Osnovni rastvor polimera pripremljen je rastvaranjem odgovarajuce kolicine alginata (finalne
koncentracije 2 %) u destilovanoj vodi uz konstantno mesanje na magnetnoj mesalici na 50 °C. Zatim
je dodat plastifikator u formi glicerola (30 %, u odnosu na masu alginata) i mesanje je nastavljeno jos
najmanje 1 h, odnosno do potpunog rastvaranja alginata. Rastvor je potom polako izliven u plasti¢ne
Petri kutije (pre¢nika 85 mm) izbegavajuci formiranje mehurica, i ostavljen da se susi 48 h na 25 °C.
Ovako pripremljeni filmovi predstavljali su kontrolne uzorke (AL). Funkcionalizacija filmova,
odnosno dobijanje filmova sa potencijalnim PGP svojstvom izvrSena je dodavanjem EF izolata
Bacillus sp. PPM3, direktnim umesavanjem EF u rastvor polimera nakon dodavanja glicerola, do
finalne koncentracije 10 zapreminskih %. Filmogeni rastvori (AL-EF) su meSani na magnetnoj
mesalici 30 min, a zatim izliveni u Petri kutije (pre¢nika 85 mm) i suseni na isti nacin kao i kontrolni
filmovi.

Za dobijanje filmova izmenjenih mehanickih i barijernih svojstava i sa potencijalnom
primenom u poljoprivredi, koris¢en je metod eksternog umrezavanja [114], potapanjem suvih
formiranih kontrolnih (AL) i funkcionalizovanih (AL-EF) filmova u 2 % rastvor CuSO4u trajanju od
30 minuta. Nakon isteka vremena filmovi su isprani destilovanom vodom kako bi se odstranio viSak
nevezanih soli, a potom suseni na sobnoj temperaturi (25 °C) tokom 48 h. Umrezenim filmovima
dodeljene su slede¢e oznake: AL-Cu, oznaCavajuéi alginatne filmove bez EF i AL-EFCu,
oznacavaju¢i filmove sa EF Bacillus sp. PPM3 Potpuno suvi filmovi ¢uvani su u uslovima
temperature od 25 °C i relativne vlaznosti vazduha od 50 % do daljih analiza.

4.6.3 Sinteza agarno-alginatnih filmova

Kopolimerni filmovi na bazi agara i alginata dobijeni su meSanjem prethodno pripremljenih
osnovnih rastvora polimera alginata i agara u odnosu 1:1, tako da je krajnja koncentracija polimera u
rastvoru iznosila 2 %. Osnovni rastvor polimera agara pripremljen je po metodi opisanoj u 4.6.1
odeljku ove disertacije. Osnovni rastvor polimera alginata pripremljen je na isti nacin kao Sto je
opisno u 4.6.2 odeljku ove disertacije. Rastvor kopolimera je meSan na magnetnoj mesalici na
temperaturi od 50 °C sat vremena. Koncentracija dodatog plastifikatora (glicerola) iznosila je 30 %
(u odnosu na krajnju masu polimera). Osnovni rastvor polimera je potom izliven u plasti¢ne Petri
kutije (precnika 85 mm) izbegavajuci formiranje mehurica i ploce su ostavljene da se suSe 48 h na 25
°C. Ovako pripremljeni filmovi predstavljali su kontrolne uzorke (AA).

Funkcionalizacija filmova, odnosno dobijanje filmova sa potencijalnim PGP svojstvom
dodavanjem EF izolata Bacillus sp. PPM3 (AA-EF), izvrSena je na isti nacin kao §to je opisano u
4.6.2 odeljku disertacije. Za pripremu agarno-alginatnih filmova izmenjenih mehanickih i barijernih
svojstava za potencijalnu primenu u poljoprivredi, koriS¢en je metod eksternog umrezavaja, kao Sto
je opisano u 4.6.2 odeljku ove disertacije. Suvi, neumrezeni (AA 1 AA-EF) 1 umreZeni kopolimerni
agarno-alginatni filmovi (AA-Cu i AA-EFCu) ¢uvani su u uslovima temperature od 25 °C i relativne
vlaznosti vazduha od 50 % do daljih analiza..

4.7 Karakterizacija filmova na bazi polisaharida iz morskih algi
4.7.1 Morfoloska svojstva filmova

PovrSinska morfologija filmova ispitana je skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom
(SEM) na uredaju JEOL JSM-6390LV SEM (JEOL, Japan) koriste¢i napon od 10 kV. Pre
vizualizacije uzorci su potpuno osuseni na sobnoj temperaturi i prekriveni tankim slojem zlata
koriste¢i uredaj Bal-Tec SCD Sputter Coater (Nemacka). Fotografski snimci povrSine filmova
zabelezeni su pri uveli¢anju od 230 puta.
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4.7.2 Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FT-IR)

FT-IR spektri sintetisanih filmova snimani su na uredaju IRRaffinity-1 (Shimadzu, Japan).
Svi uzorci su analizirani na sobnoj temperaturi (25 °C) u opsegu talasnih brojeva 500-4000 cm™, sa
rezolucijom od 4 cm™. Pre analize uzorci su spraseni, pomesani sa KBr i tabletirani uz pomo¢
hidrauli¢ne prese na 350 MPa 1 osuSeni na 110 °C.

4.7.3 Opticka svojstva fimova

Opticka svojstva sintetisanih filmova odredena su spektrofotometrijski, merenjem transmisije
svetlosti kroz povrSinu filmova u ultra ljubi¢astom i vidljivom (UV-Vis, engl.-Ultra Violet and
Visible) regionu u opsegu talasnih duzina od 200 do 800 nm, koriste¢i uredaj Shimadzu UV 1800.
Filmovi su seCeni u pravougane trake i smestani u kvarcne kivete. Prazna kiveta sluzila je kao slepa
proba. Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti 3 individualna merenja. Za sve uzorke filmova,
na osnovu snimljenih spektara odredeni su koeficijenti transmisije (kTpar) fotosinteticki aktivnog
regiona (PAR, engl.- Photosynthetically Active Region) izracunavanjem srednjih vrednosti
transmitanci u regionu talasnih duzina od 400-700 nm, po metodi koju su opisali Voks i Setini [96].

4.7.4 Mehanic¢ka svojstva filmova

Mehanicka svojstva filmova odredena su prema ASTM (American Society for Testing and
Materials) standardnoj metodi D882-10 [150] na dinamometru Instron M1185 (Instron Canton, USA)
pri brzini istezanja od 2 mm/min. Osnovni parametri kao $to su: zatezna ¢vrstoéa (o, MPa), izduzenje
pri kidanju (e, %) i Jungov modul elasti¢nosti (EM, MPa) ispitani su na uzorcima iseenim u
pravougaone trake duzine 30 mm i Sirine 5 mm. Pre merenja debljina svakog filma izmerena je u pet
nasumi¢nih taaka uz pomo¢ mikrometra (Festa 14040, Nanjing Sulang Ltd., Kina), a za
izraCunavanje parametara kori$¢ena je srednja vrednost debljine svakog filma. Pre svakog merenja,
uzorci su kondicionirani najmanje 24 h u uslovima temperature od 25 °C i vlaznosti vazduha od 50
%.

4.7.5 Barijerna svojstva filmova

Barijerna svojstva filmova odredena su merenjem propustljivost vodene pare (engl. Water
Vapor Permeability, WVP) kroz povrsinu filmova, prema ASTM E96-95 metodi [151]. Metalne ¢ase
sa otvorom pre¢nika 35 mm su napunjene destilovanom vodom (obezbedujuci relativnu vlaznost od
100 % unutar ¢ase), a uzorci filmova iseceni na diskove odgovarajuceg precnika, postavljeni su na
otvor svake ¢ase i fiksirani uz pomo¢ metalnog rama. Case su zatim izmerene na analiti¢koj vagi i
stavljene u komoru sa konstantnim uslovima temperature (25 °C) i relativne vlaznosti (50 %). Mase
uzoraka su merene na svakih sat vremena u toku 8 h. 1z linearnog grafika zavisnosti promene mase
od vremena, odredene su vrednosti brzine prenosa vodene pare (engl.-Water Vapor Transmision

Rate- WVTR) prema jednacini :
WVTR = 25 (4.8),

gde je AG promena mase (g), t vreme (h) u kome je doslo do gubitka mase, A povrsina otvora
case (m?), a AG/t nagib linearne graficke zavisnosti G od t.

Propustljivost vodene pare (WVP) izraCunata je prema sledecoj jednacini:

WVTR-L

Wyp ==

(4.9),

gde je L srednja vrednost debljine filmova (m), a Ap razlika pritisaka vode izmedu unutrasnje
1 spoljaSnje strane filma (Pa).
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4.8 Ispitivanje bioloskih svojstava filmova
4.8.1 Ispitivanje antifungalnog svojstva funkcionalizovanih alginatnih filmova

Antifungalna svojstva funkcionalizovanih filmova na bazi alginata, ispitana su u testu sa
patogenim plesnima iz roda Fusarium (F. graminearum, F. verticilioides i F. proliferatum).
Sposobnost plesni da rastu i prodru kroz povrsinu filma ispitana je na slede¢i na¢in. Najpre su filmovi
iseGeni na kvadrate povrsine 1x1 cm?, a zatim postavljeni na povrsinu sterilnin PDA podloga
(pre¢nika 45 mm). Po 5 pul suspenzije spora plesni (108 spora po mL) naneto je pipetom na povrsinu
svakog filma, pojedinacno. PDA podloge bez filmova, zasejane samo suspenzijom spora ispitivane
plesni, sluzile su kao kontrola. Sve plo¢e su inkubirane 5 dana na 25 °C u mraku. Nakon inkubacije
filmovi koji su ispoljili antifungalno svojstvo su uklonjeni sa povrsine podloge koja je ispitana na rast
plesni, nakon inkubacije dodatnih 48 h na temperaturi od 25 °C.

4.8.2 Ispitivanje uticaja prevlaka na bazi alginata namenjenih maléiranju, na rast biljke in
Vivo

Ispitivanje uticaja odabranih formulacija alginatnih filmova na rast biljke, izvrSeno je
koris¢enjem sprej-tehnike formiranja prevlaka, odnosno filmova na povrsini zemljiSta. Naime, 100 g
zemlje (pH 7,08; 1,83 % CaCO3; 13 % humusa; 0,65 % N; 209 mg P205 i 104 mg K20 na 100 g
supstrata), rasporedeno je u plasti¢ne saksije, perforiranog dna, pre¢nika 85 mm, i po 5 semena mungo
pasulja (Vigna radiata, (L) Wilczek) zasadena su na dubini od priblizno 1 cm. PovrSina zemlje
tretitrana je sa po 20 mL filmogenog rastvora na bazi alginata (AL) i alginata koji je sadrzao
ekstracelijski filtrat Bacillus sp. PPM3 (AL-EF), pojedina¢no, rasprSivanjem celokupne zapremine
uz pomo¢ sprej rasprsivaca. Nakon rasprsivanja, saksije su ostavljene da se osuse do obrazovanja
tankog filma na povrsini. Nakon sus$enja, povrsine saksija sa formiranim filmovima prelivene su sa
100 mL 2 % rastvora CuSO4 kako bi se iniciralo umrezavanje. Nakon 30 minuta, viSak tecnosti je
odliven, a saksije su prebaéene u staklenik . PovrS§ina zemlje tretirana samo destilovanom vodom,
posluzila je kao kontrola. Sve biljke iz tretmana 1 kontrola, gajene su 21 dan u stakleniku u uslovima
temperature od 25 °C, pri relativnoj vlaznosti od 60 %, 1 dnevno/noénim ciklusom od 16 h/8 h. Sve
saksije postavljene su u sud sa vodom. Nivo vode od priblizno 3 c¢m, odrzavan je konstantnim
dodavanjem odgovarajuce zapremine vode po potrebi.

Parametri rasta biljke mereni su na svakih sedam dana tokom 21 dana, i poredeni sa kontrolom
gajenom u odsustvu prevlaka, odnosno maléa. ZabeleZeni su visina svake biljke, ukupna $irina listova
1 suva masa biljaka iz pojedina¢nih tretmana i1 kontrole . Suva masa biljaka odredena je nakon suSenja
u susnici na 60 °C do konstantne mase. Ogled je uraden u tri ponavljanja, sa pet biljaka po tretmanu,
a rezultati su prikazani kao srednje vrednosti ponavljanja uz standardnu devijaciju.

4.9 Statisticka obrada podataka

Svi rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti uz standardnu devijaciju (SD). Svi
eksperimenti su radeni u tri ponavljanja. Statisticka znaCajnost razlika izmedu srednjih vrednosti +
SD odredena je sa 95 % verovatnocée (p< 0,05) primenom jednofaktorske analize varijanse (One way
ANOVA) i Tukey-evog testa koris¢enjem Origin Pro 9.0 programa.
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5 REZULTATI I DISKUSIJA
5.1 lzolacija bakterija iz obalskog sedimenta Crvenog mora

Polazna hipoteza u okviru ovog istrazivanja zasnovana je na tome da je morska sredina bogat
izvor razli¢itih grupa mikroorganizama koji poseduju jedinstvena morfo-fizioloska svojstva i da se
medu njima mogu naci i oni koji ¢e ispoljiti biostimulativno, odnosno PGP dejstvo na rast biljke. Iz
uzorka morskog sedimenta Crvenog mora, nakon inkubacije na ¢vrstim hranjivim podlogama: TSA,
ISP1 agaru i siromasnoj hranljivim materijama, modifikovanoj R2A podlozi (dodavanjem NaCl
krajnje koncentraciji 2 % za izolaciju mikroorganizama iz morske vode) izolovano je ukupno 32
bakterijske kulture razli¢itih morfoloskih karakteristika (tabela 5.1). Najobilniji rast zabeleZen je na
ISP1 podlozi pa je ova podloga odabrana za dalju kultivaciju izolovanih bakterija. Mikroskopskim
posmatranjem izolovanih kultura, ustanovljeno je da je vecina izolata Stapicastog oblika (23 izolata),
Gram pozitivne reakcije (18 izolata), sa sposobnos¢u obrazovanja endospora (20 izolata, tabela 5.1).

Tabela 5.1. Bakterije izolovane iz morskog obalskog sedimenta Crvenog mora i njihove osnovne
morfoloske karakteristike

Rast na ¢vrstoj Oblik Bojenje po Prisustvo
Oznaka h S . o s "
izolata ranljivoj podlozi celije Gramu endospora
TSA ISP1A R2A
PPH1 + + + Stapié + da
PPH1-1 + + + Stapié + da
PPT1 + ++ ++ Stapi¢ + da
PPT1-Z + ++ ++ Stapi¢ + da
PPT1-B + + + Stapié + da
PPM3 + ++ + Stapié + da
PPM4 + + + koka - ne
PPM5 + + + koka - ne
PPM6 + + + koka - ne
PPM7 + + + koka - ne
PPM8 + + + koka + ne
PBH1 + ++ + koka + ne
KH1 + ++ + Stapié + ne
DC1-4 + ++ + Stapi¢ + da
DCHA-2 + + + koka - ne
DCHI + + + Stapi¢ + da
DCHI-I + ++ + Stapi¢ + da
DCHI-V + ++ + Stapi¢ + da
2.16 + ++ + koka - ne
2.17 + ++ + Stapi¢ + da
2.31 + ++ + Stapi¢ + ne
oT + ++ ++ Stapi¢ + da
OT-T + ++ ++ Stapi¢ + da
ocC + ++ ++ koka - ne
Z2 + ++ + Stapi¢ + da
Z2-E ++ ++ ++ Stapi¢ + da
Z5 ++ ++ ++ Stapi¢ + da
Z9 + + + Stapi¢ + da
Z10 ++ ++ + Stapi¢ + da
KH1 ++ ++ + Stapié + ne
KMS1 + + + Stapi¢ - ne
M6 + + + koka - ne

(++) veoma obilan rast; (+) obilan rast; (+/-) slab rast; (-) nema rasta; *Bojenje po
Gramu: (+)-pozitivna reakcija; (-)-negativna reakcija
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5.2 Utvrdivanje prisustva mehanizama stimulacije biljnog rasta

Izolacija i karakterizacija novih bakterijskih sojeva iz razli¢itih nisa zivotne sredine, kao i
uvrdivanje njihovih PGP svojstava od velike je vaznosti, pre svega sa aspekta razumevanja ekoloSkog
znacaja svih korisnih svojstava koja oni mogu ispoljiti. 1zolacija mikroorganzama sa PGP svojstvima
i razumevanje mehanizama kojim ostvaruju pozitivan uticaj na rast biljke ¢ine osnovu za njihovu
buducu komercijalizaciju i efikasnu upotrebu u praksi [4,7]. Kako je jedan od osnovnih ciljeva ove
doktorske disertacije bio izolacija i odabir bakterijskih sojeva sa potencijalnom primenom u
agroindustriji kao stimulatora biljnog rasta, izolovane ¢iste kulture su ispitane na prisustvo nekih od
oshovnih PGP mehanizama. Detaljna karakterizacija i identifikacija izolata sa pozeljnim PGP
svojstvima bi¢e obradena u narednim poglavljima ove disertacije.

Direktni mehanizmi podrazumevaju stimulaciju biljnog rasta prvenstveno snabdevanjem
biljke osnovnim hranljivim materijama, a utvrdivanje ovih mehanizama smatra se klju¢nim u odabiru
sojeva za potencijalnu upotrebu u odrzivoj poljoprivredi. Kako azot i fosfor predstavljaju najvaznije
elemente koji ograni¢avaju rast i razvoj biljaka, u okviru ove faze istrazivanja, ispitana je sposobnost
izolovanih bakterijskih sojeva da fiksiraju atmosferski azot i rastvaraju neorganski fosfat. Od
ukupnog broja izolata iz morskog sedimenta, udeo onih koji su posedovali ova svojstva je iznosio
37,5 %, odnosno 12 izolata (tabela 5.2). Sve izolate koji su ispoljili neki od dva ispitivana mehanizma,
karakterisale su osobine tipi¢ne za predstavnike Bacillus roda (Stapicaste, Gram-pozitivne, sporogene
bakterije) [143].

Sposobnost PGP bakterija da indirektno stimuli$u rast biljaka odnosi se pre svega na njihov
biokontrolni potencijal, odnosno sposobnost zastite biljke, smanjivanjem ili spre¢avanjem negativnih
efekata patogenih organizama, najcesce gljiva [3,7]. Imaju¢i u vidu da biokontrolna aktivnost
bakterija mozZe biti posledica viSe interakcija, ispoljenih u isto vreme, ispitana je antifungalna
aktivnost izolata, merenjem sposobnosti spre¢avanja rasta patogenih plesni, kao i njihova sposobnost
da proizvode razli¢ite hidroliticke enzime. Od ukupno 32 izolata iz morskog sedimenta Crvenog
mora, sposobnost inhibicije rasta patogenih plesni zabeleZzena je kod 18 izolata (56,2 %). Sposobnost
produkcije razli¢itih hidroliti¢kih enzima utvrdena je kvalitativno, gajenjem izolata na ¢vrstim
podlogama koje su sadrzale supstrate za odredene enzime: proteaze, hitinaze, celulaze i amilaze. Od
ukupnog broja izolovanih bakterija, hidroliti¢ka aktivnost zabelezena je kod 22 izolata (68,7 %)
(tabela 5.2).
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Tabela 5.2. Prisustvo mehanizama stimulacije biljnog rasta kod bakterija izolovanih iz obalskog
sedimenta Crvenog mora

Mehanizmi stimulacije biljnog rasta
Direktni mehanizmi Indirektni mehanizmi
Inhibicija rasta Proizvodnja
patogenih hidroliti¢kih
plesni enzima
PPH1 - - - +
PPH1-1 - - . +
PPT1 - - + +
PPT1-Z - - + +
+ +
+ +

Bioloska Rastvaranje

Oznaka izolata fiksacija N2 fosfata

PPT1-B - -

PPM3 + +

PPM4 - - - -
PPM5 - - - -
PPM6 - - - -
PPM7 - - - -
PPM8 - - - -
PBH1
KH1
DC1-4
DCHA-2
DCHI
DCHI-I
DCHI-V
2.16
2.17

2.31

oT
OT-T
oC - -
Z2
Z2-E
Z5
Z9
Z10
KH1 - -
KMS1 - -
M6 - -
(+) pozitivna reakcija/prisustvo svojstva;

(-) negativna reakcija/odsustvo svojstva

+ +
+
+ +

+ + +
+ + +

+
+ + + 4+ o+

+ + 4
1

+ + +
L 1

R

I T T T Tk T T i I S S S S

5.2.1 Direktni mehanizmi stimulacije biljnog rasta
5.2.1.1 Bioloska fiksacija azota

Bioloska fiksacija azota, kao jedan od osnovnih direktnih mehanizama stimulacije biljnog
rasta, ispitana je gajenjem bakterijskih izolata na Jensenovoj podlozi bez izvora azota. U okviru ovog
istrazivanja, od 32 izolata iz morskog sedimenta, 12 izolata pokazalo je sposobnost rasta na datoj
podlozi ukazujuéi na sposobnost fiksiranja atmosferskog N2 (tabela 5.2). Svi izolati koji su pokazali
sposobnost fiksiranja atmosferskog azota, rasli su u vidu bezbojnih, ispupc€enih, sluzavih kolonija.
Izolat sa oznakom PPM3 pokazao je najobilniji rast, sa izraZenom sluzavo$c¢u kolonija koje su se
karakterisale i specificnom ,,gumastom” strukturom ivica (slika 5.1).
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Slika 5.1. Rast izolata PPM3 na Jensenovoj hranljivoj podlozi bez izvora azota

Literaturni podaci ukazuju da se medu azotofiksatorima nalaze brojni rodovi bakterija, od
kojih je veéina izolovana iz rizosfere razliitih biljnih kultura [4]. Ove bakterije su dobro istrazene,
njihov potencijal fiksiranja atmosferskog azota dobro dokumentovan, a komercijalni proizvodi na
bazi ovih korisnih bakterija postoje na trziStu ve¢ vise od tri decenije [4,24]. Medutim, podaci 0
raznovrsnosti i potencijalu morskih azotofiksatora su oskudni. Uops$teno, mali broj istrazivanja
posvecen je azotofiksirajuéem potencijalu mikrobiote morskih ekosistema, a zbog poteskoca u
gajenju ovih mikroorganizama u laboratorijskim uslovima, identifikacija novih sojeva sa ovom
sposobnos¢u uglavnom ukljucuje molekularne metode detekcije nifH gena odgovornog za sintezu
enzima nitrogenaze prisutnog kod svih diazotrofa [30]. Medutim, nedavna istrazivanja koja su
objavili Jusuf i saradnici ukazuju da je najveca nitrogenazna aktivnost izmerena upravo kod sojeva
kod kojih nije amplifikovan nifH gen [31]. Takode, Zer i saradnici [27] su pokazali da nukleotidna
sekvenca ovog gena moze znatno varirati, kako medu razli¢itim vrstama, tako i u okviru iste vrste, pa
je jasno da prisustvo, odnosno odsustvo ovog gena ne znaci nuzno da konkretni organizam proizvodi
enzim i vrsi azotofiksaciju. Ispoljavanje ovog svojstva je u velikoj meri uslovljeno slozenim
ekoloskim faktorima date sredine. Stoga, mnogi autori isti¢u da su metode zasnovane na kultivaciji
azotofiksiraju¢ih morskih mikroorganizama u ovom slucaju opravdanije od molekularnih metoda 1
in-situ merenja, jer omogucavaju povezivanje azotofiksacije sa konkretnom vrstom u konkretnoj
sredini [28,31,152].

U okviru ovog istrazivanja uspesno je kultivisano 12 izolata sa sposobno$¢u azotofiksacije.
Specifi¢na viskozna morfologija izraslih kolonija, uocena kod svih izolata, smatra se jednim od
zaStitnih mehanizama kojima se bakterije prilagodavaju specificnim uslovima morske sredine.
Obrazovanje ,,sluzavog omotaca” ima ulogu i u regulaciji stope transfera kiseonika u vodenoj sredini,
Stitec¢i tako enzim nitrogenazu ukljuc¢enu u proces azotofiksacije [153]. Sli¢na morfoloska svojstva
primecena su i kod drugih morskih heterotrofnih azotofiksatora koji su uspesno gajeni u laboratoriji
na podlozi bez izvora azota. Nedavno su Dzon i Salim [154], ispitiujuci prisustvo PGP svojstava kod
mikrobiote obalskog sedimenta Indijskog okeana, izolovali 26 sojeva bakterija, a od toga 18 sa
sposobnosc¢u azotofiksacije i slicnih morfoloskih karakteristika, dok je iz sedimenta Arapskog mora
izolovano 20 azotofiksatora, koji su na podlozi bez azota rasli u vidu sluzavih, gumastih kolonija
[31]. Poredeci rezultate ovog istrazivanja sa dostupnom literaturom, moze se zakljuciti da su bakterije
azotofiksatori dobro distribuirane unutar morskih obalskih ekosistema. Udeo azotofiksirajucih
sojeva, izolovanih u ovom istrazivanju, iznosio je 37,5 % Sto je skoro dvostruko vise u odnosu na
nalaze navedenih skorasnjih istrazivanja. Kvantifikacija stepena azotofiksacije nije obuhvacena ovim
istrazivanjem, medutim izolacija i uspes$na kultivacija sojeva iz manje istrazenih stanista, kao $to je
morska sredina, sa sposobnoscu azotofiksacije ima visestruki znacCaj, pre svega sa aspekta
razumevanja njihove ekoloske uloge 1 doprinosa u procesu kruzenja azota u prirodi. Sa druge strane,
imajuc¢i u vidu znacaj azotofiksacije kao PGP mehanizma u odrzivoj poljoprivredi, izolacija i
identifikacija novih sojeva sa azotofiksiraju¢im potencijalom otvara niz moguénosti za njihovu
potencijalnu primenu.
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5.2.1.2 Rastvaranje fosfata

Sposobnost rastvaranja fosfata ispitana je gajenjem bakterijskih izolata na podlozi sa
trikalcijum fosfatom, kao izvorom neorganskog fosfora. Od ukupnog broja izolovanih bakterija u
okviru ovog istrazivanja, Sposobnost rastvaranja neorganskog fosfata zabelezena je kod 7 izolata
(tabela 5.2). Efikasnost izolovanih sojeva da nerastvorne forme fosfata prevedu u forme dostupne
biljkama, odredena je na osnovu izra¢unavanja indeksa rastvaranja fosfata (SI) prema jednacini 4.1.
Sl izolata koji su pokazali prisustvo ovog mehanizma kretao se u opsegu od 1,5+0,09 do 5,6+0,01.

Najefikasnijim se pokazao izolat sa oznakom PPM3, ¢iji je Sl iznosio 5,6+0,01 (tabela 5.3).

Tabela 5.3. Efikasnost bakterija poreklom iz obalskog sedimenta Crvenog mora u rastvaranju
neroganskog fosfata, odredena merenjem indeksa rastvaranja fosfata (SI)

Oznaka izolata Indeks rastvaranja

fosfata, Sl
PPM3 5,60+0,01
DC1-4 4,41+0,01
DCHI 1,58+0,02
DCHI-I 1,80+0,01
DCHI-V 4,15+0,04
2.17 2,50+0,03
Z10 3,98+0,02

Upotreba zemljisnih mikroorganizama sa sposobno$éu rastvaranja fosfata (PSM) kao
biofertilizatora je ve¢ godinama unazad predmet mnogobrojnih istrazivanja [35,36]. Korisni efekti
primene PSM odavno su prepoznati, i veliki je broj literaturnih podataka koji pokazuju da inokulacija
zemlji$nim sojevima PSM iz rodova: Bacillus, Pseudomonas i Azotobacter znatno uti¢e na povecanje
pinosa, kao i stepena usvajanja fosfora kod Secerne trske, pSenice, kukuruza, krompira, paradajza,
kikirikija i mnogih drugih kultivara [35,40,41]. Razvoj korena, izdanka i stabla, formiranje semena i
cveta, sazrevanje plodova, fiksacija azota, kao 1 otpornost biljaka na razliite bolesti, takode se
dovode u vezu sa sposobnos¢u biljke da usvaja fosfor [34].

Od svih izolata iz obalskog sedimenta Crvenog mora ispitanih u okviru ovog istrazivanja,
udeo sojeva sa potencijalom rastvaranja fosfata, iznosio je 21 %, $to je u saglasnosti sa literaturnim
podacima o rasprostranjenosti PSM unutar mikrobiote morskih obalskih eksositema [155,156].
Naime, Dzejedev i saradnici [156] su zabelezili udeo PSM izolovanih iz obalskog podru¢ja Indijskog
okeana od 16 %, dok su De Souza i saradnici [155] ispituju¢i grupu mikroorganizama izolovanih iz
razlic¢itih morskih niSa Indijskog zaliva, ukljucujuéi ostrvske obale i puc¢inu, utvrdili udeo PSM od 14
%. Takode, isti autori utvrdili su da su ovi mikroorganizmi u veéem broju, i znatno ¢eSc¢e izolovani
iz obalskih i plaznih podru¢ja nego iz ,,slobodne* vode. Medu izolovanim PSM dominirali su
pripadnici roda Bacillus i Pseudomonas, a svi izolovani sojevi pokazali su sposobnost rastvaranja
trikalcijum fosfata u in vitro eksperimentima [155,156]. Bakterije stanovnici morskih ekosistema,
znacajni su ¢inioci u procesu kruzenja fosfora, a aktivno doprinose i primarnoj produkciji, ucestvujuci
u ciklusu ugljenika. Rasprostranjenost i brojnost PSM unutar morskih ekosistema varira znacajno, i
uslovljena je sloZzenim biotickim interakcijama kao i specificnim uslovima spoljasnje sredine [156].

Poredeci efikasnost rastvaranja fosfata kroz Sl (tabela 5.3), uoc¢ava se da neki od izolata u
ovom istrazivanju (PPM3, DC1-4 i DCHI-V) pokazuju vece indekse rastvorljivosti fosfata od PSM
soja Pseudomonas spp. 54RB izolovanog iz zemljista (SI=4,10+0,07), a ¢ije je stimulativno dejstvo
na prinos i rast pSenice potvrdeno i u in vivo eksperimentima [37]. Maksimalna vrednost SI medu
bakterijskim sojevima izolovanim u ovom istrazivanju, zabelezena je kod izolata PPM3 (5,60+0,01)
1 znacajno je visa nego kod spomenutog PGP zemljisnog soja [37], ali niza od vrednosti koju su
zabelezili Dzon i Salim [154] kod morskog izolata Serratia marcescens MB-9 (6,19+0,04).
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Rezultati dobijeni u ovoj fazi istrazivanja ukazuju na bogatstvo i potencijal specifi¢nog
morskog sedimenta Crvenog mora bakterijama koje ispoljavaju dva osnovna direktna mehanizma
stimulacije rasta biljaka. Visok Sl sojeva PPM3, DC1-4 i DCHI-V ukazuje na potencijal za upotrebu
ovih sojeva u stimulaciji rasta biljaka, narocito na poljoprivrednim povr§inama sa niskim sadrzajem
fosfora.

5.2.2 Indirektni mehanizmi stimulacije biljnog rasta
5.2.2.1 Antifungalna aktivnost izolata obalskog sedimenta Crvenog mora

Antifungalna aktivnost izolata ispitana je u konfrontacijskom testu sa nekim od tipi¢nih biljnih
patogenih plesni: Aspergillus flavus, Fusarium graminearum, Mucor sp., i Alternaria sp.. Rezultati
pokazuju da je 18 izolata pokazalo sposobnost inhibicije rasta barem jednog od 4 testirana biljna
patogena. Najveci broj izolata (16) redukovalo je rast plesni A. flavus, 10 izolata je redukovalo rast
F. graminearum, 7 izolata redukovalo je rast plesni Alternaria sp., dok je inhibitorno dejstvo na rast
plesni Mucor sp. ispoljilo svega 3 izolata (PPM3, Z2 i Z2-E, tabela 5.4). Stepen antifungalne
aktivnosti, izrazen preko procenta inhibicije rasta (PGI), varirao je medu samim izolatima, kao i u
zavisnosti od ispitivane plesni. Vecina izolata ispoljila je nisku (PGI< 51 %) do umerenu antifungalnu
aktivnost (PG1=51-61 %), dok je manji broj izolata (PPM3, DC1-4, DCHI-V, Z2-E i Z10) pokazao
visoku antifungalnu aktivnost (PGI> 61 %) [141].

Tabela 5.4. Antifungalna aktivnost izolata morskog sedimenta Crvenog mora u konfrontacijskom
testu sa plesnima: A.flavus, F.graminearum, Alternaria sp. i Mucor sp. prikazana kao procenat
inhibicije rasta patogena (PGI, %).

Oznaka izolata Procenat inhibicije rasta patogena, PGI (%0)

A. flavus F. graminearum  Alternaria sp. Mucor sp.
PPT1 51+0,75 47+1,20 43+1,17 -
PPT1-Z 53+1,52 49+1,25 441154 -
PPT1-B 52+1,75 45+1,28 45+1,21 -
PPM3 69+1,52 99,9+0,00 87+1,20 99,9+0,00
DC1-4 65+1,53 75+2,01 - -
DCHA-2 45+1,81 - - -
DCHI 52+2,01 - 56+1,25 -
DCHI-I 55+2,14 - 561,47 -
DCHI-V 55+2,18 - 65+2,57 -
2.17 39+2,43 - - -
2.31 51+2,15 - - -
oT 43+2,17 42+1,02 - -
OT-T 35+1,54 47+1,25 - -
Z2 - 57+1,48 - 50+1,20
Z2-E 68+1,14 - - 53+2,47
Z5 - 54+1,78 - -
Z9 57+1,26 54+2,14 - -
Z10 68+2,01 - - -

(-) negativna reakcija/odsustvo svojstva

Izolat sa oznakom PPM3, izdvojio se kao najefikasniji medu 18 izolata sa ovom sposobnoscu,
inhibirajuéi rast svih ispitivanih patogena (tabela 5.4). Procenat inhibicije rasta plesni varirao je u
zavisnosti od vrste plesni sa kojom je izolat PPM3 bio u kontaktu, krecuéi se od 69+1,52 % u slu¢aju
A. flavus, 87£1,20 % u slucaju plesni Alternaria sp., do potpune inhibicije rasta (99,9 %) u slucaju
plesni F. graminearum i Mucor sp. (slika 5.2). Na osnovu dobijenih rezultata i prema klasifikaciji
bakterija sa antagonistickim potencijalom koju su predlozili Raman i saradnici [141], izolat PPM3 se
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moze okarakterisati kao soj sa visokom (PGI=61-75 %) i veoma visokom (PGl >75 %)
antagonistickom aktivnoscu.

A. flavus F. graminearum  Mucor sp. Alternarna sp.

Kontrola “ ;

Slika 5.2. Prikaz antifungalne aktivnosti izolata PPM3 u konfrontacijskom testu sa patogenim
plesnima: A. flavus, F.graminearum, Mucor sp. i Aternaria sp. gajenim na PDA hranljivoj podlozi
tokom 5 dana na 25 °C.

Plesni iz rodova: Aspergillus, Fusarium, Alternaria i Mucor, predstavljaju Siroko
rasprostranjene biljne patogene koji uzrokuju veliki broj oboljenja poljoprivrednih biljnih kultura.

Prose¢no 25 % globalne proizvodnje useva biva izgubljeno kao posledica infekcije biljaka
patogenim plesnima [46,157]. A. flavus je uobicajeni patogen kukuruza, kikirikija, i badema, a
kontaminacija ovom plesni izaziva ogromne gubitke u prinosu osnovnih Zitarica prehrambene
industrije (pSenice, razi, ovsa, jeéma i drugih). Ova plesan proizvodi aflatoksine, grupu jako toksi¢nih
mikotoksina, Kkoji ispoljavaju kancerogeno, mutageno, imunosupresivno i teratogeno dejstvo
[59,158]. Filamentozne gljive iz roda Fusarium Siroko su rasprostranjene u zemljistu, a izazivaju niz
oboljenja, takozvane fuzarioze, listova, stabala, korena i semena velikog broja kultivara (zitarica,
vocarskih 1 povrtarskih kultura). Veoma su otporne na razli¢ite uslove sredine, te mogu prezivljavati
iz sezone u sezonu saprobno na raspadaju¢em biljnom materijalu, dok u zemljistu mogu opstati i do
16 godina. Proizvode niz mikotoksina parazitiraju¢i na velikom broju Zzitarica, mahom psenici,
kukuruzu i jeému, a u povoljnim uslovima za rast, vrste roda Fusarium mogu uzrokovati gubitke u
prinosu pSenice, koji prevazilaze i 50 % [159]. Gljivice iz roda Alternaria, su oportunisti¢ke gljivice
uglavnom saprofitskog nacina Zivota ali se mogu naci i u zemlji$tu i tkivima biljaka. Uzrokuju
oboljenja u vidu hloroza i nekroza na listovima i stabljikama, uglavnhom mladih biljaka, ali mogu
inficirati 1 plodove [160]. Vrste roda Mucor nastanjuju zemljiste i biljke, a veliku Stetu nanose u
postZetvenom periodu, narocito uskladiStenim plodovima (krastavcu i1 paradajzu) kao i semenima.
Truljenje usled infekcije izazvane plesnima iz roda Mucor moze izazvati znaCajne gubitke u
vocarstvu, pogotovo kada vodno-sanitarni uslovi skladistenja nisu adekvatni [159,161].

Tradicionalne metode koje se koriste u suzbijanju biljih patogena, kao §to su rotacija useva,
uzgoj rezistentnih kultura, i primena hemijskih pesticida, iako uglavhom pouzdane, pokazale su se
nedovoljno efikasnim u kontroli mnogih bolesti vaznih biljnih kultura. Upotreba fungicida,
fumiganata i drugih hemijskih sredstava, takode negativno utice na ekonomski aspekt proizvodnje,
kao 1 na sve vecu pojavu rezistentnosti kod patogena. Takode, primena ovih hemijskih sredstava ima
ozbiljne negativne posledice na stanje ekosistema i1 na zdravlje ljudi. Stoga istraZivanje i razvoj
alternativnih mera, kao $to su bioloSke mere suzbijanja biljnih patogena imaju globalni znacaj
[5,24,157].

Jedan od potencijalnih mehanizama kojim se moze objasniti antagonisticki efekat morskih
izolata dobijen u konfrontacijskom testu sa patogenim plesnima u okviru ovog istraZivanja, jeste
postojanje kompeticije izmedu patogena i biokontrolnog agensa. Biokontrolni agens i plesan, nalazeci
se u bliskom kontaktu, bore se za slobodan prostor i dostupne hranljive materije. U ovom slucaju
biokontrolni agens kao kompetitivniji, onemogucava nastanjivanje plesni i njen dalji razvoj 1 rast,
oduzimaju¢i joj osnovne uslove za opstanak [5]. Kako mnogi autori istiCu, prisustvo samog
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biokontrolnog agensa predstavlja znacajan faktor u biokontroli, a zasnovan je pre svega na brzoj
kolonizaciji prostora i/ili formiranju biofilmova koji predstavljaju fizicku prepreku za rast patogenih
plesni [1,5]. U literaturi postoji dosta podataka koji ukazuju na veliki biokontrolni potencijal
zemljisnih PGP sojeva predstavnika rodova Bacillus, Pseudomonas i Paenibacillus, sposobnih da u
odredenom stepenu sprece rast biljnih patogena [3,56,162,163]. Poredeéi rezultate o stepenu
antagonistickog dejstva izolata iz ovog istrazivanja sa dostupnim literaturnim podacima o zemljiSnim
biokontrolnim agensima, moze se zakljuéiti da obalski sediment Crvenog mora predstavlja bogat
izvor organizama sa zavidnim antagonistickim potencijalom, ¢ime je potvrdena jedna od osnovnih
hipoteza ovog doktorskog rada. Takode, inhibicija rasta razli¢itih grupa biljnih patogenih plesni,
ostvarena samo jednim biokontrolnim agensom, kao §to je to slucaj sa izolatom PPM3, predstavlja
dodatnu pozeljnu karakteristiku kod odabira kandidata za pripremu biopesticida i njihovu primenu u

polju [4].
5.2.2.2 Proizvodnja hidroliti¢kih enzima

Sposobnost proizvodnje razli¢itih hidroliti¢kih enzima (proteaza, hitinaza, celulaza i amilaza)
utvrdena je kvalitativno, merenjem precnika svetlih zona (zona hidrolize) oko izraslih kolonija
gajenih na podlogama sa supstratima za navedene enzime.

Tabela 5.5. Sposobnost bakterijskih izolata iz obalskog sedimenta Crvenog mora da proizvode
hidroliticke enzime, izrazena kao zona hidrolize

Oznaka Zona hidrolize, mm

izolata Proteaze Hitinaze Celulaze Amilaze
PPH1 15+0,04 - - +
PPH1-1  15+0,02 - - -
PPT1 - - 15+0,01 13+0,01
PPT1-Z - - 15+0,05 12+0,05
PPT1-B - - 15+0,03 14+0,04
PPM3 35+0,07 32+0,07 35+0,01 30+0,06
KH1 - - - 13+0,04
DC1-4 18+0,09 - 16+0,01 15+0,01
DCHI 19+0,01 - - -
DCHI-l  19+0,09 - - -
DCHI-V 20+0,17 - - -
2.16 13+0,08 - - -
2.17 - - 11+0,03 11+0,01
2.31 - - 13+0,07 -
oT - - 12+0,04 940,10
OT-T - - 12+0,01  8+0,07
Z2 - - 10+0,10 15%0,02
Z2-E - - 10+0,09 13+0,07
Z5 - - 8+0,06  11+0,09
Z9 - - 9+0,09 11+0,07
Z10 - - 15+0,10 19+0,07

(-) negativna reakcija/odustvo svojstva

Od ukupno 21 izolata koji su pokazali pozitivnu reakciju za proizvodnju nekog od ispitivanih
enzima, najveéi broj izolata (14) pokazao je sposobnost hidrolize skroba u podlozi, odnosno
produkcije amilaza, a isti broj izolata pokazao je sposobnost produkcije celulaza. Pozitivna reakcija
za proizvodnju proteaza, zabelezena je kod 8 izolata, a samo jedan izolat (PPM3) ispoljio je
sposobnost proizvodnje hitinaza (tabela 5.5).
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Mnoge antagonisticke bakterije sposobne su da proizvode hidroliticke enzime koji razgraduju
¢elijski zid gljiva i tako putem predatorstva ispolje biokontrolno svojstvo. Rezultati dobijeni u okviru
ove faze istrazivanja pokazuju da izolati poreklom iz sedimenta Crvenog mora poseduju znacajan
hidroliticki potencijal. Od svih izolovanih bakterija, izolat oznake PPM3 ponovo se istakao kao
najpotentniji soj, pokazujuci sposobnost proizvodnje svih enzima, a jedini je pokazao sposobnost
hidrolize hitina, odnosno proizvodnje hitinaza (slika 5.3). Takode, najvece zone hidrolize zabelezene
su upravo kod ovog izolata, na podlozi za detekciju proteazne aktivnosti (35£0,07 mm, tabela 5.5).

Slika 5.3. Prikaz proteazne (A), hitinazne (B), celulazne (C) i amilazne (D) aktivnosti morskog
izolata PPM3 u in vitro kvalitativnom testu

Literaturni podaci pokazuju da su mnoge bakterije, naro¢ito predstavnici Bacillus vrsta., koje
su u odredenoj meri bile sposobne da sprece rast biljnih patogena in vitro, takode imale sposobnost
da proizvode enzime: B-glukanaze, hitinaze, proteaze, celulaze i druge [60,65,164]. Kako navode
Basurto-Kadena i saradnici [65], antifungalna i antimikrobna aktivnost soja B. subtilis 21 izolovanog
iz rizosfere jagode, je upravo posledica proizvedenih hidroliti¢kih enzima, odnosno proteaza, dok
Gotam i saradnici [164] umereni antagonisticki potencijal, zabeleZen u in vitro eksperimentu sa dva
soja B. amyloliquefaciens prema plesni F. oxysporum f. sp. lycopersici, pripisuju celulolitickoj i
hitinoliti¢koj aktivnosti Sojeva.

Na osnovu rezultata dobijenih u ovoj fazi, moze se zakljugiti da pored kompetitivne prednosti
u odnosu na patogena, upravo proizvodnja enzima koji slabe ¢elijski zid plesni, narusavajuéi tako
njihov strukturni integritet, moze biti odgovorna, ili doprinosi antagonistickoj aktivnosti izolata iz
ovog istrazivanja. Ovome u prilog ide ¢injenica da su izolati morskog sedimenta, kod kojih je
zabelezena umerena do visoka antifungalna aktivnost, takode bili proizvodaci najmanje dva od cetiri
ispitana enzima (tabele 5.4 i 5.5). Takode, najveci antagonisticki potencijal prema plesnima,
zabelezen je kod izolata PPM3, koji je u enzimskom testu pokazao najveci hidroliticki potencijal.
Izrazita antagonisticka aktivnost izolata PPM3 u ovom slu¢aju moze biti posledica prvenstveno
proizvodnje proteaza. Vezujuéi se za spoljasnji manoproteinski sloj ¢elijskog zida gljiva, proteaze
narusavaju i ,,otvaraju proteinsku strukturu zida, izlazu¢i tako unutrasnje glukanske slojeve i hitinske
mikrofibrile drugim enzimskim kompleksima (hitinaze, B-glukanaze) koje ¢e dodatno ostetiti ¢eliju
plesni i eventualno dovesti do njene smrti [64].

Na osnovu dobijenih rezultata, odnosno utvrdivanja i zastupljenosti direktnih i indirektnih
mehanizama stimulacije biljnog rasta kod izolata iz morskog sedimenta, moze se zakljuciti da su
indirektni mehanizmi dominantniji. Na osnovu prisustva ispitivanih mehanizama, izolat sa oznakom
PPM3 pokazao se kao najpotentniji za potencijalnu primenu kao PGP agens, te je stoga odabran za
dalja istrazivanja u okviru ove disertacije.
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5.3 Identifikacija PGP izolata PPM3

Identifikacija i karakterizacija sojeva sa PGP svojstvima, predstavlja klju¢an korak za njihovu
primenu u realnim uslovima, odnosno na poljoprivrednim povrSinama, jer osigurava odgovarajuci
odabir sojeva koji nisu Stetni za useve, ljude i Zivotinje, kao i zivotnu sredinu uopste [1]. Kako je
izolat oznake PPM3 odabran kao najpotentnijii od svih izolata iz sedimenta Crvenog mora, u ovoj
fazi pristupilo se njegovoj detaljnoj karakterizaciji i identifikaciji.

5.3.1 Morfoloska i fizioloSka karakterizacija izolata PPM3

Preliminarna karakterizacija i identifikacija odabranog izolata PPM3 izvrSena je izvodenjem
standardnih morfoloskih, fizioloskih i biohemijskih testova kao S§to je opisano u Berdzijevom
priru¢niku sistematske bakteriologije [143], kao i upotrebom API CH50 i APl ZYM identifikacionih
paketa, kao $to je opisano u poglavlju 4.3.1 ove disertacije. U tabeli 5.6 prikazane su osnovne
morfoloske i fizioloSke karakteristike izolata PPM3. Na osnovu izvrSenih testova, ustanovljeno je da
je izolat PPM3 Gram-pozitivna, aerobna, pokretljiva bakterija, Stapi¢astog oblika, sposobna da
produkuje ovalne spore. Na ¢évrstoj hranljivoj podlozi raste u vidu izdignutih, sluzavih kolonija
razgranatih ivica. Prozvodi enzime katalazu i oksidazu, redukuje nitrate, a pokazuje i sposobnost
hidrolize Zelatina. Rezultati dobijeni nakon ovih ispitivanja pokazali su da izolat PPM3 poseduje
odlike karakteristi¢ne za pripadnike roda Bacillus [143].

Tabela 5.6. Osnovne morfoloske i eko-fizioloske karakteristike odabranog izolata PPM3

Morfoloske karakteristike izolata PPM3
izdignuta, sluzava, granata,

Izgled kolonije

_ bela ~
Loy &
Izgled, oblik i velitina celije (um) '
Stapiéi
16 x3,7
Prisustvo endospora +
Eko-fizioloske karakteristike izolata PPM3
Temperaturni opseg 4-55 °C
Temperaturni optimum 30°C
pH opseg 5-9
pH optimum 7
NaCl opseg 0-10 %
NaCl optimum 5
Proizvodnja katalaze +
Proizvodnja oksidaze +
Redukcija nitrata +
KoriS¢enje citrata +
Indol test -
\/og-Prosker test +
Metil-crveno test -
Hidroliza Zelatina +

(+) pozitivna reakcija/prisustvo svojstva; (-) negativna
reakcija/odsustvo svojstva
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Sa aspekta potencijalne primene mikroorganizama kao stimulatora biljnog rasta, odredivanje
biohemijskih karakteristika odabranih sojeva predstavlja jedan od klju¢nih koraka [7]. Upotrebom
API 50CH fermentacionog i APY ZYM enzimskog identifikacionog paketa, izvrsena je biohemijska
karakterizacija i identifikacija izolata PPM3. Nakon obrade rezultata i poredenjem sa API Web bazom
podataka, izolat PPM3 pokazao je najveci stepen sli¢nosti (priblizno 95 %) sa referentnim sojevima
vrste B. amyloliquefaciens. U tabeli 5.7. prikazan je biohemijski profil izolata PPM3. Osnovne
biohemijske karakteristike izolata su sposobnost fermentacije: glukoze, fruktoze, galaktoze, manoze,
celobioze, maltoze, inulina, rafinoze, fukoze, L-arabinoze, dulcitola, ksilitola, N-acetilglukozamina i
glicerola. Negativne reakcije su zabelezene u testovima sa, melibiozom, sorbozom, D-turanozom,
melezitozom, amidonom i ketoglukonatima. Enzimski profil dobijen upotrebom APl ZYM paketa
(tabela 5.8) pokazuje da izolat PPM3 ima sposobnost proizvodnje velikog broja industrijski vaznih
enzima, kao Sto su: fosfataze i fosfohidrolaze, lipaze, a- i B-glukozidaze, a-galaktozidaze i N-acetil-
B-glukozaminidaze. Sposobnost proizvodnje enzima B-glukozidaze, kao i N-acetil-p-
glukozaminidaza vazna je sa aspekta ispoljavanja antifungalne aktivnosti soja PPM3, jer su se ovi
enzimi pokazali efikasnim u razgradnji ¢elijskog zida patogena [165,166]. Izolat PPM3 pokazao je
sposobnost iskoris¢avanja izuzetno velikog broja supstrata $to ga sa aspekta potencijalne primene ¢ini
jako privlac¢nim.

Tabela 5.7. Fermentacioni profil odabranog izolata PPM3 odreden na osnovu APl 50CH gotovog
paketa (Biomereux, France) nakon inkubacije na 30 °C tokom 48 h

Supstrat Reakcija Supstrat Reakcija

Glicerol + Salicin +/-
Eritrol - D-celobioza +/-
D-arabinoza - D-maltoza +/-
L-arabinoza + D-laktoza +/-
Riboza + D-melibioza +/-
D-ksiloza + D-saharoza +
L-ksiloza + D-trehaloza +
D-adonitol + Inulin +
Metil-pD-ksilopiranozid + D-melezitoza -
D-galaktoza + Rafinoza +
D-glukoza + Amidon -
D-fruktoza + Glikogen +
D-manoza +/- Ksilitol +
L-ramnoza + Gentibioza +
L-sorboza - D-turanoza -
Dulcitol +/- D-ksiloza +/-
Inositol + D-tagatoza +/-
D-manitol + D-fukoza +/-
D-sorbitol + L-fukoza +/-
Metil-aD-manopiranozid - D-arabiol +/-
Metil-aD-glukopiranozid + L-arabitol +/-
N-Acetilglukozamin + Glukonat +
Amigdalin + K-2-ketoglukonat -
Arbutin - K-5-ketoglukonat -
Eskulin +

(+) pozitivna reakcija; (-) negativna reakcija; (+/-) slabo pozitivna reakcija
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Tabela 5.8. Enzimski profil izolata PPM3 odreden na osnovu APl ZYM gotovog paketa
(Biomereux, France) nakon inkubacije na 30 °C tokom 48 h

Enzim Rekcija Enzim Reakcija
Alkalna fosfataza +/- Naftol-AS-BI-fosfohidrolaza +
Esteraza (C4) + a-galaktozidaza +
Esteraza lipaza (C8) + B-galaktozidaza -
Lipaza (C14) + B-glukuronidaza -
Leucin arilamidaza - a-glukozidaza +
Valin arilamidaza + B-glukozidaza +
Cistin arilamidaza - N-acetil-B-glukozaminidaza +
Tripsin - a-manozidaza -
a-himotripsin + a-fukozidaza

(+) pozitivna reakcija, (-) negativna reakcija, (+/-) slabo pozitivna reakcija
5.3.2 Eko-fizioloSke karakteristike izolata PPM3

Razlike u ispoljenom efektu PGP sojeva u laboratoriji i u realnim uslovima sredine, u velikoj
meri ograni¢avaju komercijalnu upotrebu ovih bakterija u agroindustriji [167]. Neke od ovih
nedoslednosti svakako se mogu pripisati promenljivim fizickim 1 hemijskim karakteristikama samih
niSa koje ¢e inokulisane PGP bakterije okupirati. Zemljiste je dinami¢na i nepredvidiva sredina, a
prezivljavanje inokulisanih PGP bakterija u datom staniStu nekada nije uspesno, usled bolje
adaptiranosti autohtone mikrobiote na date uslove. Takode, koristan efekat koji ove bakterije
ostvaruju na biljku u odredenom klimatskom podrucju ne znaci da ¢e on biti ostavaren i u drugacijim
uslovima sredine [4,168]. Stoga je ispitivanje i razumevanje ekoloskih osobina PGP bakterija
izuzetno vazno, ne samo za njihovu §to efikasniju primenu u realnim uslovima sredine, ve¢ 1 sa
aspekta tehnoloSke manipulacije ovim sojevima.

U ovoj fazi istrazivanja, pristupilo se ispitivanju ekoloskih karakteristika odabranog izolata
PPM3. Imaju¢i u vidu da temperatura, kiselost i mineralni sastav zemljista, predstavljaju glavne
faktore koji odreduju sastav autohtonih mikrobnih zajednica i rasprostranjenost u odredenom stanistu,
ispitan je uticaj temperature, pH i koncentracije soli na sposobnost rasta morskog izolata PPM3.

Izolat PPM3 pokazao je Sirok opseg tolerancije temperature (tabela 5.6, slika 5.4 A). Optimum
rasta zabelezen je u opsegu temperatura od 15-50 °C, dok je najznacajniji rast bakterije zabeleZzen na
temperaturi od 30 °C (OD=0,864). Najniza temperatura pri kojoj je zabelezen rast izolata PPM3
iznosila je 4 °C, dok je najviSa temperatura na kojoj je bakterija rasla iznosila 55 °C. Izolat PPM3
pokazao je takode i veliku toleranciju prema pH uslovima sredine (slika 5.4 B). Najpovoljniji uslovi
za rast bakterije zabeleZeni su u opsegu pH vrednosti izmedu 6-9, dok je najveci rast ostvaren na pH
vrednosti od 7, na Sta ukazuju najvise vrednosti opticke gustine (OD=0,873). Znacajniji rast uocen je
i na pH vrednostima od 6 do 9, dok je iznad vrednosti pH od 10 i pri pH=5 rast bakterija bio znatno
manji (ODpn10=0,251 i ODpns=0,357). U uslovima pH 4 i niZe nije zabeleZen rast izolata PPM3.
Tolerancija soja PPM3 na sadrZaj mineralnih soli u podlozi ispitana je gajenjem bakterije u podlozi
sa razli¢itim sadrzajem NaCl (slika 5.4 C). Soj PPM3 pokazao je sposobnost tolerancije i do 10 %
soli u podlozi, dok je najobilniji rast zabelezen pri koncentraciji NaCl od 5 % (OD=0,823).
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Slika 5.4. Rast izolata PPM3 pri razli¢itim uslovima (A) temperature; (B) pH podloge; (C)
koncentracije soli u podlozi. OD-opti¢ka gustina bakterijske suspenzije odredena
spektrofotometrijski, merenjem apsorbance na 600 nm.

Temperatura je kljucni faktor koji uti¢e na uspostavljanje kako mikrobioloskih zajednica tako
I vegetacijskog pokrivaca. Naime, apsorpcijska mo¢ korena biljaka zavisna je od temperaturnog
rezima zemljiSta, a klijanje semena, razvoj klice i mlade biljke mogu¢ je jedino pri povoljnim
uslovima temperature [32]. Biljke sa druge strane, uti¢u na pH zemljista. Preko korena razli¢iti joni,
voda, enzimi i drugi metaboliti, bivaju izlu¢eni u zemljiSte stvarajuci specifi¢ne uslove koji ¢e odrediti
sastav mikrobnih zajednica [4]. Siroka temperaturna i pH tolerantnost koju je ispoljio izolat PPM3 je
od velikog znacaja sa aspekta njegove primene na poljoprivrednim povr$inama, jer upravo ukazuje
na visok potencijal prezivljavanja nakon inokulacije, bilo zemljista ili same biljke. Temperaturni i pH
rezim zemljiSta takode uti¢u i na njegovu prirodnu rezistentnost, regulisuci pojavu i razvoj samih
patogena i proizvodnju sekundarnih metabolita [167,169]. Neke od osobina PGP bakterija u razli¢itoj
meri ¢e se ispoljiti u razli¢itim uslovima sredine. Biokontrolna aktivnost, pod velikim je uticajem
temperature. Landa i saradnici [169] su utvrdili da je tretman zemljiSta biokontrolnim sojevima
Bacillus megaterium RGAF 51, Paenibacillus macerans RGA 101, Pseudomonas fluorescens RGAF
19 i P. fluorescens RG 26, uspesno smanjio rast plesni Fusarium sp., ali je opseg delovanja ovih
bakterija znatno varirao pod uticajem temperature zemljiSta. Drugi autori beleZze smanjenu
biokontrolnu aktivnost nekih PGP vrsta roda Bacillus u uslovima kiselog pH zemljista [55,170]. Sirok
opseg temperature i pH na kojima je zabelezen rast morskog izolata PPM3 je i sa ovog aspekta
pozZeljna karakteristika, jer ukazuje na potencijalnu kompetitivnhu prednost ovog soja u odnosu na
patogena ili druge biokontrolne agense u realnim uslovima sredine. Takode, sposobnost izolata PPM3
da toleriSe visoke temperature, ukazuje i na njegov veliki biotehnoloski potencijal, Cine¢i ga
interesantnim kandidatom za primenu u industriji kao potencijalnog proizvodaca termostabilnih
sekundarnih metabolita.

Medu sredinskim faktorima koji uti€¢u na smanjenje produktivnosti osnovnih poljoprivrednih
kultura, zaslanjenost zemljiSta ima najvec¢i uticaj, pogadaju¢i skoro 50 % obradivih povrSina na
svetskom nivou, ¢ime predstavlja jedan od najzastupljenijih problema u savremenoj poljoprivredi
[168]. Povecan sadrzaj soli u zemljiStu u znatnoj meri ogranicava rast i razvoj biljaka, otezavajuéi
usvajanje vode putem korenovog sistema, ¢ime biljka dospeva u stanje ,,fizioloske suse”. Takode,
visok sadrzaj jona, naroCito natrijuma i hlora, deluje toksi¢no na biljku naruSavajuc¢i celokupan
metabolizam [32]. Mikroorganizmi koji su sposobni da rastu u uslovima povecane koncentracije soli
mogu potencijalno imati znacajnu ulogu u poboljsavanju produktivnosti biljaka na zaslanjenim
poljoprivrednim povrsinama. Literaturni podaci ukazuju da upotreba mikroorganizama sa razli¢itim
PGP svojstvima moze ublaZiti negativne efekte osmotskog stresa [168,171], a neki sojevi bakterija
mogu i dodatno pospesiti rast biljaka u ovim uslovima [172]. Mehanizmi delovanja mikroorganizama
u uslovima osmotskog stresa ukljucuju sloZzenu mrezu signalnih puteva u regulaciji hormonalnog
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statusa biljke; izlu¢ivanje i akumulaciju signalnih molekula, osmoprotektanata, najces¢e prolina;
sekreciju egzopolisaharida; kao i uspostavljanje jonske homeostaze regulacijom Na*/K* transporta
korenovog sistema [168].

Morski izolat PPM3 pokazao je sposobnost rasta pri koncentraciji soli u podlozi od ¢ak 10 %.
Stepen tolerancije na povisene koncentracije soli kod ispitivanog izolata PPM3 je znatno visi od onog
zabelezenog kod sojeva B. amyloliquefaciens QR9 i B. amyloliquefaciens SN13, a ¢iji je pozitivan
uticaj, odnosno ublazavanje efekta osmotskog stresa kao i pospeSivanje rasta biljke pririn¢a i
kukuruza potvrden u in vivo uslovima [172,173]. Znacajna tolerancija kod izolata PPM3 na povisene
koncentracije soli, moze se objasniti specifi¢no$¢u stanista iz kojeg je soj izolovan. Takode, pokazano
je da bakterije koje proizvode egzopolisaharide ublazavaju efekte slanog stresa ,,zarobljavajuci”
katjone unutar svog matriksa ¢ime smanjuju koncentraciju ovih jona u zoni korena biljke i
onemogucéavaju njihovo usvajanje [174]. Pokazano je ve¢ da soj PPM3 raste u vidu specifi¢nih
izrazito sluzavih kolonija, §to je naznaka produkcije egzopolisaharida. Prisustvo sluzavog omotaca,
moze biti odgovorno za izrazito visoku toleranciju soli zabelezenu kod morskog izolata PPM3, §to sa
aspekta primene ovog soja u uslovima zaslanjenog zemljiSta svakako predstavlja pozeljnu
karakteristiku.

5.3.3 Molekularna identifikacija i karakterizacija izolata PPM3

Nakon izolacije hromozomalne DNK izolata PPM3 izvrSena je amplifikacija gena koji kodira
16S rRNK male subjedinice ribozoma. Nakon PCR reakcije i sekvenciranja dobijena je sekvenca
oc¢ekivane duzine (1502 bazna para) koja je nakon obrade analizirana poredenjem sa dostupnim 16S
rRNK sekvencama iz GenBank baze podataka (Prilog 1., slika P-1.1). Konsenzus sekvenca 16S rRNK
izolata PPM3 deponovana je u GenBank bazu podataka pod pristupnim brojem KP715855. Utvrden
je visok stepen sli¢nosti nukleotidne sekvence izolata PPM3 sa sekvencama pripadnika B. subtilis
grupe, odnosno dve vrste: B. amyloliquefaciens i B. velezensis, gde je prvih 100 poklapanja imalo
stepen sli¢nosti od 99,87 % (Prilog 1, slika P-1.2). Sekvenca 16S rRNK gena je univerzalna i visoko
konzervirana, a ovaj gen se intenzivno koristi u identifikaciji bakterija i predstavlja osnovu
bakterijske klasifikacije. Medutim u slu¢ajevima filogenetski bliskih, odnosno srodnih taksona, ovaj
gen pokazao se kao nedovoljno diskriminatoran [175]. Imajuéi u vidu da je opste prihvaceni grani¢ni
stepen identi¢nosti, odnosno podudaranja nukleotidnih sekvenci, za taksonomski nivo vrste 98,65 %
[176], stepen podudaranja sekvence izolata PPM3 od 99,87 % sa velikim brojem sojeva iz B.subtilis
grupe ukazuje na nemogucnost precizne identifikacije do nivoa vrste, ispitivanog izolata uz pomo¢
16S rRNK gena.

Za razliku od 16S rRNK gena, smatra se da geni koji kodiraju sintezu proteina ispoljavaju
mnogo vecu geneticku varijabilnost 1 uspeSno su primenjivani za klasifikaciju 1 identifikaciju
filogenetski bliskih taksona [177,178]. GyrA gen kodira subjedinicu A DNK giraze, enzima koji
pripada tipu II DNK topoizomeraza i ima vaznu ulogu u DNK replikaciji. Upotreba GyrA gena se
pokazala kao veoma efikasna u razlikovanju srodnih vrsta unutar B. subtilis grupe [146]. Obzirom na
nemogucnost identifikacije izolata PPM3 analizom 16S rRNK gena, pristupilo se amplifikaciji GyrA
gena. Upotrebom odgovaraju¢ih parova prajmera i PCR analizom dobijen je produkt ocekivane
duzine (591 bp) (Prilog 1., slika P-1.3), a nakon obrade, konsenzus sekvenca deponovana je u
GenBank bazu podataka pod pristupnim brojem MF592262. Analizom i poredenjem sekvence sa
dostupnim sekvencama GenBank baze podataka, dobijen je ponovo visok stepen sli¢nosti (99,83 %
poklapanje sa prvih 100 sekvenci iz baze) sa istim predstavnicima vrsta B. velezensis i B.
amyloliquefaciens. Na osnovu dobijenih rezultata sekvenciranja GyrA gena, moze se zakljuditi da se
ni ovaj gen nije pokazao dovoljno diskriminatornim za preciznu identifikaciju izolata PPM3 do
taksonomskog nivoa vrste.

Kompleksnu B. subtilis grupu ¢ini veliki broj identifikovanih vrsta ¢iji predstavnici
ispoljavaju veoma visok stepen sli¢nosti, a broj novoopisanih vrsta konstantno se poveéava, pa je
neke predstavnike gotovo nemoguce razlikovati upotrebom klasi¢nih taksonomskih parametara
(morfo-fizioloskih karakteristika, 16S rRNK sekvenciranja, odredivanjem sadrzaja guanozin-citozin
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parova i FAME analizom) [6]. Cak i takozvani ,,zlatni standard bakterijske taksonomije”, odnosno
eksperimentalno odredivanje srodnosti na osnovu stepena hibridizacije DNK molekula (DDH, engl.-
DNK-DNK Hibridization) ¢esto dovodi do pogresnih zaklju¢aka [179]. Nakon detaljne filogenomske
analize, Fan i saradnici [6] predlazu uvodenje termina ,,operativna grupa B. amyloliquefaciens”, viseg
taksonomskog nivoa od nivoa vrste, a koju ¢ine: B. amyloliquefaciens, B. siamensis i B. velezensis
predstavnici. Ovaj termin je predlozen u pokusaju da se poboljsa Kklasifikacija vrsta unutar
predstavnika B. subtilis grupe, i doprinese tac¢nijoj i preciznijoj taksonomskoj nomenklaturi, kao i
odvajanju zemljisnih, odnosno ,pravih” B. amyloliquefaciens vrsta, od endofitnih B.
amyloliquefaciens vrsta, odnosno B. velezensis vrsta. Na osnovu dobijenih rezultata i analize stepena
homologije 16S rRNK i GyrA sekvence izolata PPM3 sa blisko srodnim vrstama iz ,,B.
amyloliquefaciens operativne grupe”, izolat PPM3 se moze smatrati pripadnikom ove predlozene
grupe. Ipak, imajuci u vidu da je ova nova taksonomska jedinica jo$ uvek u razmatranju, a da detaljna
filogenomska analiza izolovanog morskog soja PPM3 nije postavljena kao predmet istrazivanja ove
disertacije, izolat PPM3 ¢e u daljem tekstu biti oznac¢en kao Bacillus sp. PPM3. Uz to, vazno je
napomenuti da izolat Bacillus sp. PPM3 nije pokazao geneticku sli¢nost sa vrstama koje mogu biti
potencijalno Stetne za biljke, zivotinje i ljudsko zdravlje, Sto ga ¢ini pogodnim za upotrebu kao PGP
agensa.

5.4 Biokontrolna aktivnost i mehanizmi delovanja metabolita odabranog izolata Bacillus sp.
PPM3

bakterijama efikasnije iskori$¢avanje resursa iz okolne sredine, ¢ime one mogu postati kompetitivnije
u odnosu na patogena, ili druge biokontrolne agense prisutne u stanistu [3]. Smatra se da primena
formulacija na bazi metabolita, umesto zivih ¢elija, predstavlja bolju strategiju, koja ¢e efikasnije
doprineti kontroli biljnih patogena u polju [5]. Biokontrolna aktivnost odabranog izolata Bacillus sp.
PPM3 moze biti i posledica proizvodnje antifungalnih sekundarnih metabolita koji direktno inhibiraju
rast patogena. Jedan od postavljenih ciljeva istrazivanja u okviru ove disertacije bilo je i utvrdivanje
potencijala primene odabranog PGP soja u agroindustriji. Imaju¢i u vidu postavljene ciljeve
istrazivanja, a kako bi se procenila mogu¢nost primene formulacija na bazi metabolita soja Bacillus
sp. PPM3, u narednoj fazi detaljno je ispitan biokontrolni potencijal ekstracelijskog filtrata ovog soja.

5.4.1 Efekat ekstracelijskog filtrata Bacillus sp. PPM3 na strukturne karakteristike plesni,
njihov rast i germinaciju spora

Antifungalna aktivnost metabolita soja Bacillus sp. PPM3 ispitana je u in vitro eksperimentu,
utvrdivanjem procenta inhibicije rasta plesni (PGI), kao i stepena germinacije spora u prisustvu EF
Bacillus sp. PPM3. Snazno antifungalno dejstvo ¢elijske suspenzije izolata Bacillus sp. PPM3,
prethodno zabeleZeno u konfrontacijskom testu, takode je uoceno i u testu sa ekstracelijskim filtratom
ovog soja. Inhibitorna aktivnost EF Bacillus sp. PPM3 varirala je u zavisnosti od testiranog patogena
(slika 5.5). Najveci stepen inhibicije uocen je kod plesni Mucor sp. ¢iji je rast inhibiran za ¢ak
97,5+0,2 %. Veoma visok stepen inhibicije uocen je i kod A. flavus (82,7+0,5 %), umeren stepen
inhibicije rasta zabelezen je kod plesni F. graminearum (57,1+0,5 %), dok je kod plesni Alternaria
sp. uocen stepen inhibicije od 41,5+1,0 % (slika 5.5 B).

Ispitano je i dejstvo EF Bacillus sp. PPM3 na germinaciju spora istih patogenih plesni.
Rezultati pokazuju da se EF Bacillus sp. PPM3 i u ovom slucaju pokazao izuzetno efikasnim,
sprecavajuci u znacajnoj meri germinaciju spora kod svih plesni. U kontroli koja nije sadrzala EF,
stepen germiniranih spora kretao se u opsegu od 82,3+0,5 % do 87,7£1,2 % (slika 5.5 C). Medutim,
u prisistvu EF Bacillus sp. PPM3, stepen germinacije spora plesni A. flavus i Alternaria sp. opao je
znacajno, na priblizno 40 %. Germinacija spora plesni F. graminearum je takode znacajno smanjena
pod uticajem metabolita soja Bacillus sp. PPM3, na 36,2+1,2 %, dok je u slucaju plesni Mucor sp.
zabelezen najnizi stepen germinacije spora od svega 10 % (slika 5.5 C).
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Slika 5.5. Antifungalna aktivnost ekstracelijskog filtrata (EF) Bacillus sp. PPM3 u in vitro testu sa
patogenim plesnima: 1-A. flavus; 2-F. graminearum; 3- Mucor sp; 4- Alternaria sp.;. (A)-
lustrativni prikaz inhibicije rasta plesni; (B)-Procenat inhibicije rasta plesni, PGI; (C)-Stepen
germinacije spora plesni u prisustvu EF Bacillus sp. PPM3 (* ) i kontroli (*). Prikazane su
srednje vrednosti (n=3) uz standardno odstupanje. Vrednosti obeleZene istim slovom nisu statisticki
znacajno razli¢ite prema Tukey-ovom testu (p>0,05)

U okviru ove faze istrazivanja utvrdeno je da je soj Bacillus sp. PPM3 sposoban da proizvede
sekundarne metabolite snaznog antagonistickog dejstva, koji direktno inhibiraju rast 4 razli¢ite vrste
biljnih patogenih plesni. Skorasnja istrazivanja antagonistickog potencijala dva morska soja, B.
amyloliquefaciens L3 i B. velezensis SH-B74, ukazuju na potencijal sekundarnih metabolita ovih
mikroorganizama u redukciji rasta plesni Magnaporthe oryzae, veoma invazivnog patogena zitarica
[61,180]. Cen i saradnici takode beleze smanjenje rasta plesni iz roda Fusarium od 50 %, usled dejstva
antifungalnih metabolita morskog soja Bacillus amyloliquefaciens SH-B10 [52]. Ako se uporedi
antifungalna aktivnost EF Bacillus sp. PPM3, izrazena kroz procenat inhibicije rasta patogena, sa
dostupnim literaturnim podacima o drugim morskim Bacillus sojevima, moze se reci da su one
izrazene u slicnoj meri. Zabelezen stepen antagonisti¢kog dejstva EF Bacillus sp. PPM3 prema plesni
A. flavus znatno je veéi od one koju su zabelezili Kong i saradnici [181] sa metabolitima morskog
soja B. megaterium (35,1+4,8 %). Takode, vazno je napomenuti i da, prema dosadasnjim saznanjima,
nema podataka o biokontrolnom svojstvu morskih vrsta Bacillus prema plesnima iz rodova Alternaria
I Mucor, a ¢iji je rast u znacajnoj meri inhibiran metabolitima soja Bacillus sp. PPM3 (slika 5.5).

EF Bacillus sp. PPM3 pokazao je i izuzetnu efikasnost u sprecavanju germinacije spora svih
ispitivanih patogenih plesni. Kada je koncentracija EF Bacillus sp. PPM3 u suspenziji sa sporama
patogenih plesni iznosila 50 %, doslo je do znacajne inhibicije germinacije spora. Drugi autori
zabelezili su inhibitorno dejstvo ekstracelijskih te¢nosti razlicitih sojeva Bacillus na germinaciju
spora biljnih plesni kao $to su Coleotrichum destructans i F. gramineaurum [60,140,182]. Inhibicija
spora patogenih plesni igra vaznu ulogu u biokontroli, posebno u poc¢etnim stadijumima infekcije.
Produkcija spora predstavlja najrasprostranjeniji vid razmnozavanja plesni, a takode i prvi korak u
razvoju bolesti, a imajuci u vidu veliku mo¢ prezivljavanja i brzog rasprostiranja u spoljasnoj sredini,
spore plesni imaju najveci potencijal u inficiranju i Sirenju bolesti kod biljaka [60,183]. U ovoj fazi
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istrazivanja potvrdena je sposobnost soja Bacillus sp. PPM3 da produkuje metabolite koji, pored
direktne inhibicije rasta micelije, inhibiraju i razvoj spora patogenih plesni. Ova karakteristika je
veoma pozeljna sa aspekta razvoja formulacija koje ¢e se primeniti u polju, jer ukazuje da bi
formulacije, bazirane na ekstracelijskom filtratu soja Bacillus sp. PPM3, mogle obezbediti zastitu
biljaka u svim fazama razvoja bolesti izazvanih patogenim plesnima. Takode, Sirok spektar dejstva
je dodatna pozeljna osobina, jer podrazumeva moguc¢nost primene samo jednog proizvoda koji bi
dejstvo ispoljio na vise razlicitih patogena. Ipak, ove pretpostavke morale bi se potvrditi primenom
formulacija u realnim uslovima, odnosno na samom polju.

Nakon utvrdivanja visoke antifungalne aktivnosti EF soja Bacillus sp. PPM3, nastojalo se da
se detaljnije ispita nafin delovanja metabolita koje proizvodi ova bakterija. Mikroskopskim
pregledom micelija koje su rasle u prisustvu i odsustvu EF Bacillus sp. PPM3 ispitivana je struktura
hifa plesni, a uo¢ene promene zabeleZzene su kamerom. Na slici 5.6. prikazana je struktura hifa plesni
F. graminearum nakon 5 dana inkubacije u prisustvu i odsustvu EF Bacillus sp. PPM3. Antagonisti¢ki
potencijal EF Bacillus sp. PPM3 potvrden je i na nivou struktura hifa. Naime, morfologiju plesni koje
su rasle u odsustvu bakterijskog EF odlikovali su dobro organizovan micelijum sa normalnom
strukturom hifa. Hife su bile jedre i prave, bez vidljivih oStecenja, tipi¢ne stubaste strukture i sa
izrazenim septama (Slika 5.6 A). U prisustvu EF Bacillus sp. PPM3 uocene su znacajne strukturne
promene hifa. Hife su se odlikovale nepravilnim oblikom sa uvec¢anim i izobli¢enim formacijama,
nalik na balon. Uoceno je i prisustvo ¢elija razorenog zida, izrazene vakuolizacije, kao i ¢elija bez
citoplazme (slika. 5.6 B i C).

Slika 5.6. Prikaz strukturnih i morfoloskih promena hifa plesni F.graminearum u odsustvu (A,
uveli¢anje 200x) i prisustvu EF Bacillus sp. PPM3 (B, uveli¢anje 200x i C, uvelicanje 400x).
Strelicama su oznacene ostecene ¢elije bez citoplazme (B), kao i izobli¢ene formacije hifa (C)

Rezultati ukazuju da je jedan od mehanizama delovanja sekundarnih metabolita morskog
izolata Bacillus sp. PPM3 naruSavanje integriteta ¢elijskog zida plesni. U poglavlju 5.2.2.2 ove
disertacije pokazano je da izolat Bacillus sp. PPM3 ima sposobnost proizvodnje proteaza, hitinaza i
celulaza, na ¢vrstoj podlozi sa supstratima za ove enzime. Za ove hidroliticke enzime je poznato da
mogu razoriti ¢elijski zid plesni i tako inhibirati njihov dalji razvoj. Uo¢ene promene u strukturi hifa
ispitivanih plesni pod uticajem EF Bacillus sp. PPM3 u ovom ogledu, mogu biti posledica dejstva
ovih hidrolitickih enzima. Slicne promene na nivou strukture hifa zabelezili su i drugi autori pod
dejstvom metabolita razli¢itih sojeva Bacillus vrsta, proizvodaca enzima hitinaza i proteaza [60,64].
Takode, ne treba iskljuciti mogucnost proizvodnje drugih tipova jedinjenja, koja uticu na
propustljivost i osmotski balans ¢elijskih membrana plesni, na $ta ukazuju promene u vidu izobli¢enih
,balonastih” formi hifa i ¢elija bez citoplazme. Reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS, engl.-Reactive
Oxygen Species), neki biosurfaktanti i lipopeptidi koje proizvode vrste roda Bacillus, imaju
sposobnost da izazovu slicne abnormalnosti u strukturi kod razlicitih plesni [52,184].
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5.4.2 Stabilnost ekstracelijskog filtrata izolata Bacillus sp. PPM3

Kako bi se dobio uvid u hemijsku prirodu antifungalnih metabolita koje proizvodi morski
izolat Bacillus sp. PPM3, kao i mogucnost tehnoloske manipulacije, ekstracelijski filtrat podvrgnut
je razlic¢itim tretmanima. Naime, ispitan je efekat temperature, pH i enzimskog tretmana na stabilnost
EF Bacillus sp. PPM3, utvrdivanjem rezidualne antifungalne aktivnosti nakon svakog od navedenih
tretmana.

Antagonisti¢ki potencijal EF morskog izolata Bacillus sp. PPM3 jos$ jednom je potvrden kroz
proizvodnju stabilnih sekundarnih metabolita, koji su pokazali izrazitu otpornost na visoke
temperature, ukljucujudi i sterilizaciju u autoklavu (temperatura 121°C), pH tretman u opsegu od 3-
10, kao i tretman proteinazom K. Svi tretirani EF zadrzali su vise od 97 % antifungalnog potencijala
u poredenju sa netretiranim kontrolama (tabela 5.9).

Tabela 5.9. Stabilnost ekstracelijskog filtrata izolata Bacillus sp. PPM3 nakon termi¢kog, pH i
enzimskog tretmana

Rezidualna antifungalna aktivnost (RAA, %o)

A. flavus F. graminearum Mucor sp. Alternaria sp.
Termicki tretman
50 °C 97,5+0,5%* 97,9+1,2% 97,6+0,82 97,940,6°
70 °C 97,3+0,9% 98,0+0,72 97,9+0,6% 97,7+0,8%
121 °C 97,3+0,4% 97,9+0,3% 97,7+1,2% 97,7+1,2%
pH tretman
3 97,6+1,3% 97,7+0,5% 97,8+0,5% 97,9+0,3%
7 97,8+1,0% 98,0+0,2% 97,9+0,5% 98,040,1°
10 97,7+0,9% 97,9+0,5% 97,9+0,72 97,9+0,3%
Enzimski tretman
Proteinaza K 97,8+0,5% 98,0+0,72 97,9+0,32 97,6+1,2%

Prikazane su srednje vrednosti (n=3) uz standardno odstupanje.
*Vrednosti obelezene istim slovom nisu statisti¢ki znacajno razli¢ite prema Tukey-vom testu (p=0,05)

Literaturni podaci ukazuju da odredene bakterije, stimulatori biljnog rasta, imaju sposobnost
da produkuju niz razli¢itih jedinjenja sa biokontrolnim efektom koja pokazuju izrazitu stabilnost u
odnosu na promenu pH sredine, visoku temperaturu i enzimsku degradaciju [55,185]. Ova stabilna
jedinjenja, pripadaju grupi lipopeptida i utvrdeno je da ih u velikoj meri proizvode razli¢iti
predstavnici Bacillus roda. Ovo svojstvo, zajedno sa skoro potpuno ocuvanom antifungalnom
aktivno$c¢u EF Bacillus sp. PPM3 nakon proteolize, sterilizacije i izlaganja ekstremnim vrednostima
pH, pokazatelj je da morski soj Bacillus sp. PPM3 zaista moze da proizvodi neke od ovih komponenti
iz grupe lipopeptida. Sli¢ne osobine koje se dovode u vezu sa produkcijom lipopeptida zabeleZili su
i drugi autori [55,56,140].

5.4.3 Detekcija gena za proizvodnju lipopeptida izolata Bacillus sp. PPM3

Uzimajuci u obzir visoku antifungalnu aktivnost i stabilnost EF izolata Bacillus sp. PPM3,
pristupilo se detaljnijoj identifikaciji antifungalnih jedinjenja. Najpre je ispitan geneticki potencijal
izolata Bacillus sp. PPM3 da proizvodi neke od antifungalnih metabolita iz grupe lipopeptida.

Upotrebom specifi¢nih parova prajmera nakon PCR reakcije, kod izolata Bacillus sp. PPM3
detektovana su tri gena odgovorna za biosintezu antifungalnih metabolita iz grupe lipopeptida. Naime
geni: ituD, bamD i fenF detektovani su upotrebom para prajmera ITU-F1/R1 (slika 5.7 A) i
predstavljaju gene koji kodiraju enzim malonil-CoA-transacilazu odgovornu za biosintezu
antifungalnih lipopeptida: iturina, bacilomicina D i mikosubtilina [51]. Upotrebom prajmerskog para
SRFA-F1/R1 detektovan je jo$ jedan gen, ukljucen u biosintezu lipopeptida surfaktina (Slika 5.7 B).
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Rezultati PCR eksperimenta ukazuju da izolat Bacillus sp. PPM3 ima geneticki potencijal produkcije
najmanje Cetiri vrste antifungalnih jedinjenja iz grupe lipopeptida.

Slika 5.7. Prikaz agaroznog gela sa proizvodima PCR reakcije amplifikacije gena za biosintezu
lipopeptida: iturina, bacilomicina D i mikosubtilina (A) i surfaktina (B). Traka 1 -Bacillus sp.
PPM3; Traka 2- pozitivna kontrola (B. amyloliquefaciens ATCC 23350T); Traka M-DNK marker
(1kb GeneRuler DNA Ladder Mix, Thermo Fisher Scientific)

Upotreba genetickih markera, kao $to su geni za sintezu lipopeptida, pokazala se kao veoma
uspesna u identifikaciji novih biokontrolnih agenasa iz zivotne sredine [186-188]. Poznato je da
genom vrsta Bacillus, a narocito B. subtilis kompleksa, sadrzi ogromne genske klastere koji se dovode
u vezu sa produkcijom sekundardnih metabolita sa antimikrobnim, odnosno antifungalnim svojstvom
[51,187]. Broj gena koji poseduju i tip gena odgovornih za sintezu ovih jedinjenja moze znatno da
varira [55,189,190]. U svom istrazivanju, Kim i saradnici [140] su kod zemljisnog PGP soja B.
amyloliquefaciens AK-O detektovali ¢etiri gena, ukljuc¢ena u sintezu antifungalnih jedinjena iz klase
lipopeptida: iturina, surfaktina, bacilomicina i dificidina. Autori isti¢u da je snazno antagonisti¢cko
dejstvo soja AK-O prema patogenoj plesni Cylindrocarpon destructans, upravo posledica produkcije
lipopeptida. U istrazivanju koje su obavili Jang i saradnici ispituju¢i PGP potencijal zemljiSnog soja
B. subtilis YB-05, detektovano je Cetiri gena (fenB, ituA, hag i tas) koja ucestvuju u sintezi
antifungalnih supstanci, ¢ije je prisustvo u celijskoj suspenziji naknadno i1 potvrdeno masenom
spektrometrijom [188]. Prisustvo gena za sintezu lipopeptida fengicina A i surfaktina zabeleZena je i
kod morskih predstavnika roda Bacillus [22,180].

U poredenju sa literaturnim podacima, moze se zakljuciti da morski izolat Bacillus sp. PPM3,
poseduje znacajan geneticki potencijal za produkciju antifungalnih lipopeptidnih jedinjenja. Vazno
je medutim napomenuti, da je postojanje i drugih tipova antifungalnih gena kod izolata Bacillus sp.
PPM3 takode moguce, ali da oni jednostavno nisu mogli biti detektovani prajmerima upotrebljenim
u ovom istraZivanju.

5.4.4 Antifungalna aktivnost lipopeptidnog ekstrakta Bacillus sp. PPM3

Uzimajuéi u obzir dobijene rezultate molekularne analize, kao i1 rezultate opisane u
prethodnim poglavljima disertacije, moze se pretpostaviti da je antibioza dominantni PGP mehanizam
delovanja izolata Bacillus sp. PPM3, a da su lipopeptidi najverovatnije glavni nosioci njegovog
antagonistickog potencijala. Medutim, prisustvo gena za sintezu lipopeptida u genomu
mikroorganizma, ne znaci zasigurno i njihovu produkciju. Kako bi se potvrdila pretpostavka da je
antagonisticki potencijal soja posledica produkcije lipopeptida, izvrSena je njihova ekstrakcija iz EF
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Bacillus sp. PPM3, a zatim je u in vitro eksperimentu sa patogenim plesnima, ispitana antifungalna
aktivnost sirovog lipopeptidnog ekstrakta (LE), izracunavanjem procenta inhibicije rasta plesni
(PGI). Dobijene vrednosti poredene su sa vrednostima PGI dobijenim nakon primene komercijalnog
antimikotika nistatina.

LE
A K - B [ LE Bacillus sp. PPM3

[ Nistatin
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Slika 5.8. Uticaj lipopeptidnog ekstrakta izolata Bacillus sp. PPM3 (LE) na rast patogenih plesni in
vitro. (A)- llustrativni prikaz inhibicije rasta patogena: K-kontrola; LE-lipopeptidni ekstrakt
Bacillus sp. PPM3 (15 mg/mL); N-antimikotik nistatin (15 mg/mL). (B)-Procenat inhibicije rasta
plesni (PGI,%). Prikazane su srednje vrednosti (n=3) uz standardno odstupanje. * Vrednosti
obelezene istim slovom nisu statisti¢ki znacajno razli¢ite prema Tukey-ovom testu (p=>0,05)

A.flavus F.graminearum  Mucor sp. Alternaria sp.

Lipopeptidni ekstrakt izolata Bacillus sp. PPM3 (LE) inhibirao je rast plesni A. flavus za
32,50+1,24 %, dok je antimikotik nistatin, upotrebljen kao pozitivna kontrola, u potpunosti sprecio
rast ove plesni (slika 5.8). U slucaju plesni F. graminearum i Alternaria sp., nije uoc¢ena statisticki
znacajna razlika (p>0,05) izmedu ostvarenog inhibitornog dejstva LE i antimikotika nistatina.
Medutim, plesan F. graminearum je pokazala manju osetljivost na dejstvo upotrebljenih
antifungalnih jedinjenja. Dejstvom LE njen rast je inhibiran za svega 12,20+0,98 %, dok je nistatin
inhibirao rast ove plesni za 13,57+0,70 %. Rast plesni Alternaria sp. inhibiran je za 42,5+1,24 %
dejstvom LE, odnosno 50,1+1,78 % dejstvom nistatina. Plesan Mucor sp. pokazala je najvecu
osetljivost na dejstvo LE Bacillus sp. PPM3 (55,40+1,90 %), dok nistatin nije pokazao inhibitorno
dejstvo na ovu plesan (slika 5.8). Rezultati dobijeni u okviru ove faze istrazivanja u skladu su sa
rezultatima dobijenim o osetljivosti ispitivanih plesni na antifungalno dejstvo EF soja Bacillus sp.
PPM3, koji su detaljno opisani i prodiskutovani u odeljku 5.4.1 ove disertacije. Medutim, treba
napomenuti da je ostvareni antagonisti¢ki efekat sirovog lipopeptidnog ekstrakta Bacillus sp. PPM3,
izraZen kroz procenat inhibicije rasta plesni, u ovom slu€aju znatno niZi od efekta ostvarenog nakon
upotrebe ekstracelijskog filtrata ovog soja.

Ekspresija gena i produkcija lipopeptida zavisi kako od faktora sredine, tako i od slozenih
odnosa koji se uspostavljaju izmedu biokontrolnih agenasa i autohtone mikrobiote datog stanista, kao
i interakcija sa samom biljkom [3,54]. Takode, proizvodnja lipopeptida odvija se u razli¢itim fazama
rasta mikroorganizama. Eksperimentalno je utvrdeno da je kod razli¢itih predstavnika Bacillus,
proizvodaca lipopeptida, u toku pocetne (ekponencijalne) faze rasta, produkcija surfaktina
najintenzivnija, dok se maksimalna produkcija fengicina i iturina odvija na kraju stacionarne faze
rasta mikroorganizama [56,57]. Slabiji antifungalni efekat lipopeptidnog ekstrakta Bacillus sp. PPM3
u odnosu na EF, zabelezen u ovom ogledu, moze se objasniti niskom koncentracijom ovih jedinjenja
u EF iz kog se vrsila njihova ekstrakcija. Naime, lipopeptidi su ekstrahovani iz ekstracelijskog filtrata
Bacillus sp. PPM3 nakon 48 h kultivacije, pa se pretpostavlja da u datoj fazi rasta bakterije, produkcija

54



lipopeptida nije dostigla svoj maksimum. Jace inhibitorno dejstvo EF u odnosu na LE moze biti i
posledica udruzenog dejstva vise bioaktivnih jedinjenja sa antifungalnim svojstvom (hidrolitickih
enzima, lipopeptida, egzopolisaharida i drugih) koji su prisutni u EF.

Pokazano je da vec¢ina biokontrolnih Bacillus vrsta predstavlja ,,kontaktne antagoniste”,
odnosno da se povecanje antagonisticke aktivnosti i produkcije sekundarnih metabolita moze
ocekivati nakon direktnog kontakta biokontrolnog agensa i patogena [3,185]. U tom smislu efikasnija
antagonisticka aktivnost LE Bacillus sp. PPM3 mogla bi se oc¢ekivati nakon stimulacije sinteze
lipopeptida, ekstrakcijom iz ¢elijske suspenzije bakterije koja je gajena u prisustvu patogena.

Iako je u ovom eksperimentu potvrdeno antifungalno dejstvo LE, na osnovu svih rezultata do
sada, moze se zakljuciti da lipopeptidi nisu jedini nosioci biokontrolnog svojstva soja Bacillus sp.
PPM3. Rezultati ukazuju da je visoka antifungalna aktivnost posledica sinergistickog dejstva
razlicitih jedinjenja, na primer hidroliti¢kih enzima (proteaza, hitinaza i celulaza) i lipopeptida iturina
i surfaktina, na $ta ukazuju rezultati dobijeni sa EF soja PPM3. Takode, ne moze se iskljuciti ni
kompeticija za prostor i hranljive materije kao mehanizam delovanja, na sta ukazuju rezultati dobijeni
u konfrontacijskom testu sa celokupnom celijskom suspenzijom soja Bacillus sp. PPM3 (slika 5.2).

5.5 Uticaj Bacillus sp. PPM3 na parametre rasta biljaka

Korisni PGP efekat bakterijskih sojeva ostvaren u in vitro uslovima, ne zna¢i nuzno i
efikasnost u realnim uslovima. Usled slozenih biotickih i abiotickih faktora sredine, koristan efekat
PGP sojeva moze biti znatno izmenjen, a u nekim sluc¢ajevima i u potpunosti izostati [7]. Takode,
efekat koji ¢e inokulisani PGP sojevi ostvariti u velikoj meri zavisi i od na¢ina njihove primene [1,4].
Stoga je potvrdivanje efikasnosti odabranih PGP sojeva u ogledu sa samom biljkom, Klju¢no za
utvrdivanje moguénosti njihove primene i eventualne komercijalizacije.

U ovoj fazi istrazivanja pristupilo se validaciji rezultata iz in vitro ogleda o PGP svojstvima
izolata Bacillus sp. PPM3 u in vivo ogledu sa biljkom. Najpre je ispitan potencijalni fitotoksi¢ni efekat
¢elijske suspenzije kao i ekstracelijskog filtrata odabranog soja, a zatim je utvrden i njihov uticaj na
razliCite parametre rasta biljke.

5.5.1 Utvrdivanje fitotoksi¢nosti Bacillus sp. PPM3

Testovi fitotoksi¢nosti zasnivaju se na utvrdivanju uticaja specifi¢nih supstrata na ispoljavanje
bilo kakvih stetnih efekata u razli¢itim fazama rasta i razvoja biljke. Kako Klijavost semena
predstavlja klju¢nu i pocetnu fazu u razvoju biljke, a od koje ¢e zavisiti i uspesnost njenog daljeg
razvoja, u ovoj fazi istrazivanja ispitan je efekat celijske suspenzije i EF Bacillus sp. PPM3 na
klijavost semena kukuruza kokicara (kao predstavnika Zzitarica) i mungo pasulja (kao predstavnika
mahunarki). Fitotoksi¢nost je utvrdena izraCunavanjem indeksa klijavosti (GI) oba semena, merenjem
osnovnih germinacionih parametara: relativne klijavosti (RK) i relativnog rasta korenka (RRK).

Tretman semena kukuruza kokicara ¢elijskom suspenzijom, kao i EF soja Bacillus sp. PPM3
nije pokazao Stetan efekat na klijavost (slika 5.9 A). Relativna klijavost semena (RK) iznosila je
102,2044,45 % nakon tretiranja semena ¢elijskom suspenzijom Bacillus sp. PPM3, §to je iznad
propisane fitotoksi¢ne granice od 90 %, prema Medunarodnom standardu 1SO:18763:2016 [191].
Fitotoksicni efekat nije zabeleZen ni sa EF soja Bacillus sp. PPM3. Naime, produkovani metaboliti
pokazali su statisti¢ki znacajno pozitivan uticaj na relativnu klijavost kukuruza (p<0,05), dostizuci
vrednosti od 136,06+3,87 %. Zabelezene vrednosti RRK bile su iznad 100 % nakon oba tretmana, a
statisti¢ki znacajna razlika u efektu Celijske suspenzije i EF Bacillus sp. PPM3 na ovaj parametar nije
uocena. Ipak zabelezene su znacajno vece vrednosti indeksa klijavosti kod semena tretiranih
ekstracelijskim filtratom (214,16+3,41 %) u odnosu na tretman celokupnom bakterijskom
suspenzijom (160,37+3,65 %).

55



A
RK,% 0
C 1 . [RK, %
B wx [ R
225~ a ' 250 B G.%
200+ 225 4
] a
1754 200
150 1754
150 4
1254 1
[ 125 +
100 4

100
754 1
754
504 50

251 25 4

Celijska suspenzija EF Celijska suspenzija EF
Bacillus sp. PPM3 Bacillus sp. PPM3 Bacillus sp. PPM3 Bacillus sp. PPM3

Slika 5.9. Uticaj Celijske suspenzije i ekstracelijskog filtrata (EF) Bacillus sp. PPM3 na stepen
klijavosti semena kukuruza kokicara (Zea mays var. everta, L.) (A) i mungo pasulja (Vigna radiata
(L.) Wilczek) (B). RK-relativna klijavost semena (%); RRK-relativni rast korenka (%); Gl-indeks
klijavosti semena (%). Vrednosti obelezene istim slovom nisu statisti¢ki znacajno razli¢ite prema
Tukey-ovom testu (p>0,05)

Germinacioni parametri mungo pasulja pokazali su sli¢an trend kao i kod semena kukuruza.
Vece vrednosti RK 1 RRK zabeleZene su nakon tretmana sa EF u odnosu na ¢elijsku suspenziju, ali
uocene razlike nisu bile statisticki znacajne (slika 5.9 B). Indeks klijavosti mungo pasulja nakon
tretmana Celijskom suspenzijom iznosio je 176,06+£3,57 %, a nakon primene EF zabeleZena vrednost
Gl bila je 198,11+3,91 %.

Ako se uporede indeksi klijavosti nakon oba tretmana, moze se re¢i da je ekstracelijski filtrat
Bacillus sp. PPM3 imao bolji uticaj na klijavost oba semena, ali je taj uticaj bio statisticki znacajno
razli¢it (p<0,05) samo kod semena kukuruza. Klijavost semena zavisi pre svega od vijabilnosti samog
embriona, kao i od prekidanja dormancije izazvane abiotickim i1 biotickim faktorima. Voda
predstavlja klju¢an faktor koji uti¢e na sve faze u procesu klijanja po€evsi od imbibicije, odnosno
intenzivnog usvajanja vode i pucanja semenjace, preko pokretanja metaboli¢kih procesa, 0dnosno
sinteze enzima i ¢elijske deobe [32]. Od klju¢nog je znacaja, da u svim stadijumima klijanja, seme
ima dovoljnu koli¢inu vode. Medutim, koli¢ina vode potrebna za klijanje, kao i osetljivost semena na
nedostatak vode, varira u zavisnosti od biljne vrste. Nize vrednosti GI nakon tretmana semena
¢elijskom suspenzijom, u odnosu na EF Bacillus sp. PPM3, mogu se objasniti upravo nedostatkom
vode u datoj fazi klijanja. Naime, pretpostavlja se da je u ovom sluc¢aju odmah nakon tretmana semena
¢elijskom suspenzijom, deo dostupne vode utroSen za sam rast i metabolizam bakterije, pa uslovi za
klijanje semena nisu bili optimalni. Sa druge strane, EF Bacillus sp. PPM3 ne sadrzi zive ¢elije koje
bi svojom aktivno$¢u smanjivale koli¢inu vode. Takode, prisustvo enzima amilaze, za koju je poznato
da ima klju¢énu funkciju u razvoju klice [192], a ¢ija je produkcija kod soja Bacillus sp. PPM3
pokazana u poglavlju 5.2.2.2 ove disertacije, moze dodatno doprineti ostvarenom pozitivnom efektu
EF na klijavost semena. lako su zabelezene vrednosti GI bile nesto vise kod semena kukuruza, izmedu
stepena klijavosti oba semena, nije uocena statisticki znacajna razlika.

Uticaj razlic¢itih grupa PGP mikroorganizama na klijanje semena dosta istrazivan, podaci o
efektima koje ovi mikroorganizmi ispoljavaju nisu jednoznac¢ni. Luna-Martinez i saradnici [193] su
utvrdili da tretman semena paradajza i paprike ¢elijskom suspenzijom Cetiri rizosferna soja pripadnika
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Bacillus roda, pozitivno uti¢e na relativnu klijavost semena, povecavajuéi je za 6 %, dok Sendales i
saradnici u svom istrazivanju navode da soj Bacillus subtilis GIBI200 izolovan iz biljke Ricinus
communis ispoljava grani¢no toksi¢no dejstvo na seme paradajza [194]. U istrazivanju Dimitrijevi¢ i
saradnika utvrdeno je da obogacivanje komposta mesanom kulturom Bacillus i Streptomyces sojeva
utice pozitivno na klijavost semena 4 lekovite biljke (Thymus vulgaris, Lavandula officinalis, Cynara
scolimus i1 Fagopyrum esculentum), a zabeleZeni indeksi klijavosti bili su u opsegu od 106 % do 190
% [195]. Ako se uporede rezultati dobijeni u okviru ovog istrazivanja sa literaturnim podacima, a
imajuci u vidu propise o pogodnosti supstrata za upotrebu u agroindustriji, moze se zakljuciti da éelije
i metaboliti morskog soja Bacillus sp. PPM3 ne ispoljavaju fitotoksi¢ni efekat, $to ih ¢ini bezbednim
za upotrebu na polju. Takode, na osnovu visokih vrednosti indeksa klijavosti koji su se kretali u
ospegu od 160-214 %, i klasifikacije koju su predlozili Rasad i saradnici [149], ¢elije i metaboliti soja
Bacillus sp. PPM3 mogu se okarakterisati kao fitonutrijenti. Na osnovu dobijenih rezultata moze se
zakljuciti da bi formulacije bazirane kako na aktivnim ¢elijama, tako i na metabolitima morskog soja
Bacillus sp. PPM3 bile ne samo bezbedne za primenu, ve¢ bi mogle ispoljiti biofertilizatorski efekat
i pospesiti rast biljke u poljskim uslovima.

5.5.2 Uticaj Bacillus sp. PPM3 na rast biljke in vivo

U cilju validacije rezultata dobijenih u in vitro uslovima, o PGP dejstvu izolata Bacillus sp.
PPM3, u ovoj fazi izveden je i ogled sa formiranom biljkom. S obzirom da je nesto izrazitiji efekat
soja Bacillus sp. PPM3 u testu klijavosti, uo¢en kod semena kukuruza koki¢ara, u ovom ogledu
klijanci kukuruza kokicara upotrebljeni su kao model biljka. Naime, ispitan je efekat tretmana
¢elijskom suspenzijom (S) i EF izolata Bacillus sp. PPM3 (EF) na parametre rasta kukuruza kokicara,
u prisustvu patogena (biokontrolni efekat-1) i u odsustvu patogena (stimulatorni efekat-11). Ipitan je i
uticaj nacina primene oba tretmana tretiranjem semena (s), odnosno zemljista (z). Svi parametri rasta
biljke utvrdeni su nakon 14 dana gajenja klijanaca kukuruza.

Znacajne razlike u sveukupnom izgledu klijanaca kukuruza uocene su izmedu biljaka iz
tretmana i kontrola (slika 5.10). U ogledu u kome je ispitivan biokontrolni efekat (1) celijske
suspenzije i EF izolata Bacillus sp. PPM3, ustanovljeno je da su oba na¢ina primene tretmana, i
tretman zemljiSta (I-zS i I-zEF) i tretman semena (I-sS i I-sEF), pokazali apsolutno zastitno dejstvo
na klijance kukuruza u prisustvu patogena (slika 5.10 i tabela 5.10). Biljke iz spomenutih tretmana
nisu pokazale znake oboljenja, dok su se netretirane biljke, koje su rasle u prisistvu patogene plesni
F. graminearum (P), odlikovale visokom ucestalo§¢u oboljevanja (81,50+1,10 %), izrazito
smanjenim rastom i znacima truljenja (slika 5.10 i tabela 5.10).
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Slika 5.10. Izgled klijanaca kukuruza koki¢ara (Zea mays var. everta, L.) nakon: (I)-biokontrolnog
tretmana, odnosno primene ¢elijske suspenzije (S) i ekstracelijskog filtrata Bacillus sp. PPM3 (EF)
na zemljiste (I-zS i I-zEF) ili seme (1-sS i I-sEF); (11)- tretmana stimulacije primenom c¢elijske
suspenzije, odnosno EF Bacillus sp. PPM3 na zemljiiste (11-zS i 11-zEF) ili seme (I1-sS i 1I-SEF)
kukuruza. K-netretirana kontrola; P-kontrola zarazena sporama plesni F. graminearum

Biokontrolni tretman semena pokazao se neznatno efikasnijim od tretmana zemljista. Nakon
tretmana semena celijskom suspenzijom (I-sS), odnosno EF Bacillus sp. PPM3 (I-sEF) ucestalost
oboljevanja smanjena je sa 81,50+3,10 % na svega 2,50+0,03 %, odnosno 2,00+0,03 %, dok je
tretman zemljista bakterijskom suspenzijom (1-zS) smanjio ucestalost oboljevanja na 3,52+0,05 %, a
tretman EF Bacillus sp. PPM3 (I-zEF) na 3,00+0,04 % (tabela 5.10). Uocen je znacajno pozitivan
uticaj tretmana ¢elijskom suspenzijom, kao i EF izolata Bacillus sp. PPM3 na sve parametre rasta
biljke. I u ovom slucaju, tretman semena se pokazao neznatno boljim od tretmana zemljista. Naime,
nakon tretmana semena (I-sS i I-sEF), ukupna duzina korena i visina izdanaka povecala se skoro cetiri
puta, dok se sirova i suva masa utrostrucila U poredenju sa netretiranim kontrolnim biljkama koje su
rasle u zarazenom zemljistu (P, tabela 5.10).
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Tabela 5.10. Uticaj tretmana zemljista (z) i semena (S) sa ¢elijskom suspenzijom (S), odnosno
ekstracelijskim filtratom Bacillus sp. PPM3 (EF) na ucestalost oboljevanja biljke uzrokovane
infekcijom F.graminearum, kao i na parametre rasta kukuruza kokicara (Zea mays var. everta, L.)
nakon 14 dana gajenja

Ucdestalost

Parametri rasta biljke

Tretman obolievania Ukupna duzina Visina Sirova masa Suva masa
biljjke O/(J) korena, mm izdanka, mm biljke, g biljke, g
K / 21,0+1,3% 120,0+2,4° 0,50+0,03° 0,20+0,03°
P 81,50+3,10%* 15,5+1,7¢ 40,0+1,3¢ 0,20+0,04°¢ 0,11+0,02¢
1-zS 3,52+0,05P 31,3+1,6° 143,042, 7% 0,59+0,03? 0,30+0,012
1-zEF 3,00+0,04° 53,1+1,8? 165,0+2,52 0,61+0,012 0,30+0,02?
I-sS 2,50+0,03° 59,0+1,3? 165,0+3,12 0,61+0,012 0,30+0,022
I-sEF 2,00+0,03P 59,2+1,9? 165,4+3,12 0,62+0,03? 0,31+0,05?
11-zS / 58,7+0,72 166,5+2,82 0,61+0,072 0,31+0,032
11-zEF / 62,1+1,22 169,6+1,92 0,62+0,03? 0,31+0,012
11-sS / 59,5+1,32 167,5+3,12 0,61+0,03? 0,32+0,012
11-sEF / 61,3+1,72 169,0+3,92 0,62+0,03? 0,330,012

Prikazane su srednje vrednosti (n=5) uz standardno odstupanje iz tri nezavisna eksperimenta.
* Vrednosti obelezene istim slovom nisu statisticki znacajno razli¢ite prema Tukey-ovom testu
(p>0,05)

U ogledu (I1) u kome je ispitivan biostimulativni efekat celijske suspenzije, odnosno EF
Bacillus sp. PPM3, u odsustvu patogena, uoc¢eno je pozitivno dejstvo oba tretmana na sve ispitivane
parametre rasta biljke (tabela 5.10). U poredenju sa kontrolnim biljkama tretiranim vodom (K), svi
ispitivani parametri: ukupna duzina korena, visina izdanaka, kao i sirova i suva masa klijanaca
kukuruza, znacajno Su povecani nakon svih tretmana. Za razliku od rezultata dobijenih u
biokontrolnom ogledu, u ovom ogledu nije uocena statisticki znacajna razlika (p>0,05) u efikasnosti
izmedu tretmana zemljista i tretmana semena. Priblizno trostruko povecanje ukupne duzine korena
klijanaca, i povecanje visine izdanaka za priblizno 40 % postignuto je nakon primene oba tretmana.
lako je efekat ostvaren tretmanom sa EF Bacillus sp. PPM3 (II-zEF i 11-sEF) bio bolji od efekta
ostvarenog tretmanom c¢elijskom suspenzijom (11-zS i 11-sS), razlika nije bila statisticki znac¢ajna. Svi
primenjeni tretmani, uticali su na povecanje sirove mase klijanaca za priblizno 20 %, dok je suva
masa porasla za 50 % (tabela 5.10).

Rezultati dobijeni u ogledu sa biljkom jo§ jednom potvrduju snazno antifungalno dejstvo
morskog izolata Bacillus sp. PPM3 pokazano u in vitro ogledima. Inokulacija semena celijskim
suspenzijama razli¢itih PGP bakterija se u praksi pokazala kao efikasna metoda biokontrole, jer
mikroorganizmi pokazuju visoku sposobnost brzog rasta na povrsini semena, $titeci na taj nacin biljku
od zemlji$nih patogena [185,188]. Kulimusi i saradnici [185] su pokazali da je predtretman semena
¢elijskom suspenzijom soja Bacillus sp. S499 doveo do smanjenja ucestalosti oboljevanja klijanaca
kukuruza od infekcija uzrokovanih patogenim plesnima Fusarium verticillioides, Rhizopus stolonifer
i Penicillium variabile u polju za 60 %, dok su Jang i saradnici [188] u svom istrazivanju pokazali da
je tretman semena pSenice metabolitima B. subtilis YB-05 efikasnije zastitio biljku od patogena, u
poredenju sa tretmanom zemljista. Drugi autori beleze stimulaciju biljnog rasta i klijavosti kod biljaka
tretiranih celijskim suspenzijama razli¢itih sojeva Bacillus vrste [196,197]. Rezultati dobijeni u
okviru ove faze disertacije su u saglasnosti sa literaturnim podacima i potvrduju izrazito visok
biokontrolni potencijal morskog soja Bacillus sp. PPM3, na $ta ukazuju smanjene ucestalosti
oboljevanja za priblizno 80 %. Biokontrolno svojstvo Bacillus sp. PPM3, ogledalo se u kurativnom
efektu ¢elija i produkovanih metabolita ovog soja. Iako u ovom istrazivanju nije ispitivan potencijalni
preventivni efekat formulacija na bazi soja Bacillus sp. PPM3, njihovom primenom pre zarazavanja
patogenom, literaturni podaci ukazuju da je u vecini slucajeva taj postupak manje delotvoran
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[185,198]. Veca delotvornost kurativne primene biokontrolnih agenasa in vivo, moze biti posledica
njihovog direktnog toksi¢nog dejstva, odnosno inhibicije germinacije spora ili rasta micelije patogena
[198], sto je i pokazano u in vitro ogledima opisanim u odeljku 5.4 ove disertacije. Vazno je takode
napomenuti da je biostimulatorni efekat ¢elija i metabolita morskog soja Bacillus sp. PPM3 ostvaren
i u uslovima infekcije patogenom plesni F. graminearum. Ako se uporede vrednosti svih ispitivanih
parametara nakon oba tretmana kod biljaka koje su rasle u zarazenom zemljiStu, sa biljkama iz
kontrola sa nezaraZzenog zemljista, uocava se sli¢no i znac¢ajno povecanje svih parametara rasta biljke
u odnosu na kontrolu (tabela 5.10). Ova karakteristika je vrlo pozeljna pri razmatranju kandidata za
upotrebu kao bioloskih inokulanata u agroindustriji, jer ukazuje da bi se biostimulatorni, odnosno
biofertilizatorski efekat formulacija na bazi Bacillus sp. PPM3 mogao ocekivati kako u uslovima
povoljnim za rast biljke, tako i u uslovima pojave infekcije uzrokovane biljnim plesnima.

Nekoliko znacajnih svojstava za pospesivanje biljnog rasta zabelezeno je kod soja Bacillus
sp. PPM3. Ostvareni koristan efekat izolata Bacillus sp. PPM3 na rast biljke moze biti kombinacija
direktnih mehanizama, odnosno snabdevanja biljke osnovnim hranljivim materijama, putem
rastvaranja fosfata i bioloSke fiksacije azota, kao i indirektnih mehanizama, ispoljenih kroz
kompeticiju za prostor i hranu, direktnu inhibiciju patogena produkcijom sekundarnih metabolita
(lipopeptida i hidroliti¢kih enzima), ili aktivaciju imunog odgovora biljke, produkovanjem surfaktina
kao aktivatora [54,199]. Prisustvo razli¢itih mehanizama stimulacije biljnog rasta kod samo jednog
bakterijskog soja ukazuje na to da se on moze primeniti kao bolji inokulant u poredenju sa
konzorcijumom ili me$anom kulturom vise mikroorganizama sa pojedina¢nim PGP svojstvima. Na
osnovu svih rezulatata opisanih do sada, zakljuuje se da postoji veliki potencijal za prakti¢nu i
jednostavnu upotrebu morskog soja Bacillus sp. PPM3 u odrzivoj poljoprivredi.

5.6 Funkcionalizovani filmovi na bazi polisaharida iz morskih algi za primenu u
agroindustriji

Imajudi u vidu visestruke pozitivne efekte primene morskih algi na rast i razvoj biljaka, u ovoj
fazi istrazivanja, pristupilo se sintezi filmova na bazi agara i alginata, polisaharida poreklom iz
morskih algi, u cilju dobijanja materijala koji ¢e posedovati pozeljna opti¢ka, mehanicka i barijerna
svojstva, sa aspekta njihove upotrebe u agroindustriji. Nastojalo se da se dodatkom odredenih
bioaktivnih komponenti, dobiju materijali sa dodathom funkcijom u zastiti biljaka od patogena,
odnosno pospeSivanju njenog rasta. Imaju¢i u vidu dobijene rezultate o korisnom PGP dejstvu
morskog soja Bacillus sp. PPM3, koji su detaljno opisani i diskutovani u prethodnim poglavljima ove
disertacije, polimerni filmovi funkcionalizovani su dodavanjem ekstracelijskog filtrata Bacillus sp.
PPM3 u rastvor polimera, kao primer ekoloske, netoksi¢ne, bioaktivne komponente. Dodatna
funkcionalizacija polisaharidnih filmova, sa ciljem dobijanja materijala poboljsanih optickih,
mehanickih i barijernih svojstava, izvrSena je umrezavanjem polimera posredstvom soli bakar sulfata.
Bakar sulfat odabran je kao umrezavajuéi agens, prvenstveno zbog dokumentovanog dobrog
umrezavajuceg dejstva, kao i tradicionalne upotrebe ove soli kao fungicida u poljoprivrednoj praksi,
i vazne uloge koje bakarni joni imaju u osnovnim fizioloskim procesima visih biljaka [200].

5.6.1 Sinteza funkcionalizovanih filmova na bazi polisaharida iz morskih algi i njihova
morfoloska svojstva

Sinteza filmova na bazi polisaharida iz morskih algi vrsena je metodom izlivanja iz
polimernog rastvora i otparavanja rastvarac¢a. Nakon izlivanja i suSenja polimernih rastvora, formirani
su filmovi koji su se odlikovali homogenom strukturom, bez vidljivih pukotina ili oSte¢enja. Svi
filmovi su bili kompaktni i dovoljno fleksibilni da su se lako mogli odvojiti od kalupa bez lomljenja.
Kontrolni agarni (AG), alginatni (AL) i kopolimerni agarno-alginatni filmovi (AA), kao i filmovi koji
su sadrzali ekstracelijski filtrat Bacillus sp. PPM3 (AG-EF, AL-EF i AA-EF) odlikovali su se
izrazitom providnoscu (slika 5.11). Intenzivnija, Zuta boja uocena je kod filmova sa bakterijskim
ekstracelijskim filtratom (AG-EF, AL-EF i AA-EF).
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Na osnovu detaljnog pregleda literature o pogodnostima i manama razli¢itih tehnika
modifikacije i funkcionalizacije polisaharidnih filmova, a u cilju dobijanja materijala sto homogenije
strukture, odabrana su dva razliCita pristupa: in situ mineralizacija polimera i eksterno umrezavanje.

AGARNI FILMOVI

thF tmr TN7 TR gqp T
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=
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=
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AL AL-EF AL-Cu AL-EFCu AA AA-EF AA-Cu AA-EFCu

Slika 5.11. Prikaz makromorfoloskih svojstava kontrolnih i funkcionalizovanih filmova na bazi
polisaharida iz morskih algi

Funkcionalizacija agarnih filmova vrSena je metodom in situ mineralizacije, odnosno
istovremenim formiranjem mineralne faze i polimernog gela, direktnim umesavanjem soli, u ovom
sluc¢aju CuSOQg, u prisustvu mineralnih prekursora Na2COs i Na2HPO4, Ova tehnika pokazala se kao
jednostavna, ekonomic¢na i pogodna za dobijanje antimikrobnih Zn-mineralizovanih, Cu-
mineralizovanih i bimetali¢nih Ag-Cu kompozitnih agarnih filmova nenarusenog strukturnog
integriteta, a sa poboljsanim mehanickim i barijernim svojstvima [121,122,129]. U okviru ovog
istrazivanja, umrezavanjem agarnog polimera odabranom metodom, uspesno su sintetisani filmovi
Ciji je stukturni integritet ocuvan. Svi mineralizovani agarni filmovi su bili homogeni, fleksibilni i
lako odvojivi od kalupa. Ipak, odredene promene u morfologiji mineralizovanih filmova su uocéene.
Naime, nakon izlivanja i susenja, svi mineralizovani agarni filmovi (AG-CuC, AG-CuP), kao i
mineralizovani filmovi koji su sadrzali bakterijski EF (AG-EFCuC i AG-EFCuP) odlikovali su se
promenjenom bojom, sto je posledica formiranja Cu-karbonate i Cu-fosfatne faze u agarnom
matriksu. Filmovi mineralizovani Cu-fosfatnom fazom odlikovali su se smanjenom providnos§¢u u
poredenju sa kontrolnim filmovima (slika 5.11).

U cilju poboljsanja mehanickih i barijernih svojstava alginatnih i agarno-alginatnih filmova,
upotrebljen je metod eksternog umrezavanja, odnosno geliranja, potapanjem formiranih suvih
filmova u rastvor bakar-sulfata. Joni Cu?* u ovom slucaju sluzilii su kao umrezavajuéi agensi. Nakon,
umrezavanja i suSenja, funkcionalizovani alginatni (AL-Cu i AL-EFCu) i kopolimerni agarno-
alginatni flmovi (AA-Cu i AA-EFCu) odlikovali su se promenjenom bojom, od bezbojne, odnosno
blago zute, do zelene. Filmovi umrezeni na ovaj nacin bili su homogene strukture i bez vidljivih
oStecenja 1 izrazito providni (slika 5.11).

Kako bi se detaljnije ispitala povrSinska morfologija sintetisanih polisaharidnih filmova
upotrebljena je skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM). Sa slike 5.12 moze se uociti da se svi
kontrolni filmovi (AG, AL i AA) odlikuju glatkom i kompaktnom strukturom, bez pukotina i
neravnina. Dodatkom EF Bacillus sp. PPM3 u polimer dolazi do neznatnih promena u homogenosti
povrsinske strukture kod svih filmova (slika 5.12; AG-EF, AL-EF i AA-EF). Uocene promene bile
su najizrazenije kod agarno-alginatnih filmova (AA-EF).

Funkcionalizacijom agarnih filmova, metodom in situ mineralizacije, doslo je do znacajnih
promena u povrsinskoj strukturi filmova. Agarne filmove sa formiranom bakar-karbonatnom (AG-
CuC), odnosno bakar-fosfatnom fazom (AG-CuP), odlikovala je neravna povrSina sa vidljivim
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aglomeracijama Cestica mineralne faze (slika 5.12 A). Sa SEM mikrografija moze se uociti da je
karbonatna mineralna faza bolje dispergovana i uniformnije rasporedena u agarnom polimeru od
fosfatne faze (slika 5.12). Prose¢na veli¢ina aglomerata Cu-fosfatne faze kretala se u opsegu od 1-10
um, dok je prosecna veli¢ina aglomerata Cu-karbonatne faze bila izmedu 0,5 i 1 pum. Ovi rezultati
ukazuju na bolju kompatibilnost karbonatne faze sa agarnim polimerom i u saglasnosti su sa
literaturnim podacima Malagurski i saradnika [130] koji su zabelezili sli¢nu povrSinsku morfologiju
agarnih filmova sa cinkovim mineralnim fazama. Drugi autori zabelezili su sli¢ne strukture i
povrsinsku morfologiju, nakon ojacavanja agarnog polimera punilima na bazi metala bakra, srebra i
cinka [122,123,201]. Na mikrografijama mineralizovanih filmova koji sadrze EF (AG-EFCuC i AG-
EFCuP), mogu se uoditi neznatne promene u raspodeli Cestica kod filmova sa Cu-karbonatnom fazom
(AG-EFCuUC), dok je ovaj efekat izrazeniji kod AG-EFCUP filmova. Kod filmova mineralizovanih
Cu-fosfatom, uocena je i promena disperzije Cestica i tendencija ka obrazovanju aglomerata vecih
dimenzija u odnosu na iste filmove bez bakterijskog EF (slika 5.12 A).

Slika 5.12. SEM mikrografije povrsine agarnih (A); alginatnih (B) i agarno-alginatnih filmova (C)

Nakon funkcionalizacije alginatih filmova, metodom eksternog umrezavanja u prisustvu Cu?*
jona, povrsinska morfologija filmova znatno je izmenjena (slika 5.12 B). Cestice bakarne soli,
proseéne veli¢ine 0,5 um, fino su dispergovane i uniformno rasporedene na celoj povrsini AL-Cu
filma, a kod umrezenih filmova sa EF Bacillus sp. PPM3 (AL-EFCu) nije uotena promena u
morfologiji, raspodeli i disperziji Cu-cestica. Na osnovu SEM mikrografija kopolimernih agarno-
alginatnih filmova (slika 5.12 C) moze se uociti nesto losija disperzija Cu-Cestica na povrsini filmova,
sa neznatnom aglomeracijom cestica, dok je raspodela ¢estica ostala poprili¢no ujednacena (AA-Cu).
Medutim, kod umreZenih agarno-alginatnih filmova sa bakterijskim EF (AA-EFCu), moze se uociti
pojava veceg broja aglomerata, odnosno nagomilavanje ¢estica znatno vecih dimenzija, i uopsteno
pogorsanje njihove disperzije u polimeru u odnosu na AA-Cu filmove. Takode, u prisustvu
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ckstracelijskog filtrata, kod umreZenih agarno-alginatnih filmova moze se uoditi neujednacena
raspodela cestica. Ovi rezultati ukazuju na ne tako dobru kompatibilnost izmedu sastavnih
komponenti kod kopolimernih agarno-alginatnih flmova.

Moze se pretpostaviti da u prisustvu EF nakon umrezavanja, dolazi do povecanja slobodne
zapremine unutar polimera, usled nekompatibilnosti sastavnih komponenti, §to uti¢e na disperziju i
morfologiju Cestica. Upotreba druge tehnike snimanja bolje rezolucije, ili analiza popre¢nih preseka
filmova omoguc¢ila bi bolji uvid u fenomene koji se odvijaju u ovom slucaju.

5.6.2 FT-IR analiza

FT-IR analiza filmova na bazi polisaharida iz morskih algi, izvrSena je radi utvrdivanja
prisustva inkorporiranih bioaktivnih komponenti u polimernoj mrezi, kao i mogu¢ih hemijskih
promena koje su nastale usled njihovih medusobnih interakcija. Na spektrima svih filmova u regionu
od 3600-500 cm™ uogeni su signali karakteristi¢ni za polisaharide izolovane iz morskih algi [200]
(slika 5.13, slika 5.14 i slika 5.15).

Na slici 5.13 prikazani su FT-IR spektri Cistih agarnih filmova (AG), agarnih filmova
suplementiranih EF Bacillus sp. PPM3 (AG-EF), kao i agarnih filmova nakon mineralizacije Cu-
karbonatnom (AG-CuC i AG-EFCuC) i Cu-fosfatnom fazom (AG-CuP i AG-EFCuP). Radi boljeg
poredenja i1 utvrdivanja prisustva EF i mineralnih faza unutar agarnog polimera snimljeni su i FT-IR
spektri ¢istog EF Bacillus sp. PPM3, kao i slobodnih mineralnih precipitata Cu-karbonata (Cu-C) i
Cu-fosfata (Cu-P). Spektar slobodne karbonatne mineralne faze (prilog 1, slika P-1.4) pokazuje
intenzivne trake na 3404 cm™ poreklom od valencionih vibracija O-H veza i signal na 1400 cm™
(poreklom od valencionih vibracija COs*) [202]. FT-IR spektar slobodne fosfatne mineralne faze
(prilog 1, slika P-1.5) pokazuje $iroku traku na 3400 cm™ (OH valencione vibracije) kao i signal na
1630 cm* koji poti¢e od deformacionih vibracija -OH grupe. Uogava se i signal na 1100 cm™ koji
odgovara simetri¢nim valencionim vibracijama (PO4)* grupa, dok valencione vibracije u regionu
izmedu 1040-993 cm™ odgovaraju P=O vezama. Karakteristi¢ni signali koji se javljaju u regionu
izmedu talasnih brojeva 500 i 700 cm™ na spektrima oba mineralna precipitata odgovaraju
valencionim vibracijama Cu-O veze [202,203]. Spektar ¢istog EF Bacillus sp. PPM3 (prilog 1, slika
P-1.6) pokazuje karakteristi¢ne signale za -OH i -NH grupe koje se pojavljuju na 3220 cm™; CO-NH
peptidne veze na 1616 cm™, kao i signale na 1410 cm™ i 2928-2872 cm™ koji mogu poticati od
alifaticnih C—H veza lipopeptida [105].

Na spektrima agarnih filmova se mogu uo¢iti neki od karakteristi¢nih signala koji se javljaju
kod svih polisaharida (slika 5.13). Najdominantniji signali koji se uo¢avaju kod svih filmova, javljaju
se u regionu izmedu 3200-3600 cm™ i odgovaraju valencionim vibracijama -OH veza, koje su
posledica formiranja inter- i intramolekulskih vodoni¢nih veza. Signali umerenog intenziteta,
zabeleZeni U regionu izmedu 3000-2500 cm™, karakteristi¢ni su za valencione i deformacione
vibracije CH, CHy, i CHz grupa [124,204]. Na spektrima ¢istih agarnih filmova (AG) uocava se signal
na 1370 cm, karakteristican za valencione vibracije sulfitnih grupa estara, kao i signali na 1043 cm’
17930 cm™* poreklom od valencionih vibracija C-O veza 3,6-D-galaktoze [201,205]. Takode uo¢ava
se i izrazen signal na talasnom broju 1643 cm™, koji poti¢e od valencionih vibracija konjugovanih
peptidnih veza [124,205].
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Slika 5.13. FT-IR spektri agarnih i agarnih filmova suplementiranih EF Bacillus sp. PPM3 pre i
posle formiranja bakarnih mineralnih faza

Inkorporacijom EF Bacillus sp. PPM3 u agarni polimer (AG-EF) ne uo¢avaju se novi signali,
S$to ukazuje da ne dolazi do znacajnijih promena, odnosno narusavanja hemijske strukture agarnog
polimera. Medutim dolazi do promene intenziteta i proSirenja traka u regionu karakteristicnom za
valencione vibracije -OH veza, kao i njihovog pomeranja ka nizim frekvencijama, $to ukazuje da
dolazi do obrazovanja vodoni¢nih veza izmedu funkcionalnih grupa bakterijskog EF i agarnog
polimera. Takode uoc¢ava se i pomeranje pozicije signala, karakteristi¢nog za peptidne veze ka nizim
frekvencijama, sa 1643 cm™® na 1641 cm™, §to moze biti posledica interakcije amino grupa
ekstracelijskog filtrata Bacillus sp. PPM3 sa agarnim polimerom [105,206]. Nakon mineralizacije
filmova, u spektru filmova mineralizovanih Cu-karbonatnom fazom (slika 5.13, AG-CuC i AG-
EFCuC) mogu se uociti samo trake karakteristine za agar, dok se signali koji poti¢u od mineralnih
faza preklapaju. Ipak, pomeranje signala karakteristi¢nih za vibracije -OH veza agarnog polimera, sa
3415 cm™ na 3431 cm™, ukazuje da ove grupe ucestvuju u formiranju vodoni¢nih veza izmedu agara
I mineralne karbonatne faze [124]. Prisustvo fosfata u strukturi agarnih filmova mineralizovanih Cu-
fosfatnom fazom (AG-CuP i AG-EFCuP) moze se potvrditi pojavom signala karakteristicnih za
fosfate na oko 559 cm™.

Glavna strukturna svojstva alginatnih filmova predstavljena su na slici 5.14. Spektri filmova
osnovnog polimera, odnosno ¢istih alginatnih filmova (AL) pored karakteristi¢nih signala -OH (3274
cm?) i C-H veza (2932 cm™), pokazuju intenzivne signale na 1599 cm™ i 1409 cm™ poreklom od
asimetricnih i simetri¢nih valencionih vibracija karakteristi¢nih za karboksilne (COO") grupe alginata
[124,205]. Valencione vibracije C-O-C i C-C veza detektovane su u regionu izmedu 1360 i 800 cm™
[205,207]. Kao i u sluc¢aju agarnih filmova, nakon inkorporacije EF Bacillus sp. PPM3 u alginatnu
mrezu (slika 5.14, AL-EF), najveée promene se uo¢avaju U regionu izmedu 3200-3600 cm™
karakteristitnom za valencione vibracije -OH grupa i valencione vibracije amino grupa [208].
Prisustvo ekstracelijskog filtrata u alginatnoj mrezi, uzrokuje znacajno pomeranje pozicije signala -
OH grupa ka nizim frekvencijama, sa 3274 cm™ na 3259 cm™. Pomeranje ovih signala ka nizim
frekvencijama indikacija je formiranja vodoni¢nih veza izmedu alginata i funkcionalnih grupa
bakterijskog EF. lzvesno je da EF izolata Bacillus sp. PPM3 sadrzi odredenu koli¢nu proteina i
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peptida, pre svega poreklom od komponenata mikrobioloske podloge, ostataka biomase, kao i
produkata bakterijskog metabolizma (enzima, lipopeptida) ¢ija je produkcija pokazana u prethodnim
poglavljima disertacije. Promene u intenzitetu signala u ovom regionu mogu se objasniti upravo
interakcijama hidroksilnih i amino grupa EF sa alginatom i potvrduju njegovo prisustvo unutar
alginatne mreze [105].
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Slika 5.14. FT-IR spektri alginatnih filmova (AL) i alginatnih filmova suplementiranih EF Bacillus
sp. PPM3 (AL-EF) pre umrezavanja, i nakon eksternog umrezavanja jonima bakra (AL-Cu; AL-
EFCu)

Nakon eksternog umrezavanja alginatnih filmova bakarnim jonima (AL-Cu), najvece
promene mogu se uoditi u regionu izmedu 3600 i 3000 cm™, gde se valencione vibracije -OH grupa
pomeraju ka nizim frekvencijama (signal na 3221 cm), dok se valencione vibracije -OH grupe kod
umrezenih filmova sa EF (AL-EFCu) neznatno pomeraju (signal na 3275 cm™). Ove promene
ukazuju na to da je u prisustvu bakterijskog EF kod umrezenih filmova, obrazovanje vodoniénih veza
izmedu samih alginatnih lanaca dominantnije, od interakcija polimera sa jonima Cu?*[209]. Sa FT-
IR spektara se takode moZe uoditi da nakon umrezavanja AL i AL-EF filmova jonima Cu?* dolazi do
pomeranja signala asimetri¢nih (signali na talasnim brojevima 1585 cm™ i 1586 cm™) i simetri¢nih
(signali na 1401 cm™) valencionih vibracija COO" grupa ka nizim frekvencijama. Na osnovu
dobijenih rezultata moze se reé¢i da u prisustvu EF Bacillus sp. PPM3 i Cu?* jona, samo karboksilne
grupe alginata ucestvuju u obrazovanju vodoni¢nih veza [210]. Uocene promene u oblasti spektra
karakteristi¢nog za vibracije COO" grupa, mogu se objasniti zamenom jona Na* u Na-alginatu, jonima
Cu?*, odnosno obrazovanjem tipi¢ne ,,egg-box” strukture, u kome metalni jon interaguje sa
molekulom kiseonika svake od okolnih karboksilnih grupa, kako bi stabilizovao strukturu [209].
Takode, primeéuje se pomeranje signala u regionu izmedu 1150 i 1000 cm™, poreklom od valencionih
vibracija C-C i C-O veza. Pomeranje ovih signala ka nizim frekvencijama moze biti posledica
slabljenja spomenutih veza, i njihovog deljenja sa dvovalentnim jonima bakra [211].
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Strukturne karakteristike agarno-alginatnih filmova prikazane su na slici 5.15. Na spektrima
svih filmova se mogu uociti karakteristi¢ne trake za ova dva polisaharida: region izmedu 3500 i 3000
cm™ (-OH valencione vibracije); 2500-2900 cm™ (asimetri¢ne i simetri¢ne valencione vibracije C-H
veza); izrazeni signali na oko 1600 cm™ i 1400 cm™ (asimetri¢ne i simetri¢ne valencione vibracije
COO" grupa ili deformacione vibracije C-H grupa). Slabiji signali na oko 1060 cm™ i izrazeni signali
na oko 1030 cm™ mogu se pripisati C-O i C-C valencionim vibracijama i C-C-O i C-O-H
deformacionim vibracijama piranoznog prstena prisutnog kod svih polisaharida [204,205,207].
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Slika 5.15. FT-IR spektri agarno-alginatnih filmova (AA) i agarno-alginatnih filmova
suplementiranih EF Bacillus sp. PPM3 (AA-EF) pre umreZavanja, i nakon eksternog umrezavanja
jonima bakra (AA-Cu; AA-EFCu)

Nakon umrezavanja filmova jonima bakra (AA-Cu i AA-EFCu) najuocljivije su promene
intenziteta signala karakteristicnih za -OH i -NH grupe, kao i njihovo pomeranje ka nizim
frekvencijama (sa 3272 na 3249 cm™), dok je pomeranje signala karakteristi¢nih za asimetri¢ne i
simetriéne valencione vibracije COO™ grupe (signali na oko 1600 i 1400 cm™) neznatno. Ova
pomeranja signala ukazuju da u slu¢aju agarno-alginatnih filmova, -OH grupe imaju dominantu ulogu
u interakcijama konstituenata filmova [124,210].

Rezultati FT-IR analize pokazuju da upotrebljenim metodama funkcionalizacije polimernih
filmova nije doslo do znacajnijih promena ili nastanka novih funkcionalnih grupa kompozita, sto je
naznaka da hemijska struktura polimera nije narusena.

5.6.3 Opticka svojstva filmova na bazi polisaharida poreklom iz morskih algi

Ukoliko su potrebe biljke, u smislu dovoljne koli¢ine vode i hranljivih materija, kao i
odgovarajuce temperature zemljiSta zadovoljene, onda dalji rast biljaka isklju¢ivo zavisi od primljene
koli¢ine sunceve svetlosti [32]. Imajuéi u vidu znacaj filmova za maléiranje u regulaciji koli¢ine i
kvaliteta svetlosti koja je dostupna biljci, u ovoj fazi pristupilo se ispitivanju optickih svojstava
sintetisanih agarnih, alginatnih i agarno-alginatnih filmova. Uticaj dodate bioaktivne komponente (EF
Bacillus sp. PPM3) unutar filmova, odnosno mineralnih faza i nac¢ina umrezavanja filmova na njihova
opticka svojstva, ispitan je merenjem stepena propustanja svetlosti (transmitance) kroz povrsinu filma
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u regionu talasnih duzina od 200 do 800 nm (slika 5.16). Na osnovu vrednosti transmitanci u regionu
spektra od 400-700 nm, izracunati su koeficijenti transmisije sintetisanih filmova unutar fotosinteticki
aktivnog regiona (kTpar). Vrednosti kTpar upotrebljene su za karakterizaciju performansi filmova
namenjenih za poboljSanje rasta useva. Stepen propustanja UV zracenja prikazan je vrednostima
transmitanci izmerenih na 280 nm, dok je propustljivost zracenja vidljivog dela spektra, kao mera
transparentnosti filmova, prikazana vrednostima transmitanci izmerenih na 660 nm (tabela 5.11).
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Slika 5.16. Stepen transmisije (%) zracenja UV-VIS regiona kroz povrsinu agarnih (A), alginatnih
(B) i agarno-alginatnih filmova (C)

Na osnovu vrednosti prikazanih na slici 5.16, moze se uociti da se svi kontrolni filmovi (AG,
AL i AA) odlikuju velikom transparentnoscu, $to je indikovano visokim vrednostima transmitance
(> 80 %) u vidljivom delu spektra (400-800 nm), dok su zabelezene vrednosti transmitance u UV
regionu (200-400 nm) znatno nize. Odredivanjem koeficijenta transmisije unutar vidljivog dela
spektra znacajnog za fotosinteticku aktivnost biljaka (kTpar), utvrdeno je da su najvece vrednosti
ovog koeficijenta (84,40 %) dobijene kod kontrolnih agarnih filmova (AG), neSto nize vrednosti
(83,41 %) zabelezene su kod kontrolnih alginatnih filmova (AL), dok su najnize vrednosti ovog
koeficijenta (82,61 %) zabelezene kod agarno-alginatnih (AA) filmova (tabela 5.10). Dobijeni
rezultati su u saglasnosti sa literaturnim podacima o opti¢kim svojstvima vecine polisaharidnih
filmova [96,114,115]. Polisaharidni filmovi se inace odlikuju velikom transparentnoséu i
ograni¢enim UV barijernim svojstvima [124], a u literaturi se mogu nac¢i podaci koji ukazuju da
dodatak nekih metalnih Cestica i nanocCestica, razli¢itih esencijalnih ulja, biljnih ekstrakata i
fermentacionih produkata mikroorganizama u polisaharidnu mrezu, moZe znatno uticati na njihova
opticka svojstva [105,120,121,130].
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Tabela 5.11. Prikaz vrednosti transmitanci (%) agarnih, alginatnih i agarno-alginatnih filmova
zabelezenih u UV (280 nm ) i vidljivom (660 nm) regionu spektra, i vrednosti transmitacionog
koeficijenta fotosintetic¢ki aktivnog regiona (KTpar).

Transmitanca, %
Oznaka filma 280nm 660nm kTpar

AG 48,81 85,35 84,40

AG-EF 35,15 8520 82,51

AGARNI AG-CuC 2,18 76,50 76,20
FILMOVI  AG-EFCuC 19,05 80,20 78,28
AG-CuP 10,75 4525 44,29

AG-EFCuP 40,25 65,12 61,49

AL 50,10 85,10 8341

ALGINATNI AL-EF 49,01 86,03 85,03
FILMOVI  AL-Cu 8,35 7750 74,87
AL-EFCu 16,25 80,20 75,97

AA 52,17 84,12 82,61

AAI\_%?I\ITRI'IQ)I\-II AA-EF 41,51 75,62 79,20
EILMOVI AA-Cu 21,09 64,20 63,16
AA-EFCu 25,87 7565 73,68

Dodatak ekstracelijskog filtrata Bacillus sp. PPM3 nije znacajno uticao na vrednosti
transmitance u vidljivom delu spektra, kao i kTpar kod agarnih i alginatnih filmova, u poredenju sa
kontrolama. Filmovi koji su sadrzali bakterijski ekstracelijski filtrat (AG-EF i AL-EF) zadrzali su
Visoku transparentnost, $to se ogleda u izmerenim vrednostima transmitance na 660 nm, ve¢im od 80
% (tabela 5.11). Slabije propustanje zracenja vidljivog dela spektra, uoceno je kod agarno-alginatnih
filmova koji su sadrzali EF Bacillus sp. PPM3 (AA-EF), $to ukazuje na odreden stepen
nekompatibilnosti sastavnih komponenti ovih filmova. Rezultati su u skladu sa rezultatima SEM
analize, gde je uocena blago narusena homogenost povrsinske strukture AA-EF filmova (slika 5.12).
Ipak, i ovi filmovi bili su izrazito transparentni, $to je indikovano vrednostima transmitanci izmerenih
na 660 nm, od 75,62 %. Stepen propustenog UV zracenja kroz povrsinu svih filmova sa EF (AG-EF,
AL-EF i AA-EF) smanjio se u odnosu na kontrolne filmove. Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima
dobijenim nakon analize morfoloskih karakteristika filmova (slika 5.11) i SEM analize (slika 5.12).

Funkcionalizacijom agarnih filmova metodom istovremene sinteze mineralnih faza i
polimerne mreze, dobijeni su filmovi znatno izmenjenih optickih svojstava. Formiranjem Cu-
karbonatne faze i Cu-fosfatne faze u agarnom polimeru, dobijeni su filmovi koji efikasnije mogu
blokirati UV zrake od Cistih agarnih filmova (tabela 5.11). Agarni filmovi sa Cu-karbonatnom fazom
(AG-CuC i AG-EFCuC) pokazali su se efikasnijim od agarnih filmova sa Cu-fosfatnom fazom (AG-
CuP, AG-EFCuP), sto je indikovano nizim vrednostima transmitance izmerenim na 280 nm (tabela
5.11). Rezultati su u saglasnosti sa rezultatima dobijenim nakon SEM analize (slika 5.12), gde se
uocava znatno veca aglomeracija Cestica Cu-fosfatne faze na povrsini filma. Veca aglomeracija,
odnosno losija disperzija i neujednacena raspodela Cu-fosfatne faze, a samim tim i manja specifi¢na
povrsina Cestica koja ¢e apsorbovati UV zrake, imala je za rezultat losija UV barijerna svojstva ovih
filmova. Visoke vrednosti transmitance u vidljivom delu spektra, kao i kTpar (priblizno 80 %)
zabeleZene su kod svih filmova mineralizovanih Cu-karbonatnom fazom (AG-CuC i AG-EFCuC).
Ovi rezultati posledica su finije disperzije i ujednacenije raspodele Cu-karbonatne faze u agarnoj
mreZi, §to je dovelo do obrazovanja filmova velike transparentnosti [96,124]. Znac¢ajno niZe vrednosti
transmitance i kTpar filmova mineralizovanih Cu-fosfatnom fazom (AG-CuP i AG-EFCuP)
zabelezene u vidljivom regionu, jos jednom potvrduju visok stepen aglomeracije Cu-fosfatne faze i
njenu nehomogenu raspodelu, §to je negativno uticalo i na transparentnost filmova (slika 5.11).
Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima drugih autora o optickim svojstvima agarnih filmova
inkorporiranih Cesticama cinka, srebra ili bimetaliénim Ag-Cu nanocesticama [122,124,130]. U
prisustvu EF Bacillus sp. PPM3 doslo je do smanjenja UV barijernih kapaciteta mineralizovanih
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filmova, §to ukazuje na to da EF u odredenoj meri uti¢e na proces obrazovanja mineralnih faza u
agarnom polimeru. U vidljivom delu spektra nisu uocene znaCajne promene u vrednostima
transmitance izmedu mineralizovanih filmova sa i bez bakterijskog EF.

Funkcionalizacija alginatnih filmova, metodom eksternog umrezavanja jonima Cu?*, znatno
je uticala na opti¢ka svojstva filmova. Stepen propustanja zra¢enja vidljivog dela spektra kroz
povrsinu filmova (AL-Cu) kao i filmova sa ekstracelijskim filtratom Bacillus sp. PPM3 (AL-EFCu)
neznatno je smanjen nakon umrezavanja (Slika 5.16 B). Vrednosti kTpar AL-Cu filmova smanjile su
se sa 83 % na 75 %, ali filmovi su zadrzali relativno visoke vrednosti transmitance. Takode, stepen
propustenog zracenja u UV oblasti, znacajno je opao nakon umrezavanja, sa 50,10 % na svega 8,35
% kod AL-Cu, odnosno 16,25 % kod AL-EFCu, §to se moZe objasniti apsorpcijom UV zracenja od
strane bakarnih Cestica dispergovanih u polimernoj mrezi [124]. Ovi rezultati jo§ jednom potvrduju
uniformnost strukture alginatnih filmova i u skladu su sa dobijenim rezultatima SEM analize koji
pokazuju uniformnu disperziju i raspodelu Cestica bakra na povrSini alginatne mreze (slika 5.12).
Sliéne promene u optickim svojstvima kod alginatnih filmova zabelezili su drugi autori nakon
cksternog umrezavanja alginata jonima kalcijuma, cinka, aluminijuma i magnezijuma [94,112,114].

U poredenju sa filmovima pojedinac¢nih polimera, umrezeni kopolimerni agarno-alginatni
filmovi (AA-Cu i AA-EFCu) odlikovali su se znatno nizim stepenom propustenog zracenja vidljivog
dela spektra (660 nm) i kod ovih filmova zabelezene su najnize vrednosti KTpar (63,16 % i 73,68 %).
Umrezavanjem filmova Cu?" jonima, stepen propustanja UV zradenja je smanjen u odnosu na
kontrolne, neumreZene filmove, a vrednosti transmitance u ovom delu spektra iznosile su 21,09 % za
AA-Cu, odnosno 25,87 % za AA-EFCu filmove. Vise vrednosti transmitance UV regiona, odnosno
slabije blokiranje UV zracenja, u odnosu na umrezene alginatne filmove, posledica je neuniformnije
raspodele Cestica i njihovih veéih dimenzija. Takode, kod umrezenih agarno-alginatnih filmova koji
su sadrzali bakterijske metabolite (AA-EFCu) na SEM mikrografijama se mogla uociti veca
aglomeracija Cestica, $to je za posledicu imalo i manje efikasno blokiranje UV zraka (slika 5.12). Ovi
rezultati jos jednom ukazuju na postojanje losije kompatibilnosti sastavnih komponenti kopolimernih
AA filmova, kao i izraZzen efekat EF na disperziju i raspodelu ¢estica u polimeru.

Sa povecanjem uniformnosti strukture filma, raste i stepen transmisije suncevog zracenja kroz
njihovu povrsinu [96]. Velika propustljivost sunéevog zracenja, naro€ito vidljivog dela spektra, kroz
povrsinu filmova moze znacajno poboljsati termicka svojstva zemljista, Sto ¢e dalje imati pozitivan
efekat na povecanje produktivnosti biljaka, njihov brzi rast, ranije cvetanje i plodonosenje [88].
Suncevo zracenje propusteno u okviru PAR regiona utiCe na fotosintezu koja je osnovni proces
odgovoran za rast biljaka. Stepen propustanja zracenja vidljivog regiona spektra, kao i kTpar agarnih,
alginatnih i agarno-alginatnih filmova ispitivanih u okviru ovog istrazivanja, uporedive su sa
konvencionalnim LDPE malciraju¢im filmovima koris¢enim u agroindustriji, ¢iji kTpar 1ZN0Si
priblizno 87 % [89]. Rezultati su u saglasnosti sa literaturnim podacima i o drugim biopolimernim
filmovima namenjenim mal¢iranju [94,96,114]. Vrednosti kTpar funkcionalizovanih alginatnih
filmova (AL-Cu i AL-EFCu) bile su sliéne onim koje su zabeleZili Setini i saradnici [94] za
biopolimerni transparentni film na bazi skroba (kTpar 0d 74,30 %). Vrednosti ovog koeficijenta
nemineralizovanih i mineralizovanih agarnih filmova iz ovog istrazivanja bili su ve¢i, i u saglasnosti
sa vrednostima dobijenim za biopolimerni, komercijalno dostupan Mater-Bi [212] malcirajuci film
[96]. Takode, vazno je napomenuti i da su odabranim metodama funkcionalizacije, in situ
mineralizacijom i eksternim umrezavanjem polimera jonima bakra, dobijeni materijali poboljsanih
UV barijernih svojstava. Ovaj efekat najizrazeniji je bio kod agarnih filmova mineralizovanih Cu-
karbonatnom mineralnom fazom i umrezenih alginatnih filmova.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zaklju¢iti da su medu svim formulacijama
funkcionalizovanih filmova, filmovi na bazi pojedinac¢nih polimera, i to agarni filmovi sa Cu-
karbonatnom mineralnom fazom (AG-CuC i AG-EFCuC), kao i umrezeni alginatni filmovi (AL-Cu
I AL-EFCu) najpogodniji za potencijalnu primenu kao filmovi za mal¢iranje. Pogodnost ovih filmova
ogleda se u dvojakom efektu. Naime, zahvaljuju¢i velikoj transparentnosti, 0dnosno znacajnom
propustanju zra¢enja PAR regiona, ovi filmovi imaju najve¢i potencijal da direktno pospese rast i
produktivnost biljke, omoguéavanjem nesmetanog odvijanja fotosinteze. Sa druge strane, uspeSnim
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blokiranjem UV zracenja, koje je klju¢no za sporulaciju nekih patogenih plesni, kao i orijentaciju
insekata, ovi filmovi bi mogli ispoljiti pozitivan efekat sa stanovista zastite poljoprivrednih kultura
od patogena, odnosno biokontrolni efekat.

5.6.4 Mehanicka svojstva filmova na bazi polisaharida poreklom iz morskih algi

Adekvatnost biopolimernih filmova, odnosno njihovu specificnu primenu u oblasti
agroindustrije, u velikoj meri ¢e odrediti njihove mehanicke osobine. Mehanicka svojstva sintetisanih
agarnih, alginatnih i agarno-alginatnih filmova, odredena su utvrdivanjem osnovnih parametara koji
su mera jacine i otpornosti, odnosno zatezne ¢vrstoce (o) i Jungovog modula elasti¢nosti (EM), dok
je elasti¢nost utvrdena merenjem izduzenja pri kidanju (g).

Medu formulacijama kontrolnih polisaharidnih filmova, najvise vrednosti zatezne ¢vrstoce
(35,70£1,25 MPa) zabelezene su kod ¢istih alginatnih filmova (AL), niZe vrednosti ovog parametra
zabelezene su kod agarnih filmova (AG, 22,01+0,41 MPa), dok je zatezna ¢vrstoc¢a kopolimernih
agarno-alginatnih filmova (AA) bila najniza i iznosila je 15,55+1,08 MPa (slika 5.17). Dodatkom
ekstracelijskog filtrata Bacillus sp. PPM3 u polimer, doslo je do poveéanja vrednosti zatezne ¢vrstoce
(o) i elasti¢énog modula (EM), odnosno do povecanja jacine i rigidnosti strukture formiranih filmova.
Dodatak EF, doveo je i do smanjenja elasti¢nosti filmova, na sta ukazuju nize vrednosti izduzenja pri
kidanju (¢) u poredenju sa kontrolnim polimernim filmovima. Uo¢ene promene u mehani¢kim
svojstvima nakon dodavanja EF u polimernu mrezu, najizrazenije su bile kod alginatnih filmova (AL-
EF, slika 5.17 B). Rezultati ukazuju da se izmedu bakterijskog EF i molekula u polimeru ostvaruje
znacajan stepen interakcija, koje za posledicu imaju ogranicavanje pokretljivosti lanaca polimera, sto
dalje uzrokuje rigidniju, manje fleksibilnu strukturu filmova.

Postupkom in situ mineralizacije agarnih filmova, odnosno formiranjem bakar-karbonatne i
bakar-fosfatne faze u polimeru, dolazi do zna¢ajnih promena u ispitivanim mehani¢kim osobinama.
Naime, nakon formiranja obe mineralne faze u agarnom polimeru, uocava se znacajno povecanje
vrednosti zatezne Cvrstoce (o) 1 Jungovog modula elasti¢nosti (EM) filmova, u poredenju sa
nemineralizovanim agarnim filmovima (slika 5.17 A). Najvece vrednosti zatezne ¢vrstoce iznosile su
39,4 MPa za Cu-karbonatne filmove (AG-CuC) i 36,9 MPa za Cu-fosfatne filmove (AG-CuP).
Ocekivano, vrednosti izduzenja pri kidanju (g) smanjile su se nakon mineralizacije filmova sa
8,3+0,71 %, zabelezenih kod kontrolnih agarnih filmova (AG), na svega 3,0+0,14 % kod AG-CuC,
odnosno 5,0£0,21 % kod AG-CuP filmova. U slu¢aju mineralizovanih filmova koji sadrze bakterijski
EF, vrednosti ¢ i ¢ iznosile su 38,5+0,81 MPa i 3,50 +0,19 % za Cu-karbonatne (AG-EFCuC),
odnosno 34,2+1,41 MPa i 5,4+0,20 % za Cu-fosfatne (AG-EFCuP) filmove. lako je kod svih
mineralizovanih filmova uoceno poboljSanje Cvrstine 1 otpornosti filmova, u odnosu na
nemineralizovane filmove, ojacavajuci efekat Cu-mineralnih faza bio je slabiji kod filmova sa EF,
Sto je indikovano neznatno nizim izmerenim vrednostima ¢ i EM kod ovih filmova u poredenju sa
istim bez dodatog EF. Moze se pretpostaviti da u prisustvu EF Bacillus sp. PPM3 dolazi do odredenog
ograniavanja interakcija polimera i Cestica obrazovanih Cu-mineralnih faza, $to za posledicu ima
slabiji efakat punila na mehanicka svojstva ovih filmova. Ovi rezultati su saglasni sa rezultatima SEM
analize, gde je uo¢ena manje homogena struktura AG-EF filmova kao i nesto losija disperzija Cestica
mineralnih faza u uzorcima sa EF narocito kod AG-EFCuP filmova (slika 5.11 A).
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Slika 5.17. Mehanicka svojstva funkcionalizovanih agarnih (A), alginatnih (B) i agarno-alginatnih
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Kidanju (%)

Mehanicka svojstva polimernih filmova zavise od stepena i raspodele unutar- i
medumolekulskih interakcija izmedu samih polimernih lanaca [126]. Tako ¢e i interakcije, koje ¢e se
ostvariti izmedu polimerne mreze i punila, 0dnosno efikasnost prenosa napona sa polimerne mreze
na punilo uticati na ja¢inu kompozitnih filmova [207]. Povecanje vrednosti ¢ i EM mineralizovanih
bakar-karbonatnih (AG-CuC i AG-EFCuC) i bakar-fosfatnih (AG-CuP i AG-EFCuP) agarnih filmova
moze biti posledica postojanja interfacijalne adhezije, odnosno obrazovanja molekulskih interakcija
izmedu agarnog polimera i bakarnih ¢estica mineralnih faza [124,126]. Vecée vrednosti izduzenja pri
kidanju i Jungovog modula elasti¢nosti zabelezene su kod Cu-karbonatnih filmova, odnosno bakar-
karbonatna faza pokazala je bolju kompatibilnost sa agarnim polimerom od bakar-fosfatne faze,
obrazujuc¢i ¢vrsée i otpornije filmove. Ovi rezultati mogu se objasniti boljom interfacijalnom
adhezijom Cu-karbonatne faze sa agarom, usled njene bolje disperzije i ujednacenije raspodele u
agarnoj mrezi, $to je u skladu sa rezultatima SEM analize i analizom UV-VIS spektara ovih filmova.
Usled finije disperzije i raspodele Cu-karbonatnih ¢estica manjih dimenzija, specifi¢na povrsina koja
¢e stupati u interakcije sa polimerom je veca nego u slucaju agarnih filmova mineralizovanih Cu-
fosfatnom fazom. U tom slucaju Cu-karbonatna faza ima mogucnost ostvarivanja vise kontakata sa
polimernim lancima, $to za posledicu ima obrazovanje gus¢e mreze i kompaktnijih i jacih struktura.
Sa druge strane, na izduzenje pri kidanju (¢) kompozitnih materijala, uti¢e priroda 1 zapreminski udeo
punila, odnosno ojacivaca, kao i njegova disperzija u polimernoj mrezi [126]. Uopsteno, ubacivanje
punila koja su po strukturi rigidnija, kao §to su Cestice i nanocestice metala, ima za posledicu
smanjivanje izduzenja pri kidanju kompozitnih materijala [115,201]. Vrednosti zatezne ¢vrstoce i
elastiénog modula, kao mere jacine i otpornosti filmova, dobijene za mineralizovane Cu-karbonatne
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i Cu-fosfatne agarne filmove, u opsegu su vrednosti dobijenih za druge kompozitne agarne filmove
inkorporirane metalnim nanocesticama Ag, Zn i Cu [122-124]. Medutim, dobijene vrednosti
izduZenja pri kidanju kod svih filmova na bazi agara, nize su od onih opisanih u literaturi za druge
agarne kompozitne filmove [122,124].

Mehanicka svojstva alginatnih i agarno-alginatnih filmova prikazana su na slici 5.17 (B i C).
Eksternim umreZavanjem alginata i kopolimernih agarno-alginatnih filmova posredstvom jona Cu?*,
doslo je do poboljSanja mehanickih svojstava filmova, odnosno do povecanja njihove otpornosti i
jacine. Vrednosti zatezne ¢vrstoce (6) umrezenih alginatnih filmova (AL-Cu) povecale su se skoro 4
puta, u odnosu na kontrolne (AL) filmove, sa 35,7+1,25 MPa na 132,09£3,27 MPa (slika 5.17 B),
dok su kod agarno-alginatnih filmova vrednosti ¢ povecane sa 15,54+1,58 MPa (AA) na 44,48+3,16
MPa (AA-Cu, slika 5.17 C). Isti trend povecanja modula elasti¢nosti (EM) nakon umrezavanja,
zabelezen je kod AL-Cu i AA-Cu filmova. UmreZzavanje Cu®* jonima rezultiralo je i u zna¢ajnom
smanjenju vrednosti € kod oba polimera u odnosu na neumrezene filmove, a ovo smanjenje bilo je
izrazenije kod AA-Cu filmova (slika 5.17 C). Vrednosti izduZzenja pri kidanju AA-Cu filmova
smanjile su se 5 puta u poredenju sa neumrezenim AA filmovima (sa 50,1 % na 10,2 %). Dobijene
vrednosti ispitivanih mehanickih parametara mogu se objasniti pre svega snaznim interakcijama
izmedu karboksilnih grupa alginata i jona Cu?* i formiranjem tzv. ,,egg-box” strukture, $to podrzavaju
rezultati dobijeni nakon FT-IR analize, odnosno specifi¢no pomeranje signala traka karakteristi¢nih
za COO" grupe alginata nakon umrezavanja (slika 5.14). Inkorporacija dvovalentnih katjona moze
delimi¢no da zameni slabije medumolekulske interakcije izmedu lanaca polimera, formiranjem jacih
katjon-polimer-katjon kompleksa [113]. Obzirom da se kao posledica obrazovanja ovih kompleksa i
smanjenja slobodne zapremine unutar polimera prilikom umreZavanja, formiraju kompaktnije
strukture, povecanje jaine filmova i smanjenje elasticnosti je ocekivano. Uopsteno, jonsko
umrezavanje dovodi do snizavanja vrednosti izduzenja pri kidanju, usled smanjenja pokretljivosti
polimernih lanaca kao posledice obrazovanja velikog broja zona povezivanja polimera sa katjonima
[112,114].

Umrezavanjem filmova koji sadrze EF Bacillus sp. PPM3 (AL-EFCu i AA-EFCu), zatezna
¢vrstoca i modul elasti¢nosti se povecavaju u odnosu na neumrezene filmove (AL-EF i AA-EF), ali
su dobijene vrednosti nize od onih zabelezenih za umreZene alginatne (AL-Cu), odnosno agarno-
alginatne filmove bez EF (AA-Cu, slika 5.17 B i C). Moze se reci da i u ovom slucaju bakterijski EF
u odredenoj meri inhibira umrezavajuéi efekat Cu?* &estica, odnosno da postoji odredena
nekompatibilnost izmedu EF i Cestica bakarnih soli, na sta ukazuju manje homogene povrsinske
strukture uo¢ene na SEM mikrografijama, narocito u slu¢aju agarno-alginatnih filmova (slika 5.12 B
i C). Kao posledica slabije kompatibilnosti sastavnih komponenti kompozita, moze do¢i do povecanja
slobodne zapremine unutar polimerne mreze, slabljenja medumolekulskih interakcija, i samim tim
smanjenja ojacavajuéeg efekta umrezivaca [126,213]. Uocava se da je u prisustvu EF slabljenje
ojacavajuceg efekta bakarnih Cestica, viSe izrazeno kod agarno-alginatnih filmova (AA-EFCu) u
poredenju sa AL-EFCu filmovima, sto je posledica losije disperzije i raspodele ¢estica (slika 5.12 B
i C). Cestice bakra kod AA-EFCu filmova teze aglomeraciji, odnosno veéih su dimenzija od onih kod
AA-Cu filmova, njihova specifi¢na povrsina je manja, a samim tim i povrsina koja ¢e interagovati sa
polimernom mrezom. U ovom slucaju prilikom primenjene sile (sile istezanja) prenos stresa sa
polimerne mreze na punilo nece biti tako efikasan kao $to bi to bio slucaj sa umrezenim filmovima
bez EF, i stoga umrezene filmove sa EF odlikuje manja jacina. Drugi autori pokazali su inhibitoran
efekat bioaktivnin komponenti poreklom od bakterijskog metabolizma, na umreZzavajuéi efekat Ca?*
jona kod alginatnih filmova [105,121], kao i slabiji ojacavajuci efekat nanocestica srebra u agarnoj
mrezi U prisustvu biljnih ekstrakata [120].

Vrednosti mehanickih parametara, zatezne Cvrstoe i modula elasti¢nosti, dobijenih za
alginatne i agarno-alginatne filmove u opsegu su vrednosti koje su zabelezili drugi autori, za ove
polisaharidne filmove [112,114,115,205]. U svom istrazivanju, ispituju¢i efekat eksternog
umrezavanja jonima Zn%*, Ca?*, Mn?* i AI** na mehanicka svojstva alginatnih filmova namenjenih
za malciranje zemljista, Liling i saradnici [114] beleze povecanje zatezne ¢vrstoce filmova u opsegu
od 72-134 MPa i smanjenje vrednosti izduzenja pri kidanju sa 4 % na svega 1 %. Rim i saradnici
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[112] beleze povecanje jafine alginatnih filmova sa 33,5 MPa na 74,5 MPa nakon eksternog
umrezavanja jonima Ca®* i smanjenu elasti¢nost filmova, sa izduzenjem pri kidanju od 3 %.

ViSe vrednosti izduZzenja pri kidanju umreZenih alginatnih i agarno-alginatnih filmova,
dobijenih u okviru ovog istrazivanja, u poredenju sa literaturnim nalazima drugih autora za ove
polisaharide [112-114], mogu biti posledica izbora, kao i krajnje koncentracije plastifikatora koji je
dodat u polimer. Plastifikatori smanjuju medumolekulske sile izmedu polimernih lanaca, poveéavaju
njihovu pokretljivost, samim tim i slobodnu zapreminu unutar polimera, $to uti¢e na povecanje
kapaciteta materijala da dostigne trajnu deformaciju, odnosno uti¢u na povecanje fleksibilnosti I
otpornosti filmova na lom [136,213,214].

Vrednosti zatezne ¢vrstoce svih filmova dobijene u okviru ovog istrazivanja, uporedive su sa
konvencionalnim plasti¢nim filmovima koji se upotrebljavaju u agroindustriji: poletilenskim HDPE
(engl.-High Density Polyethylen, 22—23 MPa) i LDPE (1944 MPa) i polipropilenskim (31-38 MPa)
filmovima [90], kao i sa nekim, komercijalno dostupnim biorazgradivim polimerima na bazi
polisaharida: Ecovio M12 (30 MPa) [215] i MaterBi M15 (40 MPa) [212]. Dobijene vrednosti
izduZenja pri kidanju filmova iz ovog istrazivanja, kretale su se u opsegu od 5-50 %, u zavisnosti od
formulacije i nafina umrezavanja. Ove vrednosti su znacajno nize od onih koje se smatraju
zadovoljavajuc¢im (najmanje 180 %) za biopolimere namenjene malciranju zemljista [89]. Manja
fleksibilnost filmova dobijenih u ovom istrazivanju moze ograniciti njihovu potencijalnu upotrebu,
najvise sa stanovista njihovog postavljanja standardnim metodama koje se koriste u poljoprivrednoj
praksi, za plasti¢ne filmove sintetisane ekstruzijom. U ovom slucaju drugaciji pristup postavljanja,
odnosno primena u vidu prevlaka putem rasprSivanja filmogenih rastvora po povrsini zemljista,
umesto postavljanja prethodno formiranih filmova bio bi pozeljniji. Voks i saradnici [96], a kasnije
Imirzi i saradnici [14] pokazali su funkcionalnost biopolimernih filmova na bazi skroba, tokom celog
vegetacijskog perioda gajenih biljaka u trajanju od mesec dana, iako su njihova zatezna ¢vrstoca i
elasti¢nost bile znatno ispod standardnih preporuc¢enih. Na osnovu vrednosti zatezne ¢vrstoce, koje
su kod funkcionalizovanih alginatnih i agarno-alginatnih filmova iz ovog istrazivanja, bile znatno
vece nego kod konvencionalnih plastiénih maléeva [91], moze se reci da bi filmovi dobijeni u okviru
ovog istrazivanja mogli ispoljiti funkcionalnost i trajnost u uslovima gajenja u stakleniku ili na polju.

Imajuéi u vidu zahteve koje biopolimerni materijali moraju da ispune sa stanovista njihovih
mehanickih osobina, i rezultate dobijene u okviru ove faze istrazivanja, moze se zakljuc€iti da su medu
svim ispitivanim formulacijama, umrezeni filmovi na bazi alginata (AL-Cu), kao i alginata sa
ekstracelijskim filtratom Bacillus sp. PPM3 (AL-EFCu) najpogodniji za potencijalnu primenu u vidu
prevlaka odnosno filmova za malciranje zemljista.

5.6.5 Barijerna svojstva filmova na bazi polisaharida poreklom iz morskih algi

Malcevi sa dobrim barijernim svojstvima, koji ¢e efikasno spreciti transfer vlage, obezbedice
bolju vlaznost zemljista, a samim tim i bolje uslove za rast useva [100,216]. Stoga je ispitivanje
stepena transfera, odnosno isparavanja vode kroz materijale namenjene malciranju klju¢no pri
odabiru formulacija za primenu na poljoprivrednim povrsinama. Kako bi se detaljnije utvrdila
moguénost upotrebe sintetisanih agarnih, alginatnih i agarno-alginatnih filmova za mal¢iranje, u ovoj
fazi istrazivanja ispitana su njihova barijerna svojstva, merenjem propustljivosti vodene pare kroz
povrsinu filmova, prateci standardnu metodu ASTM E96-95 kao sto je navedeno u odeljku 4.7.5 ove
disertacije.

Vrednosti propustljivosti vodene pare (WVP) kontrolnih i funkcionalizovanih agarnih,
alginatnih i agarno-alginatnih filmova prikazane su u tabeli 5.12. WVP kontrolnih filmova (AG, AL
i AA) kretala se izmedu 2,50+0,01 x 102% 3,27 x 10"°g m*s*Pa’ u zavisnosti od polimera. Dodatak
bakterijskog EF polimernoj mrezi neznatno je uticao na poboljSanje barijernih svojstava filmova,
nezavisno od sastava, odnosno upotrebljenog polisaharida. Kod svih filmova koji su sadrzali EF
Bacillus sp. PPM3 (AG-EF, AL-EF i AA-EF) propustljivost vodene pare smanjila se za priblizno 8
% u poredenju sa kontrolnim filmovima (tabela 5.12). Uspostavljanje jakih medumolekulskih
interakcija u polimeru vodi stvaranju ja¢ih i kompaktnijih struktura, $to ¢e rezultovati i u smanjenju
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migracije vlage kroz film [216]. Povecanje jacine i otpornosti filmova sa EF Bacillus sp. PPM3,
zabelezeno nakon ispitivanja njihovih mehanic¢kih svojstava, posledica je uspostavljenih
medumolekulskih interakcija polimera i EF. Prolazak molekula vode kroz nastale kompaktnije
strukture je otezan, pa je smanjenje WVP kod ovih filmova ocekivano.

Funkcionalizacijom agarnih filmova, obrazovanjem Cu-karbonatne i Cu-fosfatne faze u
agarnom polimeru, dobijeni su filmovi kod kojih je zabelezeno znacajno smanjenje propustljivosti
vodene pare (p<0,05). Filmovi sa inkorporiranom Cu-karbonatnom fazom odlikovali su se
smanjenjem WVP za 40 % (AG-CuC) i 34 % (AG-EFCuC) u odnosu na kontrolne agarne filmove,
dok je formiranje Cu-fosfatne faze uticalo na smanjenje WVP agarnih filmova za 32 % (AG-CuP) i
24 % (AG-EFCuP).

Tabela 5.12. Barijerna svojstva kontrolnih i funkcionalizovanih agarnih, alginatnih i agarno-
alginatnih filmova izrazena preko stepena propustljivosti vodene pare (WVP)

. WVP
Oznaka filma (x1040 g mistPat)

AG 3,17+0,07*

AF-EF 2,89+0,04°
AGARNI  AG-CuC 1,94 +0,01°
FILMOVI  AG-EFCuC 2,10+0,04°
AG-CuP 2,15 +0,07°

AG-EFCuP 2,20+0,02°

AL 2,50+0,012

ALGINATNI AL-EF 2,300,052
FILMOVI AL-Cu 1,41+0,04°
AL-EFCu 1,50+0,04°

a

AGARNO- AA 3,27+0,02
AA-EF 3,000,042

ALGINATNI b

FILMOVI AA-Cu 2,59+0,06
AA-EFCu 2,71+0,04°

Prikazane su srednje vrednosti (n=3) uz standardno
odstupanje.*Vrednosti dobijene za svaki od polimera
obelezene istim slovom nisu statisticki znacajno razlicite
prema Tukey-ovom testu (p>0,05)

Znacajno smanjenje vrednosti WVP u ovom slu¢aju, moze se objasniti smanjenom
pokretljivos¢éu polimernih lanaca, koja je rezultat obrazovanja interfacijalne adhezije izmedu Cu-
mineralnih faza i samog agarnog polimera [124,130]. Cu-karbonatna faza se pokazala kao efikasnija
barijera, Sto je u skladu sa rezultatima dobijenim nakon SEM analize, kao i1 rezultatima ispitanih
mehani¢kih svojstava ovih filmova. Bolja barijerna svojstva ovih filmova posledica su bolje
disperzije i uniformnije raspodele bakar-karbonatne faze. Prisustvo nepropusne karbonatne mineralne
faze, koja ostvaruje brojne interakcije sa agarom, dovodi do stvaranja guS¢e polimerne mreze
znac¢ajnog smanjenja slobodne zapremine, ogranicava pokretljivost polimernih lanaca i na taj nacin
otezava difuziju molekula vode kroz polimerni film. Rezultati su u skladu sa literaturnim podacima
drugih autora, koji navode da dodatak razli¢itih vodo-nepropusnih punila, kao $to su: Cestice i
nanocestice razli¢itih metala, nanoglina, kao i celulozna vlakna, moze znacajno uticati na poboljsanje
barijernih svojstava polisaharidnih filmova [122,124,217].

Barijerna svojstva alginatnih i agarno-alginatnih filmova poboljsana su nakon eksternog
umrezavanja jonima Cu?*, a efekat je bio izraZeniji kod alginatnih filmova (AL-Cu). Smanjenje
vrednosti WVP od priblizno 44 %, zabelezeno je kod AL-Cu filmova, dok je propustljivost vodene
pare kroz povrsinu kopolimernih agarno-alginatnih filmova (AA-Cu) smanjena za 20 % (tabela 5.12).
PoboljSanje barijernih svojstava umreZenih filmova, odnosno smanjenje vrednosti WVP, mozZe se
objasniti interakcijama koje se ostvaruju izmedu vodonicnih veza polimera i Cestica bakra kao 1
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formiranjem ,,egg-box” struktura [136], $to je u skladu i sa rezultatima FT-IR analize dobijenim u
ovoj disertaciji. Usled vezivanja COO"grupa alginata sa jonima Cu?*, alginatni lanci gube sposobnost
vezivanja molekula vode, smanjujuéi hidrofilnost struktura [205]. Formiranjem ,,egg-box” struktura
filmovi postaju kompaktniji, smanjene pokretljivosti lanaca i slobodne zapremine, sto za posledicu
ima oteZzano kretanje molekula vode kroz polimernu mrezu [112]. Bolja barijerna svojstva zabeleZena
su kod AL-Cu i AL-EFCu filmova, §to se moze objasniti boljom disperzijom i raspodelom Cestica u
poredenju sa AA-Cu i AA-EFCu filmovima. Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima SEM
analize, gde se jasno mogla uociti aglomeracija Cu-cestica kod umrezenih agarno-alginatnih filmova.
Obrazovanje aglomerata stvara mesta, odnosno puteve za laksi i brzi prolazak molekula vode, $to za
posledicu ima povecanje stepena transfera vlage, odnosno poveéanje WVP, §to je i uo¢eno u ovom
istrazivanju. Dobijeni rezultati u saglasnosti su i sa rezultatima opisanim u prethodnim poglavljima
ovog rada koja se ti¢u optic¢kih i mehanickih svojstava ovih filmova.

Stepen propustanja vodene pare kroz povrSinu svih filmova, odnosno vrednosti WVP
dobijenih u okviru ovog istrazivanja su za jedan red veli¢ine manje od onih opisanih u literaturi, za
ove polisaharide (tipicnog reda veli¢ine od 10° g ms?Pa?l) [124,130,205,207]. Ovi rezultati
potvrduju da je izbor metoda sinteze, kao i funkcionalizacije filmova u ovom istrazivanju adekvatan
za dobijanje filmova, koji ¢e obezbediti odli¢na barijerna svojstva prema vodenoj pari. Od svih
formulacija, filmovi na bazi alginata eksterno umrezavani jonima Cu?* (AL-Cu i AL-EFCu), pokazali
su najbolja barijerna svojstva, i sa stanoviSta njihove primene u vidu prevlaka, odnosno filmova za
malciranje, imaju najvedi potencijal u sprecavanju gubitka vlage sa poljoprivrednih povrsina.

5.7 Bioloska svojstva filmova

Uzimaju¢i u obzir rezultate dobijene nakon karakterizacije svih sintetisanih filmova u okviru
ovog istrazivanja, moze se zakljuciti da filmove na bazi alginata odlikuju najbolje performanse.
Sintezom i funkcionalizacijom filmova na bazi alginata, dobijeni su filmovi najvece jacine, otpornosti
1 fleksibilnosti, sa izuzetnim barijernim svojstvima prema vodenoj pari, kao 1 pozeljnim optickim
svojstvima sa stanovista njihovog potencijalnog uticaja na pospeSivanje rasta biljaka i zastite od
patogena. 1z tog razloga su filmovi na bazi alginata odabrani za dalja ispitivanja u okviru ovog
istrazivanja.

5.7.1 Antifungalno svojstvo funkcionalizovanih alginatnih filmova

Biljne patogene plesni predstavljaju jedan od glavnih izazova i pretnji u odrzivoj poljoprivredi
1 stoga je jedno od vaZnih svojstava koje filmovi namenjeni upotrebi u poljoprivredi treba da
poseduju, zastita od patogena. U ovoj fazi istrazivanja ispitano je antifungalno svojstvo kontrolnih 1
funkcionalizovanih alginatnih filmova u in vitro ogledu sa plesnima iz roda Fusarium (F.
graminearum, F. proliferatum i F. verticilioides). Ispitana je moguénost biljnih plesni da rastu na
povrsini ili prodru kroz povrSinu filma tokom 5 dana gajenja u uslovima optimalnim za rast patogena.
Rezultati su pokazali da kontrolni alginatni filmovi (AL) ne poseduju antifungalno svojstvo, odnosno
nemaju sposobnost spre¢avanja rasta testiranih plesni. Sta viSe, plesni su obilno rasle, prerastajuci
povrsinu inokulisanih filmova, kao i celu povrsinu hranljive podloge (slika 5.18, AL). Ovaj rezultat
je bio ocekivan, a rast plesni posledica je samog hemijskog sastava filmova, koji su u ovom slucaju
posluZili kao izvor hrane patogenu.
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F. verticilioides
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F. graminearum

Slika 5.18. Prikaz rasta biljnih plesni: F. verticilioides, F. proliferatum i F. graminearum na
povrsini kontrolnih i funkcionalizovanih alginatnih filmova nakon 5 dana na 25 °C. K-kontrola;
AL-alginatni film; AL-EF-alginatni film sa EF; AL-Cu-alginatni film umreZen jonima Cu?*; AL-
EFCu-alginatni film sa EF umrezen jonima Cu?*; EF-ekstraéelijski filtrat Bacillus sp. PPM3

Alginatni filmovi koji su kao aktivnu komponentu sadrzali ekstracelijski filtrat morskog soja
Bacillus sp. PPM3 (AL-EF), ispoljili su snazno antifungalno dejstvo prema svim ispitivanim
plesnima, znac¢ajno smanjujuci njihov rast (slika 5.18). Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima
dobijenim u okviru ove disertacije, a koji su detaljno diskutovani u odeljku 5.4, i jos jednom potvrduju
izuzetan antifungalni potencijal sekundarnih metabolita morskog izolata Bacillus sp. PPM3. U ovom
ogledu uocena inhibicija rasta patogenih plesni bila je ve¢a nego sto je to zabeleZeno u antifungalnom
testu opisanom u odeljku 5.4.1, kada su plesni gajene na agarnoj podlozi sa EF Bacillus sp. PPM3 u
istoj koncentraciji. Ovakvi rezultati mogu se objasniti samom prirodom alginatnog polimera. Kako
su alginati potpuno rastvorljivi u vodi i na sobnoj temperaturi, u kontaktu sa vlagom iz hranljive
podloge i tokom inkubacije, doslo je do njihovog delimi¢nog rastvaranja, sto je za posledicu imalo
lakse otpustanje EF iz polimera i njegov direktan kontakt sa plesnima.

U sluéaju umrezenih filmova (AL-Cu i AL-EFCu), bakar je funkcionisao kao potentan
antifungalni agens, u potpunosti inhibiraju¢i rast svih ispitivanih plesni (slika 5.18). Antibakterijsko,
antifungalno i antiviralno dejstvo bakarnih jona i bakarnih jedinjenja, od davnina je poznato [218].
Nacini na koje joni bakra ispoljavaju toksi¢no dejstvo prema Zzivim Sistemima su raznovrsni, a
uglavnom ukljucuju: narusavanje strukture Celijskih membrana uzrokujuci ¢éelijsku smrt, stvaranje
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS), kao i interakciju sa enzimskim sistemima, §to dovodi do
poremecaja u celokupnom metabolizmu c¢elija [219]. Reagujuéi sa fosfatnim grupama unutar DNK
molekula, bakarni joni takode destabilizuju strukturu DNK zavojnice i inhibiraju replikaciju [210].
Rezultati ogleda ukazuju da se Cu?* joni u odredenoj meri mogu otpustiti iz alginatnih filmova u
okolnu sredinu, i1 reagovati sa patogenom, na Sta takode ukazuje 1 blago obojenje hranljive PDA
podloge u zeleno (slika 5.18). Koli¢ina otpustenih jona Cu?* iz polimera u ovom sluéaju bila je
dovoljna da u direktnom kontaktu sa sporama patogenih plesni ostvari fungicidno dejstvo. Kako bi
se utvrdila sposobnost plesni da prodru kroz povrSinu filma, filmovi su uklonjeni i plo¢e inkubirane
dodatnih 5 dana. Nakon inkubacije nije uo€en rast plesni, ni na jednoj od ploca koje su sadrzale
filmove sa antifungalnim dejstvom.

Dobijeni rezultati ukazuju da alginatni filmovi koji sadrze ekstracelijski filtrat izolata Bacillus
sp. PPM3, kao i filmovi umreZeni bakarnim jonima predstavljaju dobru barijeru patogenim plesnima,
1 da se potencijalno mogu koristiti kao prevlake, odnosno malcevi na poljoprivrednim povrSinama
radi zastite biljnih kultura koje su podlozne infekcijama izazvanim plesnima iz roda Fusarium.
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5.7.2 Uticaj prevlaka na bazi alginata na rast biljke

Uticaj odabranih formulacija filmova na rast biljke, ispitan je sa biljkom mungo pasulja, u
trajanju od 21 dana. Na osnovu detaljnog pregleda literature i uzimajuci u obzir dobijene rezultate
karakterizacije alginatnih filmova opisane u poglavlju 5.6 ove disertacije, u ovom ogledu odabran je
pristup primene formulacija, u vidu prevlaka, njihovim formiranjem na povrsini zemljiSta sprej-
tehnikom, kao $to je opisano u odeljku 4.8.2 ove disertacije. Nakon rasprsivanja celokupne zapremine
svakog od odabranih filmogenih rastvora (AL i AL-EF) pojedina¢no, i susenja na sobnoj temperaturi,
formirane prevlake su eksterno umrezene jonima Cu?* kako bi se obezbedila njihova
vodonepropusnost i trajnost tokom gajenja. Formiranje tankih membrana na povrSini zemlje tretirane
na ovaj na¢in uoceno je nakon susenja. U slucaju primene polisaharidnih mal¢eva na ovaj nacin,
formirane tanke prevlake, odnosno filmovi zauzimaju oblik saksije, a zemljiSte ispod daje potporu
filmu [108]. Rezultati uticaja prevlaka na bazi alginata na parametre rasta biljke: visinu biljke, Sirinu
listova i ukupnu suvu masu, nakon 21 dana gajenja, prikazni su na slici 5.19.
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Slika 5.19. Uticaj prevlaka na bazi alginata umrezenih jonima bakra (AL-Cu) i alginatnih prevlaka
sa EF Bacillus sp. PPM3 umrezenih jonima bakra (AL-EFCu) na: (A) visinu biljke; (B) Sirinu
listova; (C) suvu masu biljke mungo pasulja tokom 21 dana gajenja u uslovima temperature od 25
°C, relativne vlaznosti 60 % i dnevno/no¢nim ciklusom od 16 h/8 h. K-kontrola, biljke gajene u
odsustvu prevlaka



Prisustvo umrezenih (AL-Cu i AL-EFCu) prevlaka, odnosno mal¢eva na povrsini zemljista,
pozitivno je uticalo na rast biljke, dovodeé¢i do znacajnog povecanja svih pracenih parametara rasta
biljke, u poredenju sa kontrolnim biljkama gajenim u odsustvu malceva. Bolji uticaj na rast biljaka
uocen je kod biljaka gajenih u prisustvu umrezenog alginata koji je sadrzao ekstracelijski filtrat
Bacillus sp. PPM3 (AL-EFCu). Po zavr$etku perioda gajenja visina biljaka povecala se za 65 %, dok
je Sirina listova porasla za 97 %. Kod biljaka gajenih u prisustvu AL-Cu malca, visina izdanka
povecala se za prilblizno 50 %, a Sirina listova za 76 %, u odnosu na biljke iz kontrole nakon 21 dana
(slika 5.19, A i B). Uocen je i pozitivan uticaj na biomasu biljaka gajenih u prisustvu maléeva u
poredenju sa kontrolama. I u ovom slucaju, znacajniji uticaj na povecanje ukupne suve mase biljaka,
imala je prevlaka AL-EFCu povecavajuci suvu masu biljke za 57 %, dok se masa biljaka gajenih u
prisustvu AL-Cu povecala za 40 %.

Rezultati dobijeni u okviru ove faze istrazivanja potvrduju pozitivan uticaj prevlaka na bazi
alginata na rast biljke i u skladu su sa literaturnim podacima drugih istrazivaca koji su ispitivali
biostimulatorno svojstvo prevlaka i premaza na bazi drugih polisaharida [94,220,221]. Setini i
saradnici [94] su pokazali da primena sprej-malceva na bazi skroba, uti¢e na ranije cvetanje kao i
povecéanje biomase ukrasne biljke Antirrhinum majus L., u poredenju sa biljkama gajenim u odsustvu
malca, a Piakone i saradnici su u svom istrazivanju pokazali da primenom hitozanskih sprej-malceva
kod gajenih viburnuma (Viburnum lucidum Mill.) dolazi do znac¢ajnog povecanja visine biljaka [221].

Pozitivan uticaj na rast biljke ostvaren primenom prevlaka na bazi alginata u ovom
istrazivanju, moze biti pre svega posledica uspostavljanja povoljnijeg vodnog rezima zemljista. Kao
§to je i pokazano u odeljku 5.6.5 ove disertacije, funkcionalizovani filmovi na bazi alginata,
odlikovali su se odlicnim barijernim svojstvima prema vodenoj pari. Spre¢avanjem stepena
isparavanja vode sa povrSine zemljista, formiranjem vodo-nepropusnih membrana, prevlake na bazi
alginata umrezene bakarnim jonima, doprinose ocuvanju vlaznosti u sistemu. Veca vlaznost zemljista
pogoduje razvoju korena, jer uti¢e na bolje usvajanje hranljivih materija iz zemlji$ta, $to za posledicu
ima pospesen rast biljke.

Pored obezbedivanja dobre barijere prema vodenoj pari, pospesivanje rasta biljaka gajenih u
prisustvu alginatnih maléeva umreZenih jonima Cu®* (AL-Cu i AL-EFCu), moZe se objasniti
pozitivnim uticajem bakra. Bakar je esencijalni mikroelement svih fotosinteti¢kih organizama, i ima
vaznu ulogu u fiziolo§kim procesima visih biljaka, gde posreduje u odrzavanju hormonske ravnoteze
i normalnog funkcionisanja enzimskih sistema. Kao kofaktor enzima i metaloproteina u
hloroplastima, katalizuje redoks reakcije, a poznato je i njegovo pozitivno dejstvo na rast visih biljaka,
zbog vazne uloge u stimulaciji sinteze hlorofila [200,219]. Znacajno vece vrednosti svih parametara
rasta biljke, koje su uocene kod biljaka gajenih u prisustvu umrezenih alginatnih mal¢eva, u odnosu
na iste kod biljaka gajenih bez malca, ukazuju na doprinos bakra u stimulaciji rasta mungo pasulja.
Rezultati dobijeni u okviru ovog istrazivanja u skladu su sa podacima Saharana i saradnika [220] koji
su pokazali da primena formulacija na bazi hitozana i nanocestica bakra u vidu spreja, u znatno vecoj
meri pospeSuje klijavost, razvoj korena 1 visinu biljke kukuruza, u poredenju sa pojedina¢nim
tretmanom rastvorom CuSOy ili rastvorom hitozana. Takode, treba napomenuti da prisustvo EF
Bacillus sp. PPM3 u formulacijama, ¢ije je stimulatorno dejstvo na rast biljke pokazano i detaljno
diskutovano u 5.5.2 poglavlju disertacije, svakako doprinosi sveukupnom pozitivnhom efektu
malcirajucih prevlaka. S obzirom da su se biljke gajene u prisustvu umrezenog alginatnog malcéa koji
je sadrzao ekstracelijski filtrat morskog soja Bacillus sp. PPM3 (AL-EFCu) odlikovale najboljim
rastom i najznacajnijim povecanjem ukupne biomase, u ovom ogledu potvrdeno je udruzeno
pozitivno dejstvo sastavnih komponenti ove formulacije i njena adekvatnost za primenu u vidu malca.

Rezultati dobijeni u okviru ove faze istrazivanja ukazuju na to da se primenom odabranih
formulacija na bazi alginata metodom rasprSivanja, mogu formirati prevlake, odnosno malcevi
adekvatnih prijanjajucih svojstava i postojanosti na povrsini zemljista tokom 21 dana. Jednostavnim
umesavanjem bioaktivnih komponenti sa stimulatornim dejstvom na rast biljke u polimerni rastvor,
mogu se dobiti filmovi koji ispoljavaju poboljSano biofertilizatorsko dejstvo. Takode, koriS¢enjem
iste jednostavne tehnike rasprsivanja umrezivaca, moguce je funkcionalizovati prevlake i na taj nacin
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dodatno doprineti kako njihovoj postojanosti, obezbedivanjem vodo-nepropusnosti, tako i
pozitivnom uticaju na rast biljke.

Na osnovu rezultata ispitivanja bioloske aktivnosti alginatnih filmova i prevlaka, moze se
zakljuciti da funkcionalizovani alginatni filmovi sa metabolitima novog morskog soja Bacillus sp.
PPM3 umrezeni bakarnim jonima imaju veliki potencijal za upotrebu u vidu malcirajucih filmova.
Adekvatnost upotrebe ovih malCeva ispoljava se prvenstveno kroz stimulaciju biljnog rasta, a
zahvaljuju¢i antifungalnom svojstvu EF morskog izolata Bacillus sp. PPM3 i bakarnih jona, primenu
mogu nacéi i u sprecavanju rasta patogenih plesni iz roda Fusarium, odnosno u sprecavanju razvoja
infekcija izazavanih ovim plesnima kod gajenih biljaka. Pored primene u stimulaciji rasta biljke i
biokontroli, ovi filmovi odnosno prevlake, primenu bi mogli na¢i i kod biljaka gajenih na zemljistu
koje odlikuje nedostatak bakra. Dodatno korisno svojstvo upotrebe malCeva formiranih sprej-
tehnikom, moglo bi se odraziti i na direkno smanjenje troskova koji se ticu angazovanja dodatnog
kadra, jer ovakav na¢in primene ne zahteva mehanizaciju za postavljanje i ukljanjanje filmova sa
poljoprivrednih povrsina.
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6 ZAKLJUCAK

Na osnovu analize svih dobijenih rezultata, prikazanih u prethodnom poglavlju, izvedeni su
sledec¢i zakljucci:

e Ukupno 32 nova bakterijska soja izolovana su iz obalskog morskog sedimenta Crvenog
mora sa ciljem pronalazenja sojeva potencijalnih stimulatora biljnog rasta.

e Od ispitivanih mehanizama stimulacije biljnog rasta, medu izolovanim sojevima, direktni
mehanizmi (fiksacija atmosferskog azota i rastvaranje fosfata) bili su zatupljeni udelom od
37,5 %, dok su indirektni mehanizmi (inhibicija rasta patogenih plesni i proizvodnja
hidroliti¢kih enzima) dominantnije zastupljeni, sa udelom od 68,7 %.

e Morski izolat oznake PPM3 odabran je za dalja istrazivanja kao najpotentniji soj, na osnovu
ispoljavanja svih ispitivanih mehanizama stimulacije biljnog rasta: najobilnijeg rasta na
podlozi bez izvora azota kao i najvece vrednosti indeksa rastvorljivosti fosfata (SI=5,60);
visoke i izrazito visoke antifungalne aktivnosti prema patogenim plesnima: A. flavus, F.
graminearum, Mucor sp., i Alternaria sp. in vitro, kao i najveceg hidrolitickog potencijala
(proizvodnje enzima: proteaza, celulaza, hitinaza i amilaza, sa najve¢com zonom hidrolize (35
mm) zabelezenom na podlozi za ispitivanje proteazne aktivnosti).

e Standardnim morfo-fizioloskim i biohemijskim testovima, kao i upotrebom gotovih
biohemijskih identifikacionih paketa APl CH50 i APl ZYM, izolat PPM3 je preliminarno
identifikovan kao pripadnik Bacillus roda, koga karakteriSu sposobnost rasta na velikom broju
supstrata, u Sirokom opsegu uslova temperature (4-50 °C) i pH (4-10) i pri visokim
koncentracijama soli u podlozi (do 10 %), §to ga ¢ini pogodnim kandidatom za primenu u
agroindustriji.

e Molekularnim analizama, sekvenciranjem 16S rRNK i gyrA gena, nije postignuta
identifikacija izolata PPM3 do nivoa vrste. Izolat PPM3, identifikovan je kao Bacillus sp.
PPM3.

e Metaboliti odnosno ekstracelijski filtrat (EF) Bacillus sp. PPM3 takode ispoljavaju snazno
antifungalno dejstvo prema svim ispitivanim plesnima. Najosetljivija na dejstvo EF je plesan
Mucor sp. ¢iji je rast inhibiran za 97,5+0,2 %, zatim A. flavus (82,7£0,5 %), F. graminearum
(57,1£0,5 %) i na kraju Alternaria sp. (41,5+1,0 %). Bacillus sp. PPM3 prozvodi
termostabilne metabolite sa visokom antifungalnom aktivnoscu, ¢iji mehanizam delovanja

ukljucuje narusavanje strukture hifa i sprecavanje germinacije spora plesni.

e Molekularnom analizom, kod morskog soja Bacillus sp. PPM3 utvrdeno je prisustvo cetiri
gena odgovorna za sintezu antifungalnih jedinjenja iz grupe lipopeptida: iturina, bacilomicina
D, mikosubtilina i surfaktina.

e Lipopeptidi su ekstrahovani iz EF Bacillus sp. PPM3, a njihova uloga u antibiozi kao
mehanizmu biokontrole je potvrdena u in vitro testu sa patogenim plesnima. Lipopeptidni
ekstrakt morskog soja Bacillus sp. PPM3 inhibirao je rast svih plesni u opsegu vrednosti PGl
od 12 do 55 %.

o Celije i EF morskog soja Bacillus sp. PPM3 ne ispoljavaju fitotoksiéni efekat na kukuruz
koki¢ar i mungo pasulj i bezbedni su za primenu u agroindustriji. Na osnovu visokih vrednosti
indeksa klijavosti (GI) semena kukuruza (160,37 % i 214,16 %) i mungo pasulja (176,06 % i
198,11 %), dobijenih nakon tretmana semena ¢elijama i EF soja Bacillus sp. PPM3, i ¢elije i
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EF ispitivanog soja se karakteriSu kao fitonutrijenti 1 pogodni su za upotrebu kao
biofertilizatori.

U prisustvu infekcije uzrokovane patogenom plesni F. graminearum, tretman semena ili
zemljista ¢elijama | EF Bacillus sp. PPM3 smanjio je ucestalost oboljevanja biljke kukuruza
za 80 %, dok je rast biljke dodatno pospesen. Duzina korena i visina izdanaka povecana je
skoro Cetiri puta, a sirova i suva masa utrostru¢ena, u prisustvu infekcije patogenom plesni. U
odsustvu patogena, tretiranjem semena ili zemljista ¢elijama ili EF Bacillus sp. PPM3 ukupna
duzina korena kukuruza je utrostrucena, visina izdanaka povecana za 40 %, sirova masa
klijanaca povecana za 20 %, a suva masa za 50 %, u poredenju sa netretiranim biljkama.
Formulacije na bazi ¢elija i EF Bacillus sp. PPM3 ispoljavaju kurativno biokontrolno, kao i
biostimulatorno dejstvo na rast kukuruza in vivo, §to ukazuje na veliki potencijal za prakti¢nu
I jednostavnu upotrebu morskog soja Bacillus sp. PPM3 u odrzivoj poljoprivredi.

Metodom izlivanja iz polimernog rastvora uz otparavanje rastvaraca uspeSno su sintetisani
filmovi na bazi polisaharida iz morskih algi (agara, alginata i njihove meSavine) homogene
strukture.

Funkcionalizacijom agarnih (AG), alginatnih (AL) i agarno-alginatnih (AA) filmova za
primenu u agroindustriji, umesavanjem EF Bacillus sp. PPM3 u polimerni rastvor, nije doslo
do narusavanja strukture polisaharidnih filmova, $to je utvrdeno FT-IR analizom, ali je SEM
analiza pokazala manje homogenu povrSinsku strukturu filmova.

Prisustvo EF Bacillus sp. PPM3 u agarnim, alginatnim i kopolimernim agarno-alginatnim
filmovima, nije uticalo na opticka svojstva filmova, ali je dovelo do poboljSanja njihovih
mehanickih (povecanja jacine i otpornosti) i barijernih svojstava (smanjenja propustljivosti
vodene pare), $to ukazuje na uniformnost strukture, kao i dobru kompatibilnost polimera i
dodate aktivne komponente (EF Bacillus sp. PPM3).

Obe metode umrezavanja polimera: in Situ mineralizacija i eksterno umrezavanje
posredstvom soli bakra, dovelo je do obrazovanja filmova nenaruSene strukture sa
poboljSanim opti¢kim, mehani¢kim i barijernim svojstvima, §to ukazuje na adekvatnost
odabranih metoda funkcionalizacije filmova.

Svojstva 1 funkcionalnost umrezenih agarnih filmova zavise od tipa mineralne faze. Bakar-
karbonatna faza je kompatibilnija sa agarnim polimerom od bakar-fosfatne. Prisustvo EF
Bacillus sp. PPM3 u polimernoj mrezi neznatno uti¢e na uniformnost strukture bakar-
karbonatom mineralizovanih filmova, dok kod filmova sa bakar-fosfathom fazom uti¢e na
pogorSanje disperzije 1 stvaranje aglomerata.

Agarni filmovi sa bakar-karbonatnom fazom su kompaktniji, jaci, smanjene propustljivosti za
vodenu paru, efikasnije blokiraju UV zrake a propustaju fotosinteticki aktivno zracenje, i
stoga su pogodniji za upotrebu u agroindustriji kao filmovi za mal¢iranje od agarnih filmova
sa bakar-fosfatnom fazom.

Metodom eksternog umrezavanja alginatnih i agarno-alginatnih filmova dobijeni su filmovi
poboljsanih optic¢kih, mehanickih i barijernih svojstava. Alginatni filmovi su se odlikovali
boljom disperzijom i raspodelom cestica bakra od agarno-alginatnih filmova dajuéi
kompaktnijie i jace filmove, smanjene propustljivosti za vodenu paru i boljih optickih
svojstava, i pogodniji su za upotrebu u agroindustriji kao filmovi za mal¢iranje.
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Prisustvo EF Bacillus sp. PPM3 kod svih umreZenih filmovima, smanjuje uticaj umrezivaca
na pobolj$anje optickih, mehani¢kih i barijernih svojstava filmova. Izmedu umrezivaca (soli
bakra) i EF postoji nekompatibilnost i ovaj uticaj je najizraZeniji kod kopolimernih agarno-
alginatnih filmova.

Sa stanovista potencijalne primene u vidu malceva, najbolje opticke (propustanje zracenja
PAR regiona sa kTpar od priblizno 76 %, i UV zracenja sa transmitancama u opsegu od 8-16
%), mehanicke (zateznu Cvrstocu u opsegu od 127,5-132,09 MP, izduZenje pri kidanju u
opsegu od 13-15 %) i barijerne osobine (propustljivost vodene pare u opsegu od 1,40-1,50 x
10719 g/smPa), imali su umreZzeni alginatni filmovi (AL-Cu i AL-EFCu).

Umrezeni alginatni filmovi (AL-Cu i AL-EFCu), sa stanovista funkcionalnosti i trajnosti na
polju, imaju najveci potencijal da direktno pospese rast i produktivnost biljaka.

Alginatni filmovi koji sadrze EF izolata Bacillus sp. PPM3, kao i filmovi umrezeni bakarnim
jonima predstavljaju odli¢nu barijeru patogenim plesnima: F. graminearum, F. proliferatum
i F. verticilioides, u potpunosti spre¢avajuci njihov rast, §to ukazuje na veliki potencijal
njihove upotrebe u vidu prevlaka, odnosno malc¢eva na poljoprivrednim povrSinama.

Metodom rasprsivanja filmogenih rastvora na bazi alginata i EF Bacillus sp. PPM3, kao i
umrezivaca (soli bakar sulfata), direktno na povrSinu zemljista, dobijaju se funkcionalne
prevlake, odnosno malcéevi adekvatnih prijanjajuéih svojstava i postojanosti tokom 21 dana,
koje ispoljavaju pozitivan uticaj na rast biljke mungo pasulja.

Funkcionalizovani malcevi na bazi alginata stimuliSu rast biljke, a zahvaljuju¢i antifungalnom
svojstvu EF Bacillus sp. PPM3 i bakarnih jona, primenu mogu naci i u spreavanju razvoja
infekcija kod gajenih biljaka izazvanih plesnima. Pored primene u stimulaciji rasta biljke i
biokontroli, ovi filmovi odnosno prevlake, primenu bi mogli na¢i 1 kod biljaka gajenih na
zemljiStu koje odlikuje nedostatak bakra.
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PRILOG 1

MOLEKULARNA IDENTIFIKACIJA | KARAKTERIZACIJA MORSKOG IZOLATA PPM3

Bacillus sp. PPM3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank: KP715855.1
GenBank Graphics PopSet

>KP715855.1 Bacillus sp. PPM3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
GATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTG
CTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCG
GGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTAC
CACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTA
GCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCG
TAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGA
AAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGG
GCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATT
GGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
GTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGA
GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGC
CCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCA
GGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCAT
GGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTT
GCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
ATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGC
GAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
ACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTTGGEG
GCAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA

Slika P-1.1. Prikaz nukleotidne sekvence 16S rRNK gena (1502 bazna para, FASTA format)
deponovane u GenBank bazu podataka pod pristupnim brojem KP715855
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KP715855.1?report=GenBank)
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Bacillus firmicutes 100

- unclassified Bacillus firmicutes
. Bacillus sp. PPM3 firmicutes 2774
. Bacillus sp. HNA3 firmicutes 2761

Bacillus sp. PPM3 hits
Bacillus sp. HNA3 hits
Bacillus sp. LUNF1 hits
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Bacillus sp. ZY-1-1 hits
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Bacillus subtilis hits ¥

Slika P-1.2. Prikaz poklapanja deponovane sekvence 16S rRNK sa prvih 100 sekvenci iz GenBank
baze podataka sa NCBI servera
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KP715855.1?report=GenBank)

. Bacillus sp. LUNF1 firmicutes 2761

. Bacillus sp. AM1(2019) firmicutes 2761

. Bacillus sp. ZY-1-1 firmicutes 2761

. Bacillus velezensis firmicutes 2761

. Bacillus amyloliquefaciens firmicutes 2761

. Bacillus velezensis FZB42 firmicutes 2761

o e R e e s e

- Bacillus subtilis firmicutes 2761
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FASTA ~

Bacillus sp. PPM3 DNA gyrase subunit A (gyrA) gene, partial cds

GenBank: MF592262 1
GenBank Graphics

>MF592262.1 Bacillus sp. PPM3 DNA gyrase subunit A (gyrA) gene, partial cds
GAGCGCCAGCAGGTTGATTCCGAAAGACGTCTGCAGGGCCGTTTGTTTGTACAGGTTATTCAAAATGACG
TGAGCATTGGCGTCACGGCGGATCTCAATGACGATTCTCATTCCGTTACGGTCGGATTCGTCTCGCAGAT
CGGTAATTCCTTCGATTTTTTTGTCCCGGACAAGATCCGCGATTTTTTCAATTAATCTCGCTTTGTTCAC
CTGATAAGGAAGTTCCGTGACAATAATTCTTTCTTTTCCCGATGAAGTCTCTTCGATTTCAGCCTTAGCC
CGGATCGTGATTGATCCCCGTCCGGATTCATATGCCTTGCGGATGCCGCTCCGGCCCARAATCTGACCTG
CAGTCGGAAAATCCGGGCCCGGGATGTACTCCATCAGCTCCTGGTTTGTAATCTCAGGATTCTCACTTAC
GGCAAGCACGCCTTCAATGACTTCCCCAAGCTGATGCGGGGGAATGTTTGTCGCCATTCCGACCGCAATA
CCGGCAGCCCCGTTTACGAGCAGATTCGGAAATCTCGAAGGCATGACGGCAGGCTCTCTTTCTGAACCGT
CATAGTTATCTTGATAGTCAATCGTGTCTTT

Slika P-1.3. Prikaz nukleotidne sekvence gyrA gena (591 bazni par, FASTA format) deponovane u
GenBank bazu podataka pod pristupnim brojem MF592262.1
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF592262.1?report=GenBank)

FUNKCIONALIZOVANI FILMOVI NA BAZI POLISAHARIDA 1Z MORSKIH ALGI
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Slika P-1.4. FT-IR spektar mineralnog precipitata bakar-karbonata (Cu-C)
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