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Fraktalni rast soja
Pseudomonas sp. na
podlogama sa razli~itim
koncentracijama glukoze i
prostornim rasporedima
kolonija

Ispitivan je rast soja Pseudomonas sp. u uslovima

gladovanja. Soj je kultivisan na ~vrstim hranljivim

podlogama u prisustvu razli~itih koncentracija glu-

koze kao jedinog nutrijenta, kao i u prisustvu jedne,

odnosno dve susedne kolonije. Da bi se kvantifiko-

vala razu|enost kolonija pra}ena je promena nji-

hove fraktalne dimenzije tokom vremena. Prisustvo

susednih kolonija je znatno uticalo na formiranje

fraktalnog morfotipa. Njihov uticaj je bio izra`eniji u

ekstremnijim uslovima gladovanja, gde je sa pove-

}anjem broja inokulisanih kolonija rasla njihova ra-

zu|enost. Kolonije razli~itih prostornih rasporeda su

za pribli`no iste vrednosti fraktalne dimenzije zau-

zele razli~itu povr{inu. Tako je u postavci sa jednom

kolonijom do{lo do osvajanja najve}e povr{ine, a u

postavci sa ve}im brojem kolonija osvojena povr{ina

je manja. Pove}anje koncentracije glukoze je dovelo

do pove}anja fraktalne dimenzije kolonija, kao i do

pove}anja njihove povr{ine.

Uvod

Bakterije na povr{ini ~vrste hranljive podloge fo-
rmiraju agregacije }elija – bakterijske kolonije (Jem-
cev i \uki} 2000). Deobom }elija kolonija raste i
dobija odre|eni oblik koji zavisi od faktora sredine u
kojima se kolonija razvija. Jedan od zna~ajnih faktora
je koncentracija nutrijenata u podlozi. U uslovima
dobre snabdevenosti nutrijentima rast kolonije omo-
gu}en je u svim pravcima, pa ona dobija kru`an oblik
(Kievit 2009). U uslovima gladovanja rast kolonije je

ograni~en samo na one pravce u kojima ima dostup-
nih nutrijenata, {to dovodi do intenzivnijeg rasta po-
jedinih delova kolonije i formiranja ispup~enja na
njoj. Dalji rast kolonije odvija se grananjem ovih
ispup~enja na nova, gde je svako ispup~enje sli~nog
oblika kao kolonija u celini (Ben-Jacob 1993). Ova-
kav oblik kolonije ima izgled fraktala, geometrijske
strukture ~iji su delovi u odre|enoj meri umanjene
kopije celine. Za kvantifikovanje razu|enosti kolonije
mo`e se koristiti fraktalna dimenzija. Ona opisuje u
kojoj meri odre|en fraktalni oblik ispunjava prostor u
kome se nalazi (Fereydoon i Viscek 1991).

Pore|enjem fraktalnih dimenzija bakterijskih
kolonija koje su kultivisane u razli~itim uslovima
sredine mo`e se ispitati kako ti uslovi uti~u na formi-
ranje fraktalnog morfotipa kod nekog bakterijskog
soja (Ben-Jacob 1993). Uslovi sredine koji bi mogli
uticati na formiranje i razu|enost fraktalnog morfo-
tipa su koncentracija nutrijenata u podlozi, kao i
prisustvom drugih kolonija u okolini, po{to susedne
kolonije me|usobno interaguju u kompeticiji za pro-
stor i nutrijente (Ben-Jacob et al. 1994).

U na{em stra`ivanju fraktalni rast soja Pseudo-

monas sp. razmatran je pra}enjem vremenske pro-
mene fraktalne dimenzije i povr{ine kolonija ovog
soja. Na ovaj na~in je ispitano kako koncentracije
glukoze u podlozi, kao i prisustvo susednih kolonija,
uti~u na grananje i razu|enost morfotipa. Pretpo-
stavljeno je da }e u ekstremnijim uslovima glado-
vanja patern kolonije biti razu|eniji, kao i da }e
prisustvo susednih kolonija, usled bakterijske kom-
peticije za prostor i hranu, dovesti do razvija paterna
ve}e razu|enosti.
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Materijal i metode

Fraktalni rast soja Pseudomonas sp. pra}en je
njegovom kultivacijom na ~vrstoj hranljivoj podlozi
koja je sadr`ala glukozu kao jedini izvor energije.
Formirana su tri prostorna rasporeda kolonija (slika
1) i za svaki raspored ispitane su tri razli~ite konce-
ntracije glukoze u podlozi (1, 2 i 4 mg/mL). Na
osnovu fotografija kolonija na~injenih u razli~itim
trenucima vremena odre|ene su fraktalne dimenzija
kolonija i njihove povr{ine. Na ovaj na~in pra}eno je
kako koncentracija glukoze i prisustvo suseda uti~u
na rast i razu|enost kolonija.

Kultivacija bakterijskog soja. U istra`ivanju je
kori{}en soj Pseudomonas sp. iz kolekcije Poljopri-
vrednog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Sposob-
nost soja da produkuje biosurfaktante ispitana je
Drop collapse testom (Kon~arevi} 2009). Suspenzija
kori{}ena za ovaj test dobijena je inkubacijom soja
na 37°C (24 h) u te~noj podlozi koja je kao jedini
zvor ugljenika sadr`ala glukozu (20 g glukoze, 0.7 g
KH2PO4, 2 g Na2HPO4, 0.4 g MgSO4�7H2O, 0.01 g
CaCl2�2H2O, 0.001 g FeSO4�7H2O, 1 g NH4NO3 u
1000 mL destilovane H2O; Kon~arevi} 2009).

Za ispitivanje fraktalnog rasta vr{ena je kultiva-
cija na slede}oj mineralnoj podlozi: 6 g Na2HPO4, 3
g KH2PO4, 0.5 g NaCl, 1 g NH4Cl, 1 mL MgSO4, 1
mL CaCl2, 15 g agra u 1000 mL destilovane H2O
(Kne`evi}-Vuk~evi} i Simi} 2009) kojoj je dodavano
1 mg/mL, 2 mg/mL i 4 mg/mL glukoze kao jedinog
izvora ugljenika. Kultivacija je vr{ena na ~vrstoj hra-
nljivoj podlozi debljine 5 mm u Petrijevim kutijama
dijametra 9 cm. Kao izvor inokuluma kori{}ena je

prekono}na kultura inkubirana na 37°C (Kne`evi}-
Vuk~evi} i Simi} 2009). Zasejavanje bakterija vr{eno
je inokulacionom iglom, pri ~emu su formirani pro-
storni rasporedi sa jednom, dve ili tri kolonije (slika
1). Nakon zasejavanja kolonije su inkubirane na so-
bnoj temperaturi (25±2°C) narednih 624 h.

Pra}enje fraktalnog rasta. Petri kutije sa koloni-
jama fotografisane su nakon 24, 48, 72, 96, 144, 240,
624 ~asa. Fotografije su snimane na crnoj pozadini.
Snimci su obra|ivani u programu GIMP 2.6 (Kimball
i Mattis 1997). Pri obradi fotografija kori{}eni su
slede}i parametri: desaturation (lightness), contrast
(+15), sharpen (+24), unsharp mask (0.5; 0.5; 0), NL
filter (0.62; 0.60), treshold (2; 255). Fotografije su
svedene na rezoluciju od 512�512 piksela sa centrom
u mestu zasejavanja kolonije. Na ovako obra|enim
fotografijama bakterijske kolonije su predstavljene
crnom bojom na beloj pozadini (slika 2).

Dobijenim paternima odre|ivana je fraktalna di-
menzija, pri ~emu je kori{}ena box counting aproksi-
mcija (DBC), ra~unata po formuli (Obert 2009):

DBC = lim (� � 0) (log N(�) / log �)

gde je � du`ina stranice kvadrata, a N broj kvadrata
stranice � koje kolonija zauzima. Izra~unavanja su
ra|ena programu Fractalyse 2.4 (Vuidel et al. 2006).
U istom programu odre|en je i koeficijent korelacije
funkcije zavisnosti N(�) sa funkcijom fraktalnog
zakona N

D� � BC , kao mera usagla{enosti paterna
kolonije sa fraktalnim zakonom. Za odre|ivanje
povr{ine kolonija kori{}en je program ImageJ 1.44p
(Rasband 2011).

Slika 1. Prostorni raspored sa jednom (A), dve (B) i tri
(C) kolonije; rastojanje izme|u kolonija je po 1 cm.

Figure 1. Spatial distribution with one (A), two (B) and
three (C) colonies; distance between the colonies
is 1 cm.

Slika 2. Fotografija kolonije Pseudomonas sp. pre i
nakon obrade.

Figure 2. Rough and processed photographs of
Pseudomonas sp. colony



Rezultati i diskusija

Promena oblika kolonije sa vremenom prikazana
je na slici 3, gde je uo~ljiv razvoj fraktalnog morfo-
tipa po Communicating Walkers modelu (Ben-Jacob
et al. 1998; Shapiro 1998). Shodno ovom modelu u
prvih 48-96 h inkubacionog perioda sve }elije u kolo-
niji su bile dovoljno snabdevene nutrijentima i svaka
je imala sposobnost deobe. U ovakvim uslovima kre-
tanje }elija se odvijalo nasumi~no, verovatno}a rasta

kolonije bila je ista u svim pravcima, pa je stoga ko-
lonija kru`nog oblika (Fereydoon i Viscek 1991;
Ben-Jacob et al. 1998). Nakon 96 h inkubacije dolazi
do potro{nje glukoze u centru kolonije i javlja se
razlika u njenoj koncentraciji izme|u perifernog i
centralnog dela. Stoga u ovom periodu kolonija raste
samo svojim perifernim delom. Usled daljeg sni`enja
koncentracije glukoze, verovatno}a rasta se dodatno
su`ava samo na najisturenije }elije kolonije. Ove }e-
lije iskori{}avaju najvi{e nutrijenata, imaju najve}u
stopu deoba i na koloniji formiraju ispup~enja, koja
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Slika 3.
Razvoj kolonija pri razli~itim
koncentracijama glukoze; A je
prostorni raspored sa jednom,
B je sa dve, a C je raspored sa
tri kolonije

Figure 3.
Colony development with
different glucose
concentrations; A is the spatial
distribution with one, B is with
two and C is with three
colonies
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su vidljiva nakon 144 h inkubacije. Nakon 240 h in-
kubacije dolazi do grananja ovih ispup~enja i kolo-
nija dobija izgled fraktala.

Smer grananja kolonija odre|en je i prisustvom
drugih kolonija (slika 4). U prostoru izme|u kolonija
do{lo je do inhibicije njihovog grananja. To mo`e biti
posledica nedostatka nutrijenata u ovom prostoru, ali
i posledica interakcije bakterijskih }elija iz dve suse-
dne kolonije, kao {to je opisano i u nekim pretho-
dnim istra`ivanjima (Shapiro 1998).

U na{em istra`ivanju uo~ljive su i dve biohemi-
jske karakteristike soja Pseudomonas sp: sposobnost
sinteze biosurfaktanata i pokretljivost. Sinteza bio-
surfaktanata pokazana je Drop Collapse testom, dok
se pokretljivost }elija ispoljila izdvajanjem manjih
zasebnih kolonija oko centralne (slika 5). Ove kara-
kteristike bile su neophodne za formiranje fraktalnog
morfotipa kod prethodno ispitivanih pripadnika roda
Pseudomonas (Takahashi et al. 2008), pa pretpo-
stavljamo da su i u na{em slu~aju bile preduslov za
formiranje fraktalnog morfotipa.

Grafikonima na slici 6 prikazana je zavisnost
fraktalne dimenzije kolonija od njihovog prostornog
rasporeda. U postavci sa najni`om koncentracijom
glukoze (slika 6A) sa pove}anjem broja inokulisanih
kolonija opada njihova DBC, odnosno oblik kolonije
je razu|eniji. Tako najmanju DBC ima prostorni
raspored sa tri (slika 1C), a najve}u prostorni raspo-
red sa jednom kolonijom (slika 1A). Ovakav odnos
fraktalnih dimenzija javlja se nakon 72 h inkubacije, i
nepromenjen do kraja eksperimenta. Na slici 3 uo-
~ljivo je da nakon 72 h po~inje i formiranje ispup-
~enja na periferiji kolonija, dok u periodu od 24 do
48 h kolonije rastu kru`no, sve su sli~nog oblika, pa

nema razlika u njihovim fraktalnim dimenzijama.
Odnos fraktalnih dimenzija kolonija razli~itih prosto-
rnih rasporeda na podlozi sa 2 mg/mL glukoze pri-
kazan je na slici 6B. I u ovoj postavci sa pove}anjem
broja zasejanih kolonija opada njihova fraktalna di-
menzija, odnosno pove}ava se razu|enost. Stanje u
kojem najmanju fraktalnu dimenziju ima raspored sa
tri, a najve}u sa jednom kolonijom uspostavlja se na-
kon 144 h inkubacije, odnosno kasnije nego na pod-
lozi sa 1 mg/mL glukoze. U postavci sa najvi{om
koncentracijom glukoze (slika 6C) stanje u kojem
prostorni raspored sa ve}im brojem kolonija ima
manju fraktalnu dimenziju uspostavlja se najkasnije,
nakon 240 h inkubacije. Ovakvo stanje se ne odr`ava
do kraja eksperimenta, jer u slu~aju prostornih raspo-
reda sa jednom i dve kolonije fraktalne dimenzije
te`e izjedna~avanju. Dakle, u ekstremnijim uslovima
gladovanja izra`eniji je uticaj prostornog rasporeda
kolonija na njihovu razu|enost, dok se u uslovima
bogatijim nutrijentima fraktalne dimenzije kolonija
ujedna~enije.

Na slici 7 dat je uticaj koncentracije glukoze na
fraktalnu dimenziju kolonija iz razli~itih prostornih
rasporeda. Kod prostornog rasporeda sa jednom ko-
lonijom (slika 7 A) najve}a DBC uo~ava se u postavci
sa 2 mg/mL glukoze. U uslovima sa dve i tri kolonije

Slika 4. Inhibicija grananja u prostoru izme|u kolonija

Figure 4. Branching inhibition in the space between
colonies

Slika 5. Izdvajanje manjih kolonija usled pokretljivosti
}elija

Figure 5. Development of smaller colonies induced by
cell motility



(slika 7B i 7C) ve}u razu|enost imaju kolonije kulti-
visane u ekstremnijim uslovima gladovanja, odnosno
u uslovima ni`ih koncentracije glukoze. Sledi da u
uslovima sa ve}im brojem kolonija ekstremniji uslovi
gladovanja dovode do ve}e razu|enosti. Na kraju
inkubacionog preioda do{lo je do izjedna~avanja

DBC kolonija kultivisanih pri 1 i 2 mg/mL glukoze u
postavci sa dve (slika 7 B) i tri kolonije (slika 7 C).

Na slici 8 prikazana je veza izme|u fraktalne di-
menzije i povr{ine kolonije. U postavci sa jednom
kolonijom (slika 8A) pove}anjem koncentracije
glukoze sa 1 na 2 mg/mL dolazi do pove}anja po-
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Slika 6.
Uticaj prostornog rasporeda
kolonija na fraktalnu
dimenziju u uslovima sa 1
mg/mL (A), 2 mg/mL (B) i
4 mg/mL (C) glukoze

Figure 6.
Effect of colonies spatial
distribution on fractal
dimension in conditions
with 1 mg/mL (A), 2 mg/
mL (B) and 4 mg/mL (C)
of glucose
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vr{ine. Ovo pove}anje u povr{ini izra`eno je tek na-
kon inkubacionog perioda od 144 h, kada zapo~inje
grananje kolonije (slika 3). Sa daljim pove}anjem
koncentracije glukoze na 4 mg/mL, zbog pove}anja
koli~ine dostupnih nutrijenata, o~ekivao bi se i porast
povr{ine kolonije. No u uslovima sa ve}om koncen-

tracijom glukoze povr{ina kolonije je manja a oblik
razu|eniji. U postavci sa dve i tri kolonije (slika 8B i
8C) ova pojava nije izra`ena i povr{ina opada sa kon-
centracijom glukoze.

Pri pribli`no istoj vrednosti fraktalne dimenzije,
kolonije osvajaju razli~itu povr{inu u zavisnosti od

Slika 7.
Uticaj koncentracije
glukoze na fraktalnu
dimenziju u prostornom
rasporedu sa jednom (A),
dve (B) i tri (C) kolonije

Figure 7.
Effect of glucose
concentration on fractal
dimension in conditions
with one (A), two (B) or
three (C) colonies
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Slika 8.
Fraktalna dimenzija
kolonije u funkciji od
povr{ine za prostorni
raspored sa jednom (A),
dve (B) i tri (C) kolonije

Figure 8.
Fractal dimension in
function of colony area
for spatial distributions
with one (A), two (B) and
three (C) colonies
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prostornog rasporeda. Tako se u uslovima sa jednom
kolonijom osvaja najve}a povr{ina, dok je u uslovima
sa dve i tri kolonije oblik ne{to razu|eniji i povr{ina
kolonije manja. Sledi da je pri ovim prostornim ras-
poredima do{lo do grananja kolonije i pove}avanja
slo`enosti oblika bez pove}avanja povr{ine.

Zaklju~ak

U ovom istra`ivanju ispitivan je rast soja Pseudo-

monas sp. u uslovima gladovanja, gde je pra}ena pro-
mena oblika kolonije se vremenom. Promena oblika
odvijala se po Communicating Walkers modelu
(Ben-Jacob et al. 1998; Shapiro 1998), gde je sa crp-
ljenjem nutrijenata u podlozi dolazilo do cepanja
kolonije i promene razu|enosti njenog oblika. Ova
razu|enost kvantifikovana je ra~unanjem fraktalnih
dimenzija kolonija kultivisanih u uslovima sa razli-
~itim koncentracijama glukoze i sa razli~itim brojem
susednih kolonija.

Sa pove}anjem broja inokulisanih kolonija opa-
dala je njihova fraktalna dimenzija, odnosno patern je
bio razu|eniji. Na podlogama sa ni`om koncentraci-
jom glukoze uticaj broja kolonija kolonija na njihovu
razu|enost bio je izra`eniji. Tako|e, sa smanjenjem
koncentracije glukoze razu|enost paterna je bila
ve}a, {to se ispoljilo pri postavkama sa dve i tri ko-
lonije.

Povr{ina koju kolonije osvajaju pri pribli`no is-
tim vrednostima fraktalne dimenzije zavisi od broja
kolonija. U uslovima sa jednom kolonijom najve}a
povr{ina je pra}ena najmanjom razu|eno{}u, dok je u
uslovima sa dve i tri kolonije razu|enost bila ve}a i
osvojena povr{ina manja.
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Iva Atanaskovi} and Marjan Bio~anin

Fractal Growth of Pseudomonas sp.
Strain on Minimal Media with
Different Glucose Concentrations and
Different Spatial Distribution of
Colonies

Pseudomonas sp. strain showed fractal growth
during starvation conditions. Fractal dimension was
used for quantifying roughness of these shapes. Also,
it was surveyed how different glucose concentrations
and different spatial distributions affect pattern for-
mation. Influence of nearby colonies on fractal mor-
photype in more extreme starving conditions was
shown. It was also shown that in these conditions in-
reased spatial distribution was followed by increased
colony roughness. Therefore, in the experimental
setup with one colony, larger nutrient media surface
was populated by bacteria. But in the experimental
setup with more colonies nutrient media surface pop-
ulated by bacteria was smaller, although roughness
was increased. Increased glucose concentrations led
to decreased colonial fractal dimensions, but on the
other side increased colonial surface was shown.
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