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BAKTERIJE STIMULATORI BILINOG RASTA KAO POTENCIJAL U
EKOREMEDIJACIJI OSTECENIH ZEMLJISTA

REZIME

Savremena poljoprivredna proizvodnja se zasniva na primeni mineralnih dubriva
i hemijskih sredstava za zaStitu bilja. Pored toga $to ove mere znacajno poskupljuju
proizvodnju i smanjuju kvalitet proizvoda, one uzrokuju i ¢itav niz negativnih posledica
po zivotnu sredinu i zdravlje ljudi. Porastom svesti o opasnostima koje sa sobom nosi
konvencionalna poljoprivreda, raslo je i interesovanje za alternativna reSenja kojima bi
proizvodnja hrane bila pomerena u smeru odrzivosti. Jedan od nacina da se redukuje
zavisnost od hemijskih sredstava u poljoprivredi je upotreba bakterija stimulatora
biljnog rasta (Plant growth promoting bacteria, PGPB).

Zemljisni mikroorganizmi koji ¢ine ovu grupu imaju sposobnost da pomocu
razli¢itih mehanizama stimuliSu rast biljaka, povecaju produkciju biomase i prinosa.
Ovakvi efekti su uoceni 1 istrazivani duzi niz godina, Sto je dovelo do porasta primene
bakterijskih inokulata u poljoprivrednoj proizvodnji. Rezultati postignuti primenom
bakterija stimulatora biljnog rasta u proizvodnji hrane doveli su do porasta interesovanja
za njihovu primenu i u Sumarstvu, hortikulturi, remedijaciji i rekultivaciji.

Cilj ovog istrazivanja je bila izolacija i karakterizacija PGP sojeva koji imaju
sposobnost da stimulisu rast biljaka gajenih u siromasnim zemlji$tima i zemljiStima
opterecenim visokim sadrZzajem organskih zagadivafa. Stimulacijom rasta biljaka u
devastiranim, zagadenim podru¢jima ove bakterije ubrzavaju procese njihovog
oporavka, revegetacije 1 ukljucivanja u Siri ekosistem.

Mikroorganizmi su izolovani iz poljoprivrednog, Sumskog zemljista i dva tipa
deposola. Ispitivano poljoprivredno zemljiste (Kisa¢, Republika Srbija) je hamenjeno
organskoj proizvodnji, dok je Sumsko zemljiste (Nova Varo$, Republika Srbija)
uzorkovano u oblasti koja pripada prvoj zoni zastite. Deposol uzorkovan iz urbane
sredine (Tivat, Republika Crna Gora) se odlikovao prisustvom organskih zagadivaca
(PAH, PCB, organokalajna jedinjenja). Deposol iz RB Kolubara (Lazarevac, Republika
Srbija) je nastao kao posledica rudarske aktivnosti i prekriva velike povr§ine namenjene

za rekultivaciju.



Iz uzoraka su izolovani predstavnici roda Bacillus sp., koji je jedan od
najznacajnijih PGPB rodova. Takode je izolovano i nekoliko predstavnika diazotrofa.
Nakon dobijanja ¢istih kultura izvrSena je karakterizacija dobijenih izolata u odnosu na
ispoljavanje glavnih PGP mehanizama (produkcija amonijaka, auksina, ACC
deaminaze, siderofora i solubilizacija fosfata). Antagonisticki efekat izolata prema
biljnim patogenima je ispitan u konfrontacijskom testu sa Botrytis cinerea i Pythium
aphanidermatum. Takode je utvrdena i sposobnost izolata da kolonizuju povrS$inu
semena, korena i unutrasnjih tkiva korena. Sposobnost povrSinske i endofitne
kolonizacije se smatra klju¢nom za ispoljavanje PGP efekata u uslovima koji nisu
kontrolisani i u kojima na interakcije izmedu biljaka i bakterija utice veliki broj
(a)biotickih faktora.

Na osnovu ispoljenih direktnih i indirektnin PGP osobina i sposobnosti
povrsinske i endofitne kolonizacije korena odabrana su cetiri izolata (Z-1 ARV,
10_ARV, D5 ARV, Pl ARV). Molekularna identifikacija izolata je izvrSena
umnozavanjem i sekvencioniranjem sekvence gyr B gena. Poredenjem dobijenih
sekvenci sa sekvencama dostupnim u GenBank bazi podataka izolati su identifikovani
kao: Serratia liquefaciens, Ensifer adhaerens, Bacillus amyloliquefaciens i
Pseudomonas putida.

Nakon utvrdivanja PGP osobina odabranih izolata kroz biohemijske analize,
postavljen je niz in vivo ogleda. Testiran je uticaj pojedinacnih izolata i njihovog
mesanog inokuluma na rast slacice (Sinapis alba L.), pSenice (Triticum vulgare L.),
crvene deteline (Trifolium pretense L.) i suncokreta (Helianthus annuus L.) gajenih u
deposolu rudnika. Rezultati ovih testova su pokazali sposobnost izolata da povecaju
visinu biljaka, duzinu korena i biomasu biljaka nakon dvonedeljnog tretmana.

Uticaj pojedinacnih izolata i njihovog meSanog inokuluma na rast crvene
deteline (Trifolium pretense L.) pracen je u jo§ dva ogleda koja su trajala tri meseca.
Postavljeni su ogledi u deposolu iz rudnika i deposolu iz gradske sredine. Rezultati
dobijeni nakon tri meseca trajanja ogleda pokazuju da inokulacija biljaka gajenih u
deposolu rudnika nije statisticki znacajno uticala na poboljSanje njihovog rasta.
Inokulacija biljaka gajenih u deposolu kontaminiranom organskim zagadivadima je
znacajno stimulisala biljni rast. lzolat B. amyloliquefaciens D5 ARV je doveo do
povecanja ukupne biomase za 71%, a P. putida P1 ARV za 49%.



Uticaj PGPB na rast drvenastih vrsta je testiran na bagremu (Robinia
pseudoacacia L.), platanu (Platanus x acerifolia (Aiton) Willd.), belom boru (Pinus
sylvestris L.) i smr¢i (Picea abies L. Karst). Za ovaj ogled kori$¢en je meSani inokulum
odabranih izolata, a kao supstrat koris¢en je deposol iz rudnika. Nakon osam meseci
eksperimentalnog perioda, dobijeni rezultati pokazali su znacajnu stimulaciju rasta
platana (povecanje visine, pre¢nika vrata korena i ukupne biomase (82%) u odnosu na
neinokulisanu, negativnu kontrolu. Inokulacija sadnica bagrema je dovela do statisticki
znacajnog povecanja visine biljaka i biomase nadzemnog dela (20%), dok je efekat
inokulacije belog bora bio vidljiv kroz poveéanje biomase nadzemnog dela (30%) u
odnosu na kontrolne biljke. Inokulacija smrce nije dovela do stimulacije rasta sadnica.

Bakterijski sojevi izolovani i okarakterisani u okviru ove disertacije imaju
sposobnost da PGP osobine na osnovu kojih su odabrani ispolje i u ogledima sa
biljkama. Njihova uloga je naroCito znacajna za rast i razvié¢e biljaka u nepovoljnim
supstratima sa niskim sadrzajem organske materije, azota, fosfora i kalijuma (deposol iz
rudnika) i sa visokim sadrzajem organskih zagadivaca (deposol iz gradske sredine).
Stimulacijom rasta biljaka u ovakvim supstratima, odabrani sojevi su potvrdili svoj
ekoremedijacioni potencijal i opravdanost primene u cilju pospeSivanja rekultivacije

osiromasenih prostora i remedijacije zagadenih zemljista.

Klju¢ne re¢i: bakterije stimulatori biljnog rasta, produkcija auksina, siderofore,
solubilizacija  fosfata, Serratia liquefaciens, Ensifer adhaerens, Bacillus
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PLANT GROWTH PROMOTING BACTERIA AS APOTENTIAL IN
DEVASTATED SOILS ECOREMEDIATION

ABSTRACT

Modern agriculture is based on mineral fertilizers and use of synthetic chemicals
in plant protection. Such agricultural practice is expensive and lower down food quality,
and represent a major threat to environmental and human health. The tendency towards
more sustainable alternatives grew simultaneously with the awareness of conventional
agriculture negative impact. Plant growth promoting bacteria (PGPB) represent a
promising alternative to chemicals employed in agricultural practice.

Plant growth promoting bacteria are soil microorganisms that use numerous
mechanisms which stimulation of plant growth, biomass and yield production. The
effects of PGPB have been studied for a long period of time. The results obtained by
crop inoculation ensured application of PGPBs in agriculture. Nowadays, there is a
constant increase of the intrest for PGPB application in forestry, horticulture,
remediation and recultivation activities.

The aim of this thesis was to isolate and characterize PGP strains with the ability
to promote plant growth in nutrient-deficient and soils contaminated with organic
pollutants. The processes of devastated and contaminated land recovery are accelerated
by PGPB influences on plant growth.

Isolation was conducted from agricultural and forestry soil, and two types of
deposols in order to obtain ecologically and physiologically diverse populations of
microorganisms. Agricultural soil was sampled from the areas used for organic farming,
while forest soil was sampled from a protected area. Deposols sampled from urban zone
were contaminated with organic pollutants (PAH, PCB, organotins), while deposols
from coal-mine Kolubara cover huge areas scheduled for recultivation.

The members of Bacillus sp., as one of the most important PGPB roads, were
isolated from the samples. In addition, a few representatives of diazotrophs were
isolated. After isolation and purification the isolates were examined for the presence of
main PGP features (production of ammonia, auxines, ACC deaminase, siderophores and

solubilization of phosphates). Dual test with Botrytis cinerea and Pythium



aphanidermatum was used for screening antagonistic activities of obtained isolates. The
isolates were examined for the ability to colonize seed and root surface and root inner
tissues. This is one of the main characteristics that determine the PGPB effectiveness in
uncontrolled conditions, where plant-bacteria interactions modify a whole spectra of
(a)biotic factors.

Four isolates were chosen (Z-1 ARV, 10_ARV, D5 ARV, P1 ARV) based on the
presence of (in)direct PGP features, and the ability to colonize root surface and inner
tissues. Molecular identification was performed by multiplication and gyr B gene
sequencing. The obtained sequences were compared with sequences from GenBank
database. Isolates were identified as: Serratia liquefaciens, Ensifer adhaerens, Bacillus
amyloliquefaciens and Pseudomonas putida.

After screening for PGP features, in vivo experiments were performed, using
deposols as substrates. The first in vivo experiment tested the influence of single strains
and their consortia on early the growth of mustard (Sinapis alba L.), wheat (Triticum
vulgare L.), red clover (Trifolium pretense L.) and sunflower (Helianthus annuus L.).
The obtained results confirmed the beneficial effects of applied isolates on plant height,
root length and biomass production after two-weeks experiment.

The influence of single strain and their consortia on red clover growth (Trifolium
pretense L.) was examined through two additional experiments which lasted for three
months. The experiments were set up in deposols. After three months, inoculation
showed no stimulative influence on plants grown in deposols from the coal-mine. On
the other hand, the inoculation of red clover grown in deposols contaminated with
organic polutants significantly stimulated plant growth. Isolate B. amyloliquefaciens D5
ARV was the most efficient as evidenced by 71% higher biomass production, while
inoculation with P. putida P1 ARV caused 49% higher biomass production production
compared to control plants.

PGPB effects on woody plants were tested on Black locust (Robinia
pseudoacacia L.), London plane (Platanus x acerifolia (Aiton) Willd.), Scots pine
(Pinus sylvestris L.) and Norway spruce (Picea abies L. Karst). This experiment was set
up in coal-mine deposols and plants were inoculated with the consortia of selected
isolates. After an eight-month experimental period, results showed significant

stimulation of London plane growth; inoculation increased plant height, root collar



diameter and total biomass (82%) of London plane in comparison with negative control.
Black locust inoculation increased plant height and shoot biomass by 20%, while Scots
pine inoculation increased shoot biomass by 30% compared to control plants. No
significant PGPB effects on seedling growth of Norway spruce were observed.

Bacterial strains isolated and characterized in this dissertation manifested their PGP
characteristics both in laboratory and in vivo. Moreover, PGPBs stimulate plant growth
in unfavourable substrates with low organic matter, nitrogen, phosphorus, and
potassium content (coal-mine deposols) and with high organic contaminants content
(urban area deposols). Plant growth stimulation in such substrates confirmed
ecoremediation potential of selected strains and justify their application in devastated

land recultivation and contaminated soil remediation.

Key words: plant growth promoting bacteria, auxine production, siderophores,
phosphates solubilization, Serratia liquefaciens, Ensifer adhaerens, Bacillus

amyloliquefaciens, Pseudomonas putida, devastated ecosystems

Scientific field: Microbiology
Scientific discipline: Microbial ecology
UDK: 579.64:628.516(043.3)
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Bakterije stimulatori biljnog rasta kao potencijal u ekoremedijaciji ostecenih zemljista

1. UVOD

Primena mineralnih dubriva i hemijskih sredstava za zastitu bilja je sastavni deo
savremene poljoprivredne proizvodnje. Njihova upotreba obezbeduje adekvatne prinose
Sto je imperativ koji namece konstantan porast svetske populacije. Sa druge strane,
poljoprivredna proizvodnja je medu najve¢im zagadivaCima zivotne sredine, a jedan od
razloga je, upravo, primena hemijskih sredstava. Unos hemikalija uzrokuje citav niz
negativnih posledica po kvalitet proizvoda, zdravlje ljudi i zivotnu sredinu, u prvom
redu zemljiste 1 vodu.

Sa porastom svesti 0 neobnovljivosti i ograni¢enosti resursa kakvo je zemljiste i
opasnostima koje sa sobom nosi konvencionalna poljoprivreda, raslo je i interesovanje
za alternativna reSenja. Jedno od tih reSenja su bakterije stimulatori biljnog rasta (Plant
growth promoting bacteria, PGPB).

PGPB su grupa zemljis$nih bakterija, u najve¢em broju prisutnih u rizosferi, koje
poboljsavaju ishranu biljaka, reguliSu njihov hormonski status, poboljSavaju otpornost
na abioticke stresove 1 pomazu u odbrani protiv biljnih $teto¢ina 1 bolesti. Korisni efekti
ovih mikroorganizama eksploatiSu se ve¢ vise od 100 godina u poljoprivrednoj
proizvodnji. Porast ekoloSke svesti doveo je do toga da se u brojnim zemljama, kroz
zakonsku regulativu 1 finansijsku podrSku, podstic¢u proizvodaci koji uvode bioinokulate
u svoju proizvodnu praksu. Kao rezultat takve politike belezi se stalni rast vrednosti
trziSta bioinokulata. Dobri rezultati primene u poljoprivredi su preporuka PGPB i u
drugim sferama ljudske delatnosti, poput Sumarstva, hortikulture, bioremedijacije i
rekultivacije.

PGPB stimuliSu biljni rast pomocu velikog broja direktnih 1 indirektnih
mehanizama. Direktni mehanizmi omogucavaju bolju snabdevenost mikro i
makronutrijentima, dok produkcijom hormona i stimulacijom sinteze biljnih hormona
reguliSu procese u samoj biljci.

Termin “indirektni mehanizmi” obuhvata Sirok spektar PGPB delovanja kojima
se suzbijaju biljni patogeni. Naj¢es¢i indirektni mehanizmi su kompeticija za mesto u
odredenoj ekoloskoj nisi i produkcija antibiotika i drugih metabolita koji deluju na

patogene agense ili njihove liticke enzime.



Bakterije stimulatori biljnog rasta kao potencijal u ekoremedijaciji ostecenih zemljista

Rezultati navedenih mehanizama su povecanje klijavosti, stimulacija rasta,
razvoja i nodulacije korena, stimulacija rasta nadzemnog dela biljke, povecanje biomase
biljke, tezine semena i prinosa. Ovakvi efekti primene PGPB su od narocitog znacaja za
biljke gajene u siromaSnim zemljiStima, slabog mikrobnog diverziteta, kao i zemljistima
kontaminiranim organskim i neorganskim zagadiva¢ima. U takvim situacijama
inokulacija se ne odrazava stimulativno samo na rast biljke ve¢ pospeSuje 1 procese
fitoremedijacije 1 ozdravljenja zemljista.

Prednost upotrebe bioinokulata je u tome Sto, kao stalni stanovnici zemljista, ne
predstavljaju opasnost kakvu sa sobom nosi primena mineralnih dubriva i pesticida.
Takode, kao bitna prednost istiCe se ekonomski aspekt obzirom da primena
biofertilizatora ili biopesticida pojeftinjuje proizvodnju, ne zahtevaju¢i znacajna
ulaganja.

Medutim, na putu ka masovnijoj upotrebi PGPB u biljnoj proizvodnji stoje
brojna ograni¢enja. Efikasnost PGPB inokulata zavisi od velikog broja faktora poput
sposobnosti kolonizacije povrSine i unutra$njih tkiva korena biljaka, sposobnosti da se
izbore sa kompetitivnom autohtonom mikroflorom, od sastava korenskih eksudata, tipa
zemljista, vlaznosti, sadrzaja nutrijenata, koncentracije teskih metala, mikrobnog
diverziteta, interakcije biljke i bakterije, genotipa biljke itd. Danas se ova ograni¢enja
mogu prevazi¢i pazljivim odabirom sojeva, inokulacijom u kontrolisanim uslovima,
tehnoloSkim inovacijama baziranim na pronalaZenju odgovarajuceg nosaca i formulacije
bioinokulata.

Najveci broj istrazivanja PGPB je pratio uticaj na stimulaciju rasta ratarskih
kultura. Prosirenjem znanja o mehanizmima delovanja i efektima inokulacije, PGPB su
pocele da se primenjuju i u Sumarstvu, hortikulturi i bioremedijaciji. Istrazivanja u ovim

oblastima su oskudna i prestavljaju izazov za istrazivace.
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2.1. Zemljiste kao staniSte mikroorganizama

ZemljiSte predstavlja zivotnu sredinu u kojoj se mikroorganizmi snabdevaju
ugljenikom, vodom i energijom i gde razliite kombinacije fizickih, hemijskih i
bioti¢kih karakteristika odreduju i usmeravaju njihov rast i aktivnosti. Osnovna
karakteristika zemljista, kao staniSta mikroorganizama, je izuzetna heterogenost koja
omogucava raznovrsnost zivog sveta. Zemljiste predstavlja staniste sac¢injeno od velikog
broja mikrohabitata u kojima abioticki uslovi variraju na mikrometarskom nivou
(Garbeva et al., 2004). Agregati zemljisnih Cestica formiraju trodimenzionalnu mrezu
pora ispunjenu vazduhom i vodom. Prostor oivi¢en mikroagregatima naseljavaju
zemlji$ni mikroorganizmi aktivno ucestvujuéi u njihovom povezivanju u vece strukture
(Slika 1). Tako se osnovne Cestice stvorene spajanjem gline i humusa medusobno
povezuju razliitim  organskim  polimerima, glomalinom, ekstracelularnim
polisaharidima, hifama gljiva i korenjem biljaka (Hartel, 2004; Chenu i Cosentino,
2011).
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® Organska materija
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Slika 1. Zemljiste kao staniSte mikroorganizama na nivou mikroagregata (Oades, 1984)
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Mikroorganizmi u zemljistu su “nevidljiva veéina” koja ¢ini Vveliki deo
genetskog diverziteta. Procenjuje se da 1 g zemljista sadrzi do milijardu bakterijskih
¢elija, viSe desetina hiljada taksona i oko 200 m hifa gljiva (Roesch et al., 2007).
Ogroman “skriveni” diverzitet doprinosi ukupnoj zemljisnoj biomasi i usko je povezan
sa biodiverzitetom nadzemnih ekosistema (Fierer et al., 2009). Zemljisni
mikroorganizmi predstavljaju znatajan deo ukupne biomase na Zemlji sa 10°-10* kg ha
! (Fierer et al., 2007).

Diverzitet mikrobnih zajednica u zemljistu neophodan je za zdrav rast biljaka,
odvijanje geohemijskih ciklusa i, konac¢no, za zdravlje nase planete (Ort1'z-Castro et al.,
2009). Mikrobne zajednice u zemljistu su odgovorne za Stabilizaciju i transformaciju
zemljiSne organske materije, a samim tim za kvalitet i plodnost zemljista (Usman et al.,
2016). U Sumskim zemljisnim ekosistemima uloga mikroorganizama kao aktivnih
razlagaca organske materije doprinosi globalnom kruzenju ugljenika (Baldrian et al.,
2012). Ovo je od posebnog znacaja ako se zna da se samo u zemljistima Cetinarskih
Suma nalazi 20% ukupnog zemlji$nog organskog ugljenika (Tarnocai et al., 2009).

Medu zemljiSnim mikroorganizmima, najbrojnije su bakterije ¢ija se brojnost
kreée u opsegu od 10%-10° g™ (Vieira i Nahas, 2005). Bakterije naseljavaju unutrasnjost
zemljiSnih agregata, povrSinu mineralnih, organskih Cestica, biljne 1 Zivotinjske ostatke.
Kao akvati¢ni organizmi, zauzimaju delove koji su ispunjeni vodom ili prekriveni
vodenim filmovima (Vos et al., 2013). U mikroporama koje naseljavaju, bakterije su
zaStiCene od iznenadnih promena nivoa vlage i predatora, ali su, takode, suocene sa
ograni¢enim resursima (Ranjard i Richaume, 2001). Tip zemljista, tekstura, sadrzaj
organske materije, pH vrednost uti¢u na strukturu zajednice bakterija. Obi¢no ih u
glinovitim zemljiStima ima viSe, dok su peskovita zemljiSta manje pogodno staniSte za
bakterije (Hamarashid et al., 2010).

Zahvaljujuéi velikom funkcionalnom biodiverzitetu zemlji$ni mikroorganizmi
(Quince et al., 2008) su integralan deo svih procesa koji se deSavaju u zemljistu
(Hartmann et al., 2015). Ucestvuju u pedogenezi i agregaciji Cestica, a mikrobioloske
zajednice se mogu smatrati glavnim arhitektama zemljista (Rajendhran i Gunasekaran,
2008). Tokom formiranja zemljisSta mikrobne populacije su odgovorne za bioloSke
transformacije i formiranje stabilnih i labilnih rezervoara ugljenika, azota i drugih

nutrijenata, Sto olakSava kasnije zasnivanje biljnih zajednica (Schulz et al., 2013).
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Takode, upravljanje nutrijentima kroz odrzivo kori$¢enje mikrobnih resursa zemljista
predstavlja preduslov za uspes$nu poljoprivrednu proizvodnju (Kiflu i Beyene, 2013).
Identifikacija 1 kvantifikacija zemljiSnih mikroorganizama moze biti jedan od nacina
odredivanja statusa zemljiSnih nutrijenata (Zhang et al., 2002), $§to moze pomoci
njihovom odrzavanju i poboljsanju produktivnosti useva (Asadu et al., 2015).

Sagledavanje pravog stanja mikrobnog diverziteta je znafajno sa stanoviSta
utvrdivanja veze izmedu raznovrsnosti zajednice, njene strukture i funkcije u
ekosistemu. Takode, razumevanje strukture i funkcije zemljisnih mikrobnih zajednica je
kljuéno za predvidanje odgovora ekosistema na promene uslova Zzivotne sredine u
buduénosti (Baldrian et al., 2012). Zahvaljujuéi razvoju molekularnih metoda, danas
znamo da se sva znanja 0 mikroorganizmima baziraju na malom delu njihovog ukupnog
diverziteta. Procenjuje se da standardna laboratorijska praksa omogucéava gajenje samo
1% bakterija koje naseljavaju zemljiste (Glick, 2012). lako postoji veliki broj metoda
koje se koriste za prouc¢avanje mikroorganizama, nemoguénost preslikavanja klju¢nih
aspekata iz zivotne sredine je osnovna prepreka za uspe$no gajenje u labratorijskim
uslovima (Stewart, 2012).

Biodiverzitet u zemljistu je znacajan faktor koji doprinosi zdravlju ljudi,
kvalitetu vazduha, vode i hrane. Losa praksa upravljanja zemljistem i promene zivotne
sredine na globalnom nivou, smanjuju biodiverzitet, a time i ugrozavaju ove prednosti.
Istrazivanja pokazuju da se biodiverzitet zemljista moze odrzavati i delimi¢no obnavljati
upravljanjem na odrZiv nac¢in. Promocija ekoloske sloZenosti i otpornosti zemljiSnog
biodiverziteta kroz unapredenje prakse upravljanja predstavlja nedovoljno iskoris¢en
resurs (Wall et al., 2015).

Antropogene aktivnosti, kao $to je intezivna poljoprivredna proizvodnja, uti¢u
na smanjenje diverziteta mikroorganizama, a time i ukupnog biodiverziteta (De Vries et
al.,, 2013). Smanjenje bioloske raznolikosti u zemlji§tu moze oslabiti brojne
ekosistemske funkcije, kao $to je ishrana biljaka i kruzenje elemenata. Visoki prinosi u
intenzivnoj poljoprivrednoj proizvodnji se postizu primenom mineralnih dubriva za ¢iju
proizvodnju se troSi ogromna koli¢ina energije (npr. industrija Haber-Bosch procesa
trosi 5% proizvodnje prirodnog gasa na svetu). Takode, intenzivna poljoprivredna
proizvodnja je zavisna od neobnovljivih rezervi minerala fosfora. Medutim, ogromna

koli¢ina nutrijenata ostaje neiskoriS¢ena, ispira se 1 doprinosi zagadenju vodenih
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ekosistema. Uprkos visokim ulaganjima intezivna poljoprivredna proizvodnja nije u
mogucénosti da poboljsa prinos nekoliko glavnih useva (kukuruz, pSenica, pirinac) ve¢ je
konstatovana njihova stagnacija sirom sveta (Moore i Lobell, 2015; Li et al., 2016).
Konvencionalna biljna proizvodnja nosi sa sobom opasnosti od ispiranja nitrata i
fosfata u povrSinske i podzemne vode, kontaminacije zemljista teSkim metalima
(Wuana i Okieimen, 2011). Uticaj agrotehnickih mera na aktivnost i biodiverzitet
mikroorganizama je razli¢it. Nacin obrade zemljiSta direktno uti¢e na stanje mikrobnih
populacija (Hartmann et al., 2015) dovode¢i do smanjenja diverziteta pri intenzivnoj
obradi (Silva et al., 2013). Sa druge strane, primena plodoreda, organskih dubriva i
zaoravanje zetvenih ostataka povecava mikrobiolosku aktivnost (Habig i Swanepoel,
2015). Neki pesticidi mogu stimulisati rast mikroorganizama, dok drugi imaju
depresivne efekte ili nemaju efekta. Tako npr. karbofuran stimulise brojnost roda
Azospirillum sp. u poplavljenim i nepoplavljenim zemljistima, butahlor smanjuje
populaciju roda Azospirillum, a primena diurona i hlorprofama ne uti¢e na brojnost
ovog roda u zemljistu (Lo, 2010). Pesticidi i njihovi metaboliti izazivaju sve veéu
zabrinutost zbog potencijalnog Stetnog uticaja na zivotnu sredinu, Zivotinjski svet i
zdravlje ljudi. Pesticidi koji se primenjuju u savremenoj poljoprivrednoj proizvodnji su
uzrok loseg kvalitete vode i zivotne sredine u nekim zemljama EU (European
Parliament EU, 2010). Vecina pesticida se razlaze zahvaljuju¢i mikrobnim zajednicama
u zemljistu za koje pesticidi predstavljaju izvore ugljenika i energije. Zemljisni
mikroorganizmi ucestvuju u procesima Koji su kljuéni za dugoro¢nu odrzivost
agroekosistema (Nannipieri et al., 2003). Sve ovo ukazuje da savremena poljoprivredna
proizvodnja mora traziti reSenja u boljem iskori§¢avanju biljno-mikrobnih interakcija u
ishrani biljaka ali i borbi protiv Stetocina i bolesti (Garnett i Godfray, 2012).
Akumulacija teSkih metala u zemljiStu je toksi¢na za mikroorganizme i uti¢e na
smanjenje njihove aktivnosti (Ali i Vidhale, 2013). Ipak, dugoro¢no izlaganje ovim i
drugim zagadiva¢ima moze dovesti do povecanja broja rezistentnih mikroorganizama
(Ceylan i Ugur, 2012). Sutton et al. (2013) su zabelezili da kontaminacija dizel gorivom
znafajno menja sastav i smanjuje diverzitet mikrobnih zajednica u odnosu na
nekontaminirano zemljiste. Suprotno ovim rezultatima, Peng et al. (2015) su zabelezili
povecanje diverziteta mikrobnih zajednica u zemljiStu kontaminiranom sirovom naftom.

Mukherjee et al. (2014) su utvrdili da kontaminacija PAH-ovima uti¢e na redukciju
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mikrobnog diverziteta ali i na povecanje njihove aktivnosti. Ova pojava ukazuje na
sposobnost odredenih grupa autohtonih mikroorganizama da organske zagadivace
ukljuce u svoje metabolicke procese kao izvore ugljenika.

Zagadenje zivotne sredine, ubrzana erozija zemljista, kao i spiranje mineralnih
dubriva i pesticida u povrsinske 1 podzemne vode, kao i nepravilan tretman otpada
predstavljaju ozbiljan ekoloski i socijalni problem u celom svetu. Pokazalo se da
reSavanje ovih problema hemijskim i fizickim metodama ne daje zadovoljavajuce
rezultate bez primene mikrobioloskih metoda i tehnologija (Singh et al., 2011).

Povrsine namenjene rudarstvu odlikuje potpuna destrukcija prirodnih
ekosistema, ukljanjanje vegetacije, plodnih slojeva zemljista, njihovo trajno zatrpavanje,
acidifikacija zemljista, erozija, zagadenje vazduha i voda (Raki¢ et al., 2011).
Uklanjanjem zemljista ukanjaju se i zajednice mikroorganizama koje ga naseljavaju.
Usled nedostatka ili niskog sadrZzaja organske materije na ovim prostorima uslovi za rast
mikroorganizama su veoma nepovoljni (Singh i Singh, 2006), a cesto izostaje bilo
kakva bioloska aktivnost. Nakon eksploatacije ovakva podru¢ja postaju u toj meri
devastirana, da je njihova jedina budu¢a namena pretvaranje u deponije. Kroz procese
tehnicke i1 bioloSke rekultivacije se nastoji obnoviti ekosistem u skladu sa novonastalim
uslovima i prirodnim okruzenjem. PoSumljavanjem terena (pionirske, autohtone vrste) i
dodavanjem organske materije (seno, mal¢, kompost) podsti¢e se mikrobna aktivnost i
ubrzava proces prirodne sukcesije (Tischew et al., 2008).

Istrazivanja su pokazala da je sastav mikrobnih zajednica nakon zavrSene
eksploatacije izmenjen. Rekultivisani prostori se odlikuju manjim diverzitetom i
biomasom, manjom aktivnos¢u dehidrogenaze i S-glukozidaze u odnosu na netaknuto
zemljiste. Diverzitet se povecava sa oporavkom ekosistema, ali je njegov sastav
izmenjen (Quadros et al., 2016). Proces revegetacije je jedan od vaznih nacina Koji
doprinosi uspostavljanju ekosistema, a razvoj spontane vegetacije ima veliki uticaj na
oporavak mikrobnih populacija (Hamidovi¢ et al., 2013). Medutim, jo§ uvek se jako
malo zna o funkcionalnom diverzitetu i metabolickim aktivnostima mikroorganizama

rudnickih zemljista (Chodak et al., 2009).
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Stanje mikrobnog diverziteta je pokazatelj zdravlja i kvaliteta zemljista
(Nagendran et al., 2014). Biodiverzitet je kljuCan za stabilnost ekosistema i uticaji koji
doprinose njegovom smanjenju imaju dalekosezne posledice (Wertz et al., 2007).
Odrziva poljoprivreda ukazuje na mikrobne populacije kao instrument koji pokrece
fundamentalne procese odgovorne za stabilnost i produktivnost agroekosistema (Singh
et al., 2011). Pokazalo se da inokulacija sa efikasnim mikroorganizmima poboljsava
kvalitet zemljista, prinos i kvalitet useva. Osnova primene mikrobnih populacija kao
alata u agrobiotehnologiji je poznavanje biljno-mikrobnih interakcija. Odrzivost sistema
biljka-zemljiste se moze posti¢i uravnotezenim i efikasnim biogeohemijskim kruzenjem
nutrijenata ¢ime se smanjuje njihovo ispiranje (Barea et al., 2013). Vece korisc¢enje
mikroorganizama u poljoprivrednim sistema bi moglo omoguciti smanjenje upotrebe
mineralnih dubriva, pesticida i vode bez smanjenja prinosa (Andrews et al., 2010).

Najvaznija ekoloska sredina u zemljiStu, u kojoj se uspostavljaju razlicite biljno-
mikrobne interakcije je rizosfera. Efekti biljaka na fizicke, hemijske i bioloske
karakteristike zemljista su najocigledniji u ovoj zoni, gde oslobodeni biljni eksudati,
zajedno sa biljno-mikrobnim interakcijama, dovode do razlika u sastavu mikrobnih
populacija, sadrzaju ugljenika, povecavaju dostupnost klju¢nih nutrijenata za rast
biljaka i doprinose ocuvanju rezerve vode. Koren biljaka izlucuje Sirok spektar
jedinjenja (ugljeni hidrati, aminokiseline, sekundarni metaboliti) pomocu kojih privlaci
mikroorganizme i vr$i njihov izbor u rizosferi (Huang et al., 2014). Mikroorganizmi u
rizosferi preko razli¢itih mehanizama uti¢u na rast i zdravlje biljaka. Brojnost mikrobnih
vrsta u rizosferi varira od hiljadu do milion (Nihorimbere et al., 2011), a interakcije i
asocijacije izmedu korena i zemljisnih mikroorganizama su specijalizovane kroz
koevolucione procese (Walker et al., 2011).

Najvaznija ekoloska sredina u zemljistu, u kojoj se uspostavljaju razlicite biljno-

mikrobne interakcije je rizosfera.

2.2. Rizosfera

Rizosfera moze biti definisana kao zona zemljista koja okruzuje koren i nalazi se
pod njegovim direktnim uticajem. To je jedinstvena zona koja se odlikuje intenzivnom

bioloskom, hemijskom, mikrobioloskom (>30,000 prokariotskih vrsta) i biohemijskom
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aktivnoséu kao i brojnoséu mikroorganizama (10 CFU g?) uzrokovanom velikom
koli¢inom organske materije (Bhardwaj et al., 2014; Huang et al., 2014). Ona je
ekosistem sa ogromnim protokom energije (Barriuso et al., 2008).

Rizosfera se sastoji iz tri zone (Slika 2):

1. Endorizosfere koja obuhvata tkiva korena, ukljucujué¢i endodermis i
kortikalne slojeve uz endodermis;

2. Rizoplana koji obuhvata povrSinu korena sa cesticama zemljista |
priévrséenim mikroorganizmima i sastoji se od epidermisa, Kkortikalnih slojeva uz
epidermis i mucilaginoznog polisaharidnog sloja i

3. Ektorizosfere koja obuhvata zemljiste neposredno uz koren.

d = .
a Gljive
? n X . 5
t ’ ‘U Cestice zemljista
— Rizoplan
- | Koren
e o :
I End_m!izosfe‘ra Insekti
‘ - )
Bakterije
— Ektorizosfera
s —— Bakterije
\ 1 &
P \\ /‘;\:—_ Nematode
S \ / ‘ Kapa korena
{f;'v'\\;% — :: = Korenske dlac¢ice
v v - Celije korenske kape

Slika 2. Dijagram rizosfere (Prashar et al., 2013)

Bogatstvo organske materije privla¢i mikroorganizme koji mogu imati koristan,
neutralan ili Stetan efekat na biljku (Souza et al., 2015). Rizosfera je glavno staniste
korisnih mikroorganizma, poput PGPB, a obilje organske materije privlaci i patogene
mikroorganizme koji, da bi kolonizovali biljna tkiva, moraju prevazi¢i mehanizme
odbrane biljke (strukturne barijere, toksi¢ne materije). Prisustvo patogenih populacija
deluje stimulativno na populacije bakterija sa biokontrolnim odlikama (Bakker et al.,

2013). Rizosferu naseljavaju i saprofitni mikroorganizmi koji obavljaju vitalne procese
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poput razgradnje i mineralizacije organske materije i klju¢ni su za dinamiku procesa u
zemljistu (Nihorimbere et al., 2011).

Struktura bakterijskih zajednica u rizosferi je pod uticajem razli¢itih bioti¢kih i
abiotickih faktora. Biljka je najvazniji faktor koji odreduje dominantne bakterijske
populacije u rizosferi. Vrsta, sorta, starost biljaka, karakteristike korena i korenski
eksudati uticu na raznovrsnost i dominantnost odredenih bakterijskih vrsta u rizosferi
(MacDonald et al., 2004). Mikrobioloski procesi U 0voj zoni se odvijaju pod direktim
uticajem korenovog sistema jer biljka, tokom svog zivota, luci velike koli¢ine korenskih
eksudata koji predstavljaju izvor energije i ugljenika za stanovnike rizosfere (Souza et
al., 2015). Sa stanovista mikroorganizama koji naseljavaju ovu zonu, koren obezbeduje
sve Sto zemljiStu nedostaje. Korenskim eksudatima u zemljiSte dospevaju joni, voda,
enzimi, primarni i sekundarni metaboliti. Procenjuje se da se 10-44% ugljenika
usvojenog u procesu fotosinteze izlucuje kroz eksudate (Souza et al., 2015).

Sastav korenskih izlucevina ¢ine: ugljeni hidrati (glukoza, fruktoza, arabinoza,
galaktoza, maltoza, manoza, saharoza, ksiloza, rafinoza, ramnoza, riboza,
oligosaharidi), aminokiseline (a-alanin, B-alanin, arginin, cistein, glicin, triptofan),
organske i masne Kkiseline (askorbinska, limunska, fumarna, jabu¢na, linolinska,
linoleinska, oleinska, palmitinska), enzimi (amilaze, peroksidaze, fenolaze, fosfataze,
proteaze), proteini, polisaharidi, steroli, flavonoidi i nukleotidi i brojna druga jedinjenja
(Uren, 2007; Huang et al., 2014).

Obilje organske materije prisutno u rizosferi ¢ini ovu zonu najnaseljenijim
delom zemljista. Prisustvo gljiva je 10-20 puta, a bakterija 2-20 puta vece nego u
okolnom zemljistu (Morgan et al., 2005). Na brojnost i raznovrsnost mikrobnih
populacija prisutnih u rizosferi uti¢e vrsta, starost biljke, uslovi spoljasnje sredine
(fizicko-hemijske osobine zemljiSta) i antropogeni uticaji (Wertz et al., 2007; Cavaglieri
et al., 2010; Vos et al., 2013). Biljke sastavom svojih eksudata uti¢u na pH vrednost
rizosfere i vrse selekciju i pospeSuju proliferaciju bakterija koje najvise odgovaraju
njihovim zahtevima (Saharan i Nehra, 2011) stvarajuc¢i tako specificnu sredinu
smanjenog diverziteta (Solano et al., 2006).

Rizosferni mikoorganizmi uspostavljaju razli¢ite medusobne interakcije i
interakcije sa biljkom (Prashar et al., 2013). Interakcije koje se uspostavljaju medu

zemljiSnim mikroorganizmima su kompeticija za resurse, antagonizam koji ukljucuje

10



PREGLED LITERATURE

izluCivanje antagonistickin metabolita (antibiotici, toksini, isparljive supstance,
biosurfaktanti) i ekstracelularnih enzima koji degradiraju c¢elijski zid (hitinaze, f-1,3-
glukanaze). Interakcije izmedu PGPB i rizobija povecavaju nodulaciju, dok interakcije
izmedu PGPB i mikoriznih gljiva povecavaju efikasnost mikorizacije (Huang et al.,
2014).

Eksudati su medijatori interakcija na relacijama biljka-biljka, biljka-
mikroorganizmi i biljka-fauna. Ove interakcije variraju u zavisnosti od uslova spoljasnje
sredine. Tako u uslovima optimalne obezbedenosti azotom, odnos leguminoza i rizobija
se moze Okarakterisati kao neutralan. Nedostatak azota indukuje sekreciju flavonoida
koji privlace rizobije iniciraju¢i stvaranje simbiotske veze (Huang et al., 2014). Na
sastav eksudata uti¢e i prisustvo pojedinih mikrobnih vrsta. Rudrappa et al. (2008) su
uocili da infekcija Arabidopsis thaliana sa Pseudomonas syringae pv.tomato indukuje
povecéano luéenje jabucne Kiseline koja stimulise kolonizaciju korena sa Bacillus subtilis
FB17, PGPB koja poseduje mehanizam indukcije sistemske rezistencije.

Interakcije izmedu biljaka 1 mikroorganizama se uspostavljaju kroz
produkovanje signalnih jedinjenja poput indolnih i fenolnih jedinjenja. Od indolnih
jedinjenja znacajan je biljni hormon auksin koji produkuje 80% bakterija prisutnih u
rizosferi, a ¢iji efekat na rast biljaka varira od stimulativnog do patogenog. Flavonoidi
su signalni molekuli koji iniciraju stvaranje simbioze izmedu leguminoza i simbiotskih
azotofisatora, dok je jabucna kiselina odgovorna za privlacenje PGPB (Huang et al.,
2014). Eksudati biljaka privlace i patogene populacije ¢ije prisustvo u rizosferi dovodi
do selekcije bakterija sa biokontrolnim odlikama (Bakker et al., 2013).

Korisni mikroorganizmi oznaceni kao bakterije stimulatori biljnog rasta
predstavljaju stalne stanovnike rizosfere i svoj uticaj ispoljavaju kroz poboljSanje

dostupnosti nutrijenata, produkciju fitohormona ili inhibiciju patogena.

2.3. Bakterije stimulatori biljnog rasta

Bakterije stimulatori biljnog rasta su heterogena grupa korisnih mikrorganizama
koji stupaju u simbiotske, slobodne i asocijativne interakcije sa biljkama (Slika 3; Souza

et al., 2015). Simbiozne bakterije su prve privukle paznju, a poslednjih godina raste
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interesovanje za inokulate bazirane na upotrebi asocijativnin PGPB kako u poljoprivredi
tako 1 u Sumarstvu (Dominguez-Nufiez et al., 2015; Yegorenkova et al., 2016).
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Slika 3. Interakcije izmedu korena i korisnih zemlji$nih bakterija (Souza et al., 2015)

Procenjuje se da 2-5% rizosfernih bakterija pripada grupi PGPB. Medu njima su
najzastupljeniji predstavnici roda Bacillus (Kumar et al., 2012a). Pored njih tu su i
rodovi  Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter, Burkholderia, Beijerinckia,
Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Pseudomonas, Ralstonia, Rhizobium, Serratia,
Rhizobium spp., Frankia spp., Anabaena sp., Nostoc sp. (Vessey, 2003; Hayat et al.,
2010; Glick, 2012).

Primena mikroorganizmima u poljoprivredi sa ciljem poveéanja prinosa moze se
pratiti vekovima unazad. Jo$ pre nove ere zapazeno je da dodavanje zemljiSta na kom su
gajene leguminoze drugim zemljistima dovodi do poveéanja plodnosti i prinosa
(Nautiyal i Tilak, 2010). Sve do kraja XIX veka koris¢en je ovaj nacin ,,prirodne
inokulacije”. Prvi patent pod nazivom ,Nitragin“ baziran na sojevima Rhizobium sp.
pojavio se 1896. godine i vremenom je praksa inokulacije leguminoznih biljaka postala
uobicajena agrotehniCka mera u ratarskoj proizvodnji. Inokulacija sa nesimbioznim
bakterijama, poput Azotobacter sp., je intenzivno koris¢ena 1930-ih i 1940-ih u Rusiji

ali je vremenom napustena. Istrazivanja o zemljiSnim mikroorganizmima, posebno
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bakterijama sa stimulativnim dejstvom na rast biljaka, intenzivirana su sedamdesetih
godina XX veka (Kloepper i Schroth, 1978; Suslow et al., 1979).

Termin Plant Growth Promoting Rhizobacteria je prvi uveden i odnosio se na
bakterije koje naseljavaju rizosferu (Kloepper i Schroth, 1978). Kako bi se obuhvatili
stanovnici ostalih ekoloskih niSa doslo je do promene u Plant Growth Promoting
Bacteria (Bashan i Holguin, 1998). Ovu heterogenu grupu cine bakterije koje
ispoljavaju koristan efekat na rast, kvalitet i zdravlje biljaka (Glick, 2012) i najcesce se
dele na: a) bakterije stimulatore biljnog rasta; b) bakterije sa biokontrolnom ulogom; c)
bakterije koje (in)direkno regulisu rast biljaka u uslovima stresa (Plant stress
homeoregulating bacteria- PSHB) (Sgroy et al., 2009).

Inokulacija sa PGPB pokazala se kao dobra alternativa mineralnim dubrivima
kojom se postize odrzavanje stabilnih prinosa (Hungria et al., 2013) uz istovremeno
smanjenje zagadenja Zivotne sredine (Souza et al., 2015). Smatra se da njihova primena
poseduje potencijal da smanji i/ili potpuno zameni upotrebu mineralnih dubriva i
pesticida (Gupta et al., 2015).

Danas na trzi$tu postoji veliki broj proizvoda baziranih na upotrebi PGPB.
Preparati namenjeni za borbu protiv biljnih bolesti oznaceni su kao bioprotektanti, oni
koji poboljSavaju dostupnost nutrijenata su biofertilizatori, dok su biostimulatori na bazi
mikroorganizama koji produkuju biljne hormone (Saharan i Nehra, 2011). Upotreba
ovakvih preparata utiCe na poboljSanje zdravlja i bioloske ravnoteze zemljista,
smanjenje zagadenja i povecanje plodnosti (Tilak et al., 2005). Uz to, niska cena
proizvodnje, jednostavna primena i ukljucivanje u poljoprivrednu proizvodnju bez
dodatnih ulaganja u opremu ¢ine da potraznja za ovim proizvodima bude u stalnom
porastu. Najrazvijenije zemlje, poput ¢lanica EU (Common Agricultural Policy), USA,
Japana, Kine i Indije, nastoje da kroz svoju zakonsku regulativu i stimulativna sredstva
ohrabre upotrebu mikrobioloskih inokulata. Procenjuje se da ¢e trziSna vrednost ovih

proizvoda u Evropi 2017. god. dosti¢i 4,5 milijarde dolara (Garcia-Fraile et al., 2015).
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2.4. Mehanizmi delovanja bakterija stimulatora biljnog rasta

Bakterije stimulatori rasta biljaka uticu na biljke nizom direktnih i indirektnih
mehanizama (Slika 4).
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Slika 4. Direktni i indirektni mehanizmi PGPB (Garcia-Fraile et al., 2015)

Njihov uticaj na biljni rast proizilazi iz specificnih interakcija koje se
uspostavaljaju izmedu odgovarajuée biljne vrste, kultivara ili genotipa i bakterijske
vrste ili soja (Mehta et al., 2015). Razlika izmedu ove dve grupe mehanizama nije uvek
jasno vidljiva, ali se, po pravilu, indirektni mehanizmi odvijaju izvan biljke, dok se
direktni mehanizmi odvijaju unutar biljke i direktno utiCu na njen metabolizam
(Siddikee et al., 2010).

Kroz direktne i1 indirektne mehanizme PGPB ubrzavaju klijanje, stimuliSu rast
korena, nadzemnog dela, $titite od bolesti i abioti¢kih stresova (Glick, 2012; Bhardwaj
et al., 2014). Pored neposrednog uticaja na biljni rast ove bakterije imaju i glavnu ulogu
u transformaciji organske materije u zemljistu kao i u agregaciji zemljisnih cestica cime

posredno uticu na dostupnost nutrijenata biljci (Johansen i Binnerup, 2002).
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2.4.1. Direktni mehanizmi

Direktnim mehanizmima PGPB povecavaju dostupnost hranljivih elemenata
(bioloska fiksacija azota, solubilizacija fosfata, produkcija siderofora) i regulisu
hormonski status biljaka (produkcija auksina, giberelina, citokinina).

Bioloska fiksacija azota (BNF). Azot je jedan od glavnih biljnih nutrijenata i
biljke ga usvajaju u formi nitrata i amonijaka. Njegova niska dostupnost usled velikih
gubitaka emisijom i ispiranjem je ograniCavaju¢i faktor u poljoprivrednim
ekosistemima. Zbog toga bakterije sa sposobnos¢u da fiksiraju atmosferski azot do
amonijaka, forme koja je dostupna biljkama, imaju kljuénu ulogu u agroekosistemima.
BNF predstavlja ekonomski i ekoloski prihvatljivu altenativu azotnim mineralnim
dubrivima.

U zavisnosti od odnosa bakterije sa biljkom, azotofiksatori se dele na:
simbiotske (Allorhizobium sp., Azorhizobium sp., Bradyrhizobium sp., Mesorhizobium
sp., Methylobacterium sp., Sinorhizobium sp., Ensifer sp., Frankia sp.), slobodne
(Azotobacter sp., Bacillus sp., Clostridium sp. Gluconacetobacter sp., Nostoc sp.,
Anabaena sp.) i asocijativne (Azospirillum sp., Pseudomonas sp., Derxia sp.).

Bioloska fiksacija azota se smatra vaznim mehizmom PGPB jer direktno
snabdeva biljku azotom. Sojevi azotofiksatornih bakterija se nalaze na trziStu kao
biofertilizatori i poslednjih 20 godina se smatraju vaznom komponentom odrzive
poljoprivrede (Goswami et al., 2015).

Solubilizacija fosfata. Fosfor je neophodan nutrijent za svaku zivu celiju i
sastavni je deo vaznih makromolekula kao sto su ATP, fosfolipidi, enzimi i nukleinske
kiseline. U zemljistu je prisutan u nerastvorljivom mineralnom (apatit, hidroksiapatit i
oksiapatit) i organskom obliku (inositol fosfati, fosfomonoestri, fosfodiestri,
fosfotriestri) (Khan et al., 2007). lako je ovaj esencijalni makronutrijent prisutan u
zemljistu u dovoljnoj koligini (400-1200 mg kg™ ), najve¢i deo se nalazi u
nerastvorljivoj formi dok se udeo rastvorljivog fosfora kre¢e u opsegu od 0,08-0,25%
(Gamalero i Glick, 2011). Stoga se kao obavezna agrotehni¢ka mera primenjuje unos
fosfora kroz mineralna dubriva. Nedostatak ove mere je brza apsorpcija fosfora od
strane minerala ili precipitacija sa Fe** i AI* jonima u kiselim zemljistima, kao i Ca®*

jonima u alkalnim zemljistima (Marra et al., 2011). Procenjuje se da 75-90% ovako
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unetog fosfora nije iskoris¢eno od strane biljke (Gamalero i Glick, 2011).
Reverzibilnost ovih procesa je izuzetno niska. Biljke usvajaju fosfor iskljucivo u obliku
jona ortofosforne kiseline (H,PO,, HPO,%) &ija je optimalna dostupnost pri pH
vrednosti od oko 6,5 (Bhattacharyya i Jha, 2012).

Grupa bakterija oznacena kao fosfat solubilizuju¢e bakterije (Phosphate
solubilizing bacteria, PSB) poseduje sposobnost da nerastvorljivi fosfor prevede u
rastvorljivu formu i time ga ucine dostupnim. PSB ovo postizu sintezom organskih
kiselina niske molekulske mase (karboksilne kiseline). Ove Kkiseline vezuju fosfat
svojim hidroksil i karboksil grupama i smanjuju pH vrednost sredine ¢ime uticu na veze
u nerastvorljivim formama. Dodatni mehanizmi delovanja su oslobadanje H* jona,
produkcija helatora i neorganskih kiselina, fosfataza kao i egzopolisaharida (Vessey,
2003; Yi et al, 2008). Takode, PBS u blizini biljke povecavaju efikasnost
azotofiksacije, dostupnost drugih esencijalnih nutrijenata (Fe, Zn...) i produkuju
regulatore biljnog rasta (Afzal i Bano, 2008).

Otkrivanje mutualisticke veze izmedu PBS i biljaka je podstaklo razvoj novih
tehnologija poput koris¢enja PBS kao biofertilizatora. Komercijalizacija PSB je pocela
jo§ 50-ih godina proSlog veka (Kudashev, 1956; Krasilinikov, 1957). Primena
mikroorganizama sa sposobnoS¢u rastvaranja fosfata moze doprineti smanjenju
koris¢enja fosfatnih dubriva. Primeceno je da je efikasnost ove grupe bakterija
najizrazenija prilikom koinokulacije sa mikoriznim i nemikoriznim gljivama (Babana i
Antoun 2006), kao 1 bakterijama drugacijih fizioloskih karakteristika, poput
azotofiksatora (Valverde et al., 2006, Matias et al., 2009). Medu najznacajnijim
predstavnicima bakterija koje poseduju ovu osobinu su predstavnici rodova Rhizbium,
Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia i Serratia (Souza et al., 2015).

Produkcija siderofora. Gvozde je esencijalan mikronutrijent za rast biljaka i
ilako ga ima dovoljno u zemljistu njegova asimilacija od strane zivih organizama je
izuzetno niska (107-10%M pri pH 3,5 i 8,5). Najces¢e forme u kojima se nalazi su
hidroksidi, oksihidroksidi i oksidi (Gamalero i Glick, 2011). Kako bi obezbedili
dovoljnu koli¢inu ovog nutrijenta, biljke i mikroorganizmi (gljive i bakterije) sintetiSu 1
koriste helatore male molekulske mase (< 1000 Da), odnosno siderofore (Ali i Vidhale,
2013). Molekuli siderofora su peptidi koji sadrze lateralne lance i funkcionalne grupe

visokog afiniteta prema feri jonima (Ahmed i Holmstrom, 2014). Prema funkcionalnoj
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grupi 1 strukturi siderofore se klasifikuju kao kateholati, hidroksamati i karboksilati
(Ahmed i Holmstrom, 2014). Neke siderofore su klasifikovane kao fenoli
(jersiniabaktin) dok piroverdini, produkovani od strane Pseudomonas vrsta sadrze i
hidroksamat i kateholat funkcionalnu grupu (Pérez-Miranda et al., 2007). Kateholate
produkuju bakterije poput Agrobacterium tumefaciens, Paracoccus denitrificans i
Erwinia carotovora (Ali i Vidhale, 2013). Hidroksamate produkuju i gljive i bakterije,
karboksilate zigomicete i bakterije poput Rhizobium meliloti i Staphylococcus hyicus
(Pérez-Miranda et al., 2007). Do sada je poznato vise od 500 razli¢itih tipova siderofora
od kojih je 270 strukturno okarakterisano (Ahmed i Holmstrom, 2014).

Siderofore formiraju komplekse sa jonima gvozda koji uz pomoc¢ receptora na
¢elijskoj membrani dospevaju u unutrasnjost ¢elije (Ali i Vidhale, 2013). Siderofore na
rast biljaka deluju direktno tako $to obezbeduju gvozde, ali i indirektno, tako Sto
smanjuju koli¢inu dostupnog gvozda patogenim mikroorganizmima. Tortora et al.
(2011) su zabelezili da inokulacija jagode sa A. brasilense koji produkuje siderofore
smanjuje simptome bolesti izazvane Colletotrichum acutatum.

Inokulacija biljaka bakterijama koje produkuju siderofore dovodi do stimulacije
rasta i povecanja prinosa (Ali i Vidhale, 2013). Sposobnost izolata Pseudomonas sp.
GRP3A da produkuje siderofore dovela je do stimulacije rasta korena zlatnog pasulja,
rasta nadzemnog dela biljke i povecanja biomase nadzemnog dela (Sharma i Johri,
2003). Micrococcus yunnanensis YIM 65004 i Stenotrophomonas chelatiphaga LPM-5
su stimulisali produkciju biomase uljane repice i povecali sadrzaj gvozda u biljnim
tkivima (Ghavami et al., 2017). P. fluorescens CRPF9 koji se odlikovao produkcijom
siderofora je znaCajno stimulisao rast korena pSenice i1 korena i nadzemnog dela zlatnog
pasulja (Katiyar i Goel, 2004).

Na biosintezu siderofora u biljkama i mikroorganizmima, pre svega, utice
dostupnost gvozda i u uslovima visoke koncentracije gvozda, ne dolazi do sinteze
siderofora (Machuca i Milagres, 2003). Siderofore formiraju stabilne komplekse i sa
ostalim teskim metalima, poput Cd, Cu, Ni, Pb i Zn, §to omoguéava njihovu asimilaciju
od strane korena i primenu u bioremedijaciji (Ahmed i Holmstrom, 2014; Hansda et al.,
2014). Siderofore ublazavaju fitotoksi¢nost teskih metala apsorbuju¢i ih kroz

metaboli¢ke procese ili pasivnim putem (Hansda et al., 2014).
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Produkcija auksina. Do sada je opisano nekoliko tipova auksina u prirodi, a
najvise je izucavana indol-3-sir¢etna kiselina (IAA). IAA uti¢e na deobu, elongaciju,
diferencijaciju celija, stimulise klijanje semena, utice na fotosintezu, stvaranje
pigmenata, biosintezu razli¢itih metabolita i otpornost na stresne uslove (Gamalero i
Glick, 2011). Inokulacija biljke PGP bakterijama koje produkuju IAA dovodi do
razvoja korenovog sistema kroz elongaciju primarnih i stvaranje lateralnih i adventivnih
korenova, povecanja visine nadzemnog dela, povrsine listova i biomase (Cakmakg1 et
al., 2007; Malhotra i Srivastava, 2009; Puente et al., 2010; Glick, 2012). Stimulacija
razvoja korena je od velike koristi za mlade biljke jer ih ¢ini stabilnijim, pri¢vrséenijim
za podlogu i povecava njihovu sposobnost usvajanja vode i nutrijenata.

Veliki broj zemljisnih bakterija (~ 80%), kako patogenih tako i korisnih,
poseduje sposobnost produkcije auksina (Gupta et al., 2015). Sposobnost sinteze 1AA
poseduju  predstavnici rodova Pseudomonas, Bradyrhizobium, Rhizobium,
Mesorhizobium, Azospirillum, Serratia, Bacillus i Azotobacter (Ahemad i Kibret, 2014).

Biohemijski putevi kojima Kkorisni i patogeni mikroorganizmi sintetiSu auksine
se razlikuju. Patogene bakterije produkuju IAA od triptofana kao prekursora, preko
indolacetamida kao meduproizvoda, dok Korisne bakterije sintetiSu IAA uglavnom
preko drugog, takode triptofan zavisnog puta, gde kao proizvod katalize triptofana od
strane triptofan transaminaze nastaje indolpiruvinska kiselina (Patten i Glick, 2002).
Gen koji kodira sintezu indolpiruvat dekarboksilaze, koja kataliSe klju¢ni korak u sintezi
IAA kod korisnih bakterija, je ipdc gen (Patten i Glick, 2002). Biosinteza auksina je pod
uticajem brojnih faktora poput pH vrednosti sredine, osmotskog stresa, sadrzaja
ugljenika kao i sastava korenskih eksudata. Malhotra i Srivastava (2009) su pokazali da
stres poput nedostatka makronutrijenata (N, C, P) moze biti okida¢ za IAA sintezu.
Pored nutritivnog stresa, prisustvo kiseonika je vazan faktor u biosintezi IAA (Malhotra
i Srivastava, 2009).

Smatra se da bakterije produkuju auksin, hormon koji njihove ¢elije ne mogu
koristiti, zbog njegovog znacaja za odnos izmedu biljaka i bakterija. Auksini stimuliSu
razvoj korena, $to dovodi do povecanja koli¢ine dostupnih hranljivih materija i vece
koli¢ine korenovih eksudata oslobodenih u rizosferu (Patten i Glick, 2002). Za
indukovanje stimulativnog efekta dovoljna je mala koli¢ina egzogenog IAA (izmedu 10

0§ 10" M), dok poveéane koncentracije mogu dovesti do inhibicije biljnog rasta
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(Gamalero i Glick, 2011). Efektivna koncentracija bakterijskog auksina zavisi od biljne
vrste, osetljivosti biljnog tkiva, faze rasta (Glick, 2012) kao i koli¢ine endogenog
auksina (Husen et al., 2009).

Produkcija giberelina. Giberelini reguliSu deobu ¢elija i njihovu elongaciju,
rast korena, klijanje semena, izduzivanje stabla, cvetanje, plodonosenje i odlaganje
starenja biljnih organa (Gamalero i Glick, 2011). Sposobnost produkcije giberelina je
primecena kod brojnih rodova poput Azotobacter, Arthrobacter, Azospirillum,
Pseudomonas, Bacillus, Acinetobacter, Flavobacterium, Micrococcus, Agrobacterium,
Clostridium, Rhizobium, Burkholderia i Xanthomonas. Istrazivanja radena sa PGPB
koje produkuju gibereline potvrduju stimulativno dejstvo ovih bakterija na biomasu
biljaka (Gamalero i Glick, 2011). Kang et al. (2012) su pokazali da inokulacija
krastavca sa Acinetobacter calcoaceticus koji produkuje gibereline dovodi do znacajnog
povecéanja visine i ukupne biomase biljke.

Produkcija citokinina. Uloga ovih hormona u biljnoj ¢eliji ogleda se kroz
promociju deobe celija, prekid mirovanja uspavanih pupoljaka, aktivaciju klijanja
semena, razvoj korena i stabla, podsticanje grananja, kontrolu apikalne dominacije
nadzemnog dela, akumulaciju hlorofila, starenje listova i odlaganja starenja (Bashan i
Bashan, 2010; Gamalero i Glick, 2011). Otkriveno je da neke Bradyrhizobium vrste
koriste citokinine kao alternativu za Nod faktor pri procesu nodulacije (Bashan i
Bashan, 2010). Sposobnost produkcije ovog hormona je utvrdena kod brojnih PGPB
rodova poput Azotobacter, Azospirillum, Klebsiella, Rhizobium, Bacillus, Proteus i
Pseudomonas (Gamalero i Glick, 2011).

Arkhipova et al. (2005) su zabelezili da inokulacija zelene salate sa B. subtilis
koji produkuje citokinine dovodi do povecanja sadrzaja citokinina u biljnim tkivima i
povecanja biomase nadzemnog dela i korena. Takde, Arkhipova et al. (2007) su utvrdili
da inokulacija bakterijama koje produkuju citokinine stimuli$e rast nadzemnog dela i
smanjuje odnos koren : nadzemni deo u biljkama izlozenim susi. Citokinini su uklju¢eni
u inficiranje korenskih dlacica i istvaranje nodula (Frugier et al., 2008), a pozitivna veza
izmedu citokinina i sposobnosti Rhizobia da stvaraju nodule je primec¢ena kod nekoliko

leguminoznih biljaka (Gamalero i Glick, 2011).
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Produkcija etilena. Etilen ucestvuje u regulaciji razlicitih faza u zivotu biljke
poput sazrevanja plodova, starenja cvetova i listova, ali reguliSe i odgovor biljke na
bioti¢ke i abioticke stresove (Lucy et al., 2004; Ahemad i Kibret, 2014). Etilen se u
biljci akumulira kao odgovor na abioticki i bioti¢ki stres kao S§to su ekstremne
temperature, jaka svetlost, poplave, susa, visok intenzitet svetlosti, povisena
koncentracije soli i polutanata kao i razli¢itih StetoCina i patogena (Gamalero i Glick,
2011; Ahemad i Kibret, 2014). Tokom veceg dela Zivota biljke, produkcija etilena je
minimalna. Infekcija leguminoza sa Rhizobium spp. dovodi do poveéanja nivoa etilena
u tkivima blizu mesta infekcije (Glick, 2012). Koli¢ina etilena produkovna prilikom
ovih procesa je mala, dok povecane koncentracije mogu inhibirati proces infekcije i
nodulacije (Ma et al., 2002), dovesti do inhibicije rasta korena, opadanja listova,
smanjenja prinosa, uvenuca i starenja biljke (Glick et al., 1999; Bhattacharyya i Jha,
2012).

U sintezi etilena ucestvuju tri enzima: a) S-adenozil-L-metionin (SAM) sintetaze
koji kataliSe prevodenje metionina do SAM, b) 1-aminociklopropan-1-karboksilna
kiselina (ACC) sintetaze koja regulise hidrolizu SAM do ACC i 5’-metiltioadenozina i
¢) ACC oksidaze koja metabolise ACC do etilena, ugljen-dioksida i cijanida (Gamalero
i Glick, 2011). Enzim ACC deaminaza degradira prekursor etilena, ACC, do amonijaka
i a-ketobutirata i tako smanjuje koli¢inu etilena u biljci. Smatra se da se kontrolisanjem
koncentracije etilena u biljci moze znacajno poboljsati poljoprivredna proizvodnja
(Gamalero i Glick, 2011). Igbal et al. (2012) su pokazali da inokulacija sociva sa
Pseudomonas sp. koji produkuje ACC deaminazu povecava broj nodula, biomasu i
prinos. Inokulacija biljaka kikirikija gajenih u zaslanjenom zemljistu sa P. fluorescens
koji produkuje ovaj enzim dovela je do povecanja prinosa (Saravanakumar i
Samiyappan, 2007).

Neki od rodova kod kojih je utvrdeno prisustvo ovog enzima su Azospirillum,
Agrobacterium, Achromobacter, Bacillus, Burkholderia, Ralstonia, Rhizobium,
Pseudomona i Serratia (Ahemad i Kirbet, 2014).

Pored navedenih direktnih, PGPB ispoljavaju i ¢itav niz mehanizama pomocu

kojih posredno stimuliSu biljni rast.
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2.4.2. Indirektni mehanizmi

Primena zemljisnih mikroorganizama u borbi protiv biljnih bolesti je jedna od
alternativa hemijskim sredstvima zastite (Compant et al., 2005). Inokulacija PGPB je
pristup koji je primenljiv i u organskoj poljoprivredi. Suzbijanjem biljnih patogena
PGPB indirektno stimuli$u rast biljaka. Ovi mehanizmi se ogledaju kroz dve strategije
delovanja: suzbijanje patogena i indukovanje sistemske rezistentnosti (ISR) biljke
(Ahemad 1 Kibret, 2014). Suzbijanje patogena se postize uspostavljanjem
kompeticijskih odnosa za mesto i hranu kao i produkcijom brojnih metabolita koji
deluju mikrobicidno ili mikrobistaticki.

Kompeticija. Preduslov za uspesnu borbu protiv biljnih patogena je kolonizacija
rizosfere koja zavisi od sposobnosti PGPB da koriste specifi¢ne uslove sredine i da se
prilagode promenama tih uslova (Compant et al.,, 2005). Sinteza antagonisti¢kih
molekula koji su deo quorum sencing-a, degradacija organskih jedinjenja i/ili
oduzimanje mikronutrijenata neophodnih za rast patogena (Fe) su neki od mehanizama
koje PGPB koriste za sticanje prednosti u ovoj ekoloskoj nisi (Gamalero i Glick, 2011).
Takode, stvaranje intimne veze sa biljkom je jedan od nacina na koji mikroorganizmi
obezbeduju mesto u rizosferi (Nihorimbere et al., 2011). Cesto ovi mikroorganizmi
stvaraju na povrSini korena mikrokolonije ili biofilmove, a sam proces kolonizacije
inicira biljka Iu¢enjem signalnih molekula (Berg, 2009). Sposobnost brzog rasta, sinteze
vitamina B1, izlu¢ivanja NADH dehidrogenaze i bakterijskih lipopolisaharida doprinosi
kolonizaciji biljnih tkiva od strane PGPB (Compant et al., 2005).

Produkcija antibiotika. Mehanizam kojim se najces¢e PGPB bore protiv
biljnih patogena je produkcija ovih metabolita (Lucy et al., 2004). Produkcija
antibiotika je odlika predstavnika rodova Pseudomonas sp., Bacillus sp., Streptomyces
sp., i Stenotrophomonas sp. (Gupta et al., 2015).

Produkcija cijanovodoni¢ne Kkiseline. Produkcija isparljivih sekundarnih
metabolita sa biokontrolnim osobinama moze delovati pozitivno na suzbijanje bolesti
biljaka. Produkcija HCN je odlika Pseudomonas sp., Klebsiella sp., Bacillus sp.,
Rhizobium sp., Mesorhizobium sp., Bradyrhizobium sp., i Serratia sp. (Sharma et al.,

-----

druge amino kiseline stimuliSu njegovu produkciju. Novija saznanja pokazuju da
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bakterije koje imaju sposobnost produkcije HCN ubrzavaju rast biljka, procenat
klijavosti, brzinu Kklijavosti, povecavaju biljnu biomasu i usvajanje nutrijenata (Saharan i
Nehra, 2011). Produkcijom HCN se moZe smanjiti rast biljaka $to je znacajno u borbi
protiv korova (Kremer i Souissi, 2001).

Produkcija litickih enzima. Brojne PGPB deluju hiperparazitski, napadajuéi
patogene luc¢enjem enzima koji degradiraju celijski zid (fosfataze, dehidrogenaze,
hitinaze, proteaze, celulaze, lipaze, f-glukozidaze, N-acetil-f-glukozaminidaze, f-1,3-
glukanaze, f-1,4-glukanaze) ili degradiraju njihove liticke enzime time presecajuci put
njihovog dejstva pomocu proteaza (Glick, 2012; Sharma, 2012; Gupta et al., 2015).
PGPB koje sintetiSu jedan ili viSe ovih enzima imaju znacajno mesto u biokontroli
velikog broja biljnih patogena poput Botrytis cinerea, Pythium ultimum, Fusarium
oxysporum, Phytophthora spp., Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani (Glick, 2012).

Pored navedenih mehanizama, utvrdeno je da pojedine PGPB imaju sposobnost
detoksifikacije i degradacije faktora virulencije, degradacije quorum-sensing signala
patogena, ¢ime se blokira ekspresija brojnih gena povezanih sa virulencijom (Compant
et al., 2005).

Indukovana sistematska rezistencija (ISR). Prisustvo pojedinih PGPB u
rizosferi aktivira ISR koja ¢ini biljku rezistentnom na patogene bakterije, gljive i viruse.
ISR je slicna sistematski stecenoj rezistenciji koja se javlja kada biljka aktivira svoje
odbrambene mehanizme kao odgovor na infekciju od strane patogena (Gupta et al.,
2015). Najveci broj PGPB aktivira ISR preko signalnih puteva koje reguli$u jasmonat i
etilen, dok neke koriste salicilnu kiselinu, pioverdin, i/ili cikli¢ne lipopeptidne
surfaktante (Gamalero i Glick, 2011). Odbrambeni mehanizmi uklju¢eni u ISR
aktivirani od strane PGPB najceS¢e dovode do jacanja celijskog zida i promena u
fiziologiji domacina koje rezultuju produkcijom defanzivnih jedinjenja poput
peroksidaza, hitinaza, fitoaleksin i fitoenol oksidaza (Bakker et al., 2007; Gamalero i
Glick, 2011).
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2.5. Primena bakterija stimulatora biljnog rasta

Izazovi sa kojima se suoCava savremena poljoprivredna praksa su konstantna
potreba za povecanjem prinosa i briga o kvalitetu i zdravstvenoj bezbednosti hrane.
Proizvodnja mineralnih dubriva zahteva potrosnju velike koliCine energije, doprinoseci
na taj naCin zagadenju vazduha, vode i zemljista. Medutim, 60 - 90% ukupno
primenjenih dubriva je izgubljeno, dok biljke iskoriste samo 10 - 40% (Bhardwaj et al.,
2014) pri ¢emu je njihova primena Stetna za zdravlje ¢oveka i zivotnu sredinu. Pored
toga, primena mineralnih dubriva se negativno odrazava i na mikrobne zajednice u
zemljiStu. Dokazano je da visoke koli¢ine dostupnog azota redukuju azotofiksaciju i
kolonizaciju biljaka od strane PGPB u prirodnim uslovima (Jha et al., 2013).

Jedan od nacina za poboljSanje uslova za gajenje biljaka, koji se smatra ekoloski
1 ekonomski opravdanim, je koriS¢enje zemljiSnih mikroorganizama kao zamena za
mineralna dubriva i hemijska sredstva zastite (Gamalero i Glick, 2011; Gupta et al.,
2015). Primena bakterijskih inokulata je sastavni deo odrzive poljoprivredne prakse,
naroCito u organskoj proizvodnji (Garcia-Fraile et al., 2015). Efekti primene PGPB na
useve su: povecanje klijavosti, stimulacija rasta i razvoja korena, nadzemnog dela
biljke, ukupne biomase biljke, tezine semena i povecanje prinosa (Ahemad i Kirbet,
2014). Inokulacija utice i na povecanje tezine korena, nadzemnog dela i listova u ranim
fazama rasta (Cakmake1 et al., 2006). Takode, prisustvo ovih bakterija poboljSava
fizi€ke, hemijske 1 bioloske osobine zemljista kao 1 njegovu plodnost (Bhardwa;j et al.,
2014).

Literaturni podaci navode stimulativne efekte inokulacije na pirina¢, pSenicu,
spana¢, kukuruz, cerealije, krompir, Secernu repu, rotkvice, soju i grasak (Pal, 1998;
Urashima i Hori, 2003; Afzal i Bano, 2008; Farzana et al., 2009; Bhattacharyya i Jha,
2012; Sharma et al., 2013; Prathap i Kumari, 2015; Yegorenkova et al., 2016).
Navedeni efekti, zajedno sa porastom ekoloske svesti i stimulativnim merama doveli su
do uspostavljanja razvijenog trziSta mikrobioloskih preparata, bioinokulata (Garcia-
Fraile et al., 2015).

U pogledu upotrebe bioinokulanata prednjace razvijenije zemlje. Prema
navodima Garcia-Fraile et al. (2015) u USA i Kanadi najve¢i broj proizvoda je

namenjen inokulaciji leguminoza. U Brazilu se najveca koli¢ina preparata na bazi
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bakterija iskoristi u proizvodnji pasulja, kukuruza, pirin¢a, SeCerne repe, soje, Sargarepe,
paradajza, pamuka, krmnog bilja, citrusa i eukaliptusa. U Argentini, Paragvaju, Boliviji,
Urugvaju viSe od 70% soje se inokuliSe sa Bradyrhizobium sp. U Rusiji se bioinokulati
najviSe koriste u proizvodnji pSenice, je¢ma, Sargarepe i kupusa. Evropa se odlikuje
Izuzetno razvijenim trzistem bioinokulata §to je posledica stimulativne politike. Takode,
I zemlje poput Japana, Kine, Indije nastoje da kroz propise stimuliSu odrzivu
poljoprivredu, a u okviru nje i upotrebu mikrobioloskih inokulata (Garcia-Fraile et al.,
2015).

Proucavanje interakcija izmedu drvenastih kultura i PGPB je pocelo 80-ih, 90-ih
godina proslog veka (Chanway, 1997). Inokulacija drvenastih biljaka povecava
produkciju biomase, visinu biljaka, povrsinu nadzemnog dela, tezinu korena, ubrzava
rast korena, brzinu Kklijanja semena, povecava povrsinu lista, sadrzaj hlorofila,
magnezijuma, azota, proteina u listu, povecava toleranciju biljke na susu, prisustvo soli i
teskih metala (Jing et al., 2007; Puente et al., 2010). PGPB poseduju sposobnosti da
povecaju prezivljavanje tek presadenih sadnica kao i da stimuliSu stvaranje veza sa
simbiotskim azotofiksatorima (Bent et al., 2001; Barriuso et al., 2008; Nadeem et al.,
2014).

Jedan od najznacajnijih pozitivnih efekta bakterija stimulatora rasta biljaka je
ubrzavanje rasta i regeneracije korenovog sistema. Brz rast korena je od velike koristi za
mlade sadnice jer povec¢ava njihovu sposobnost da se pri¢vrste za tlo i obezbede vodu i
nutrijente ¢cime se pospesuje prevazilazenje transplantacionog soka (Mallik i Williams,
2008). Ovaj efekat je veoma znacajan za drvenaste sadnice namenjene posumljavanju,
jer uspeh posumljavanja zavisi od kvaliteta sadnica (Puente et al., 2010). Jedan od
nacina da se poboljsa kvaliteta sadnica je uvodenje PGPB u rasadnicarsku praksu bilo
pojedinacno ili kroz koinokulaciju sa mikoriznim gljivama (Gamalero et al., 2010;
Pereira i Castro, 2014).

Na porast interesovanja za bakterije u Sumarstvu uticalo je i otkri¢e njihovog
stimulativanog uticaja na formiranje mikorize (Mycorrhization helper bacteria, MHB)
(Kurth et al., 2013). Mada se PGPB i MHB tretiraju zasebno, brojni podaci ukazuju na
preklapanja u pogledu predstavnika (Frey-Klett et al., 2007; Shilev et al., 2007;
Rigamonte et al., 2010) i jasnu granicu izmedu ove dve grupe nije moguce postaviti.

Literaturni navodi naglasavaju 1 potencijalne koristi od sinergistickih odnosa
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uspostavljenih koinokulacijom mikoriznih gljiva i PGPB (Gamalero et al., 2010).
Rezultati eksperimenata izvedenih u laboratorijskim uslovima, uslovima staklenika i
otvorenog polja potvrduju opravdanost koriS¢enja bakterijskih inokulata u Sumarstvu
(Chanway et al., 2000; Probanza et al., 2002; Karlidag et al., 2007).

Kao 1 poljoprivredna proizvodnja, i Sumska rasadnicarska praksa se oslanja na
upotrebu mineralnih dubriva i pesticida. Dominguez-Nufiez et al. (2015a) su uo¢ili da
tretman koji kombinuje smanjenu fertilizaciju mineralnim dubrivima i inokulaciju sa
PGPB ima pozitivan uticaj na rast sadnica, usvajanje nutrijenata i moze biti dobar nacin
za poboljsanje kvaliteta sadnica u rasadnicima.

Uticaj PGPB je najvise ispitivan na rodovima Pinus, Picea, Tsuga, Pseudotsuga,
Quercus i Eucalyptus (Chanway, 1997; Mafia et al., 2009; Ribeiro i Cardoso, 2012).
Rezultati nekih od novijih publikacija iz ove oblasti dati su u Tabeli 1.

Medutim, za masovnu upotrebu PGPB treba prevazi¢i nekoliko ograni¢enja koja
predstavljaju izazov za dalja istraZivanja. Rezultati dobijeni u laboratoriji se mogu
znatno razlikovati od rezultata dobijenih u prirodnim uslovima (Glick et al., 1999;
Mallik i Williams, 2008; Kumar et al., 2014). Cinjenica je da su interakcije izmedu
PGPB i biljaka pod velikim uticajem uslova spoljasnje sredine, stoga, izolat sa PGP
karakteristikama moze ispoljiti Citav spektar efekata na biljku, od korisnih, neutralnih
do patogenih u zavisnosti od faktora sredine (Belimov et al., 2007; Husen et al., 2011).

Sastav zemljista, temperatura, relativna vlaznost, sastav korenskih eksudata,
prisustvo rekombinantnih plazmida i interakcije sa ostalim organizmima uti¢u na
opstanak PGPB u rizosferi. Sposobnost PGPB da prezive i kolonizuju rizosferu,
prepoznaju signale, nutrijente i toksine koji se ovde emituju (Malhotra i Srivastava,
2009) kljucéna je za postizanje stimulacije biljnog rasta. Od Sposobnosti da nadu svoje
mesto u ovoj izuzetno kompetitivnoj sredini zavisi i sposobnost ispoljavanja korisnog
efekta na rast biljaka (Whipps, 2001; Rincén et al., 2008).
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Tabela 1. Uticaj PGPB na drvenaste vrste

PGPB Biljka Benefit Izvor
Burkholderia cepacia Morus alba L. lnhl_blcua p_atogena, Jietal,
stimulacija rasta 2010
Klijanje semena,
stimulacija ranog
Azotospirillum brasilense I()EbuuclilsyE;leJS%II rasta sadnica, Z:Jerzltgl%t
g ' porast biomase N
korena
- stimulacija rasta,
Agrobacterium tumefaciens seulzgggga L porast ukupne Hagoeltzal.,
P ' biomase
Azotobacter chroococcum; Pinus svivestris
Bacillus megaterium; B. S yIve: . .. Gujanici¢
circulans; B. licheniformis; B L. Picea abies L. stimulacija rasta etal., 2012
pumilus; B. amyloliquefaciens Karst
Thuja plicata stimulacija rasta, Anand i
Paenibacillus polymyxa Donn poveéan sadrzaj N Chanway,
' u listovima 2013
stimulacija rasta,
Pinus contorta uspesnije
Paenibacillus polymyxa var. latifolia prezivljavanje, ,;nag(c)il%t
(Dougl.) Engelm.  povecan sadrzaj N N
u listovima
Ulmus pumila L.;
. Robinia Hajnal-
Azotobacter chroococcum; . ) . .. .
Strentomyees s pseudoacacia L.; stimulacija rasta Jafari et
ptomy P- Acer dasycarpum al., 2014
Ehrh.
Bacillus licheniformis; ..
Robinia

Aeromonas hydrophila;

pseudoacacia L.;

stimulacija rasta

Karlic¢i¢ et

Pseudomonas putida; . . al., 2015
. . Pinus sylvestris L.
Burkholderia cepacia
Mesorhizobium s Betula pubescens Stlggl?gijgnﬁlsst: | Sousa et
P- Ehrh. P al., 2015
korena
stimulacija rasta,

Pseudomonas putida; Bacillus  Corylus avellana 7a rg%?]?:(lg;ena Rostamikia
subtilis; Enterobacter cloacae L. P " etal, 2016

porast ukupne
biomase
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Jedna od strategija da se obezbedi opstanak PGPB u rizosferi je rano
uspostavljanje korisnih endofitnin PGPB zajednica unutar korenovog sistema(Forchetti
et al., 2007). Mnoge PGPB su sposobne da endofitno kolonizuju biljne organe i
prilagode se uslovima ove specifi¢ne nise, a da pri tome ne izazovu Stetne posledice po
biljku (Compant et al., 2005). Korisne endofite se redovno javljaju u prirodi, imaju
sposobnost da produ kroz korteks korena, prevazidu endodermis i dospeju do
vaskularnog sistema, kolonizuju ga kao i ostale organe (cvet, plod, list, stablo, seme),
uticu¢i pozitivno na rast, produktivnost i zdravstveno stanje biljke (Kim et al., 2012).
Biljka domacin Stiti endofite od uticaja spoljasnje sredine i kompeticije ostalih
mikrobnih zajednica (Forchetti et al., 2007). Takode, smatra se da autohtone mikrobne
zajednice izolovane iz rizosfere odgovarajuée biljke mogu biti efikasnije u promociji
rasta date biljke od primene stranih izolata (Forchetti et al., 2007; Mahalakshmi i
Reetha, 2009; Kumar et al., 2014). Razlog za to je bolja adaptiranost domace mikroflore
na konkretne uslove sredine (Mayak et al., 2004).

Vecdina proizvoda na trziStu je bazirana na koriS¢enju pojedinacnih sojeva
(Figueiredo et al., 2010) ali savremene tendencije naglasavaju ekoloSke prednosti
mesanih bakterijskih populacija. Primenom preparata na bazi vise izolata se mogu
postic¢i sinergisticki efekti i dobiti bolji rezultati u odnosu na primenu pojedina¢nih
sojeva (Raicevi¢ et al., 2010). Primer toga je koinokulacija sa azotofiksatorima i
bakterijama koje solubilizuju fosfor. Na ovaj nacin se postize izbalansirana ishrana
biljaka i bolji prinos je¢ma (Belimov et al., 1995), soje (Abdalla i Omar, 2001) i pSenice
(Galal, 2003), dok je inokulacija sa Rhizobium, Pseudomonas i Bacillus, uticala na
povecanje produktivnosti kikirikija (Mathivanan et al., 2014).

Za uspe$nu primenu bioinokulata neophodno je izabrati i adekvatan nosa¢ koji
obezbeduje sigurnu sredinu za bakterije prilikom skladistenja i nakon aplikacije. Danas
su u upotrebi razli¢iti materijali, od gline, talka, treseta, vermikulita, perlita, zeolita,
komposta, do nosaa na bazi polimera, poput alginata, koji inkapsuliraju bakterije
unutar svog matriksa i postepeno ih otpustaju u zemljiSte tokom procesa degradacije
(Garcia-Fraile et al., 2015).

UspesSna primena bioinokulata u poljoprivrednoj proizvodnji je podstakla dalja
istrazivanja PGPB koja su dovela do toga da postanu deo novih, odrzivih

ekoremedijacionih tehnologija.
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2.6. Ekoremedijacioni potencijal bakterija stimulatora biljnog rasta

Degradacija zemljista kao posledica ljudske aktivnosti svakodnevna je pojava
(Ishida et al., 2009). Sposobnost PGPB da stimuliSu rast biljaka u siromaS$nim i
kontaminiranim supstratima, povecaju otpornost na (a)bioticke stresove, i Stepen
prezivljavanja nakon presadivanja omogucéila je njihovu primenu u Sumarstvu,
hortikulturi, fitoremedijaciji, bioremedijaciji i rekultivaciji degradiranih podrucja
(Pereira i Castro, 2014). Projekti reforestacije i rekultivacije zahtevaju sadni materijal
visokog kvaliteta, sposoban da se adaptira i prezivi nepovoljne uslove sredine (Davis i
Jacobs, 2005). Inokulacija zemljista sa PGPB povecava stepen prezivljavanja i kvalitet
sadnica, naroCito ako se supstrat karakteriSe niskom mikrobioloskom aktivnoSéu
(Chanway, 1997; Dominguez-Nufiez et al., 2015). Inokulacija korisnim bakterijama se
moze vrsiti 1 na terenu i u rasadniku. Spaepen et al. (2009) smatraju da kori$éenje ove
tehnike u rasadnicima indukuje energican rast sadnica pruzaju¢i predispozicije za bolje
rezultate u polju.

Rizoremedijacija je pristup kojim se uspostavljanjem sinergistickih odnosa
izmedu biljke i mikrobnih zajednica u rizosferi ubrzava proces oporavka zemljista
zagadenog neorganskim i organskim zagadivac¢ima (Makris et al., 2009). Od posebnog
znacaja za proces rizoremedijacije su PGPB koje produkuju auksine, amonijak, ACC
deaminazu (Singh et al., 2015). U uslovima povecane koncentracije ukupnih
ugljovodonika nafte (TPHSs), inokulacija nekoliko vrsta trava sa PGP Pseudomonas sp.
UWa3 i Pseudomonas putida UW4 je dovela do porasta biomase biljaka (Gurska et al.,
2009). Inokulacija Arabidopsis sp. sa Pseudomonas putida PML2 je rezultirala brzom
degradacijom polihlorovanih bifenila (Narasimhan et al., 2003). Huang et al. (2004) su
zabelezili povecanje tolerancije Festuca arundinacea na prisustvo policikli¢nih
aromati¢nih ugljovodonika nakon inokulacije sa Azospirillum brasilense. Rezultat
ovakvog delovanja PGPB je ubrzan proces degradacije organskih zagadivaca. PGPB
ubrzavaju proces uklanjanja teSkih metala poveéanjem njihove dostupnosti i
stimulacijom produkcije biomase biljaka (Hansda et al., 2014). Inokulacija uljane repice
Pseudomonas chlororaphis SZY6, Azotobacter vinelandii GZC24 i Microbacterium

lactium YJ7 je stimulisala rast korena u uslovima poveéane koncentracije bakra (He et
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al., 2010). Ma et al. (2009) su zabelezili pove¢anu akumulaciju nikla i hroma u tkivima
korena i stabla uljane repice inokulisane sa Achromobacter xylosoxidans Ax10.

Poslednjih godina je postalo jasno da je "zelena revolucija” dostigla svoje
granice u povecanju prinosa ali i nezeljenim efektima po Zivotnu sredinu (Steffen et al.,
2015). Da bi poljoprivreda odgovorila na zahteve kao §to je proizvodnja bezbedne hrane
uz ekolosku odrzivost potreban je revolucionaran pristup (Foley et al., 2011). U skladu
sa ovim izazovom, Bender et al. (2016) predlazu "underground revoluciju® odnosno
revoluciju “ispod zemlje”, koja ¢e integrisati znanja o tome kako bioloski sistemi i
zemljisni biodiverzitet funkcioniSu u upravljanje agroekosistema. Da bi se postigli
maksimalni efekti strategija upravljanja se mora primeniti na vi$e nivoa, a pre svega na
poboljsanje opsSteg biodiverziteta u zemljiStu 1 uticaj na odredene ekosistemske procese
koji su korisni za odrzivu, kratkorocnu i dugoro¢nu proizvodnju hrane (Bender et al.,
2016).

U ove strategije se uklapa i iskori§¢avanje biljno-mikrobnih interakcija i PGPB u
cilju bezbedne proizvodnje hrane, ali i primene u ekoremedijacionim tehnologijama.
Diverzitet zemljiSnih bakterija, pored znacajnih ekosistemskih uloga, moze imati i
prakti¢nu primenu u poljoprivredi, bioremedijaciji i istrazivanju novih biohemikalija za

upotrebu u medicini i industriji.
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3. CILJ RADA

Primena PGPB inokulata predstavlja aktuelan pravac u sklopu odrzive
proizvodnje. Njihovom primenom se nastoji da se smanji zavisnost savremene
poljoprivredne proizvodnje od primene hemijskih proizvoda (mineralna dubriva i
pesticidi). Rezultati postignuti u poljoprivrednoj proizvodnji, doveli su do porasta
interesovanja za primenu ovih organizama u Sumarstvu, hortikulturi, remedijaciji
zagadenih 1 rekultivaciji devastiranih podrucja.

Ciljevi disertacije izvedeni su iz polazne hipoteze da zemljisne bakterije imaju
sposobnost stimulacije rasta biljaka i da tu sposobnost mogu ispoljiti 1 u oSte¢enim
zemljiSnim ekosistemima, 1 na taj nain postaju znacajna komponenta u
ekoremedijacionim tehnologijama.

Cilj disertacije je ispitivanje moguénosti primene odabranih bakterijskih izolata
iz grupe PGPB u ekoremedijacionim tehnologijama siroma$nih supstrata i zemljista sa
visokim sadrzajem organskih zagadivaca.

Polaze¢i od toga da je moguéa primena samo identifikovanih i1 precizno
okarakterisanih bakterijskih izolata cilj doktorske disertacije je stvaranje kolekcije
identifikovanih zemljiSnih bakterijskih izolata Sto podrazumeva ispitivanje biohemijskih
karakteristika i primenu molekularnih metoda identifikacije.

U cilju izbora izolata iz grupe PGPB ispitivana je sposobnost identifikovanih
izolata bakterija da produkuju amonijak, auksin, ACC deaminazu, sideroforu,
sposobnost da rastvaraju neorganske fosfate kao i antagonisticko dejstvo prema Botrytis
cinerea i Pythium aphanidermatum.

Cilj disertacije je ispitivanje uticaja odabranih izolata bakterija sa PGP efektima
na parametre rasta ratarskih i drvenastih biljnih vrsta. Prva karika uspeSne inokulacije je
sposobnost kolonizacije korena biljaka i zbog toga je kao cilj postavljeno ispitivanje
povrsinske 1 unutraS$nje kolonizacije korena biljaka (slacica, pSenica, crvena detelina 1
suncokret). Sagledavajuci znacaj drvenastih biljnih vrsta u rekultivaciji siromasnih
supstrata, kao i ¢injenice da u nasoj zemlji, koliko je poznato, nisu vrSena ovakva
istrazivanja za cilj disertacije je postavljeno ispitivanje uticaja PGPB u in vivo uslovima
na smréu (Picea abies L. Karst), beli bor (Pinus sylvestris L.), bagrem (Robinia

pseudoacacia L.) i platan (Platanus x acerifolia (Aiton) Willd.).
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Za izolaciju bakterija stimulatora biljnog rasta korisceni su:

* Poljoprivredno zemljiSte uzorkovano sa salasa Karaman (Kisa¢, Republika
Srbija, 45° 22’ 34" SGS, 19° 46’ 14" IGD) na kome je u vreme uzorkovanja
organski gajen kineski kupus (Brassica rapa L. ssp. pekinensis);

= Sumsko zemljiste uzorkovano u sastojini smrée (Picea abies L.) u okviru
Specijalnog rezervata prirode Uvac (Nova Varo$, Republika Srbija, 43° 27" 29"
SGS, 19° 54’ 17" IGD);

= Deposol iz gradske sredine (deposol I) uzorkovan sa povrSina gradskog parka
(Tivat, Republika Crna Gora, 42° 26’ 07" SGS, 18° 41’ 28" IGD) koji karakterise
poveéan sadrzaj organskih zagadivaca poput policikliénih aromati¢nih
ugljovodonika (PAH), polihlorovanih bifenila (PCB) i organokalajnih jedinjenja
(Jovici¢ Petrovi¢ et al., 2014; Karlic¢i¢ et al., 2014);

=  Deposol rudnika (deposol Il) uzorkovan sa odlagalista u okviru D polja RB
Kolubara (Lazarevac, Republika Srbija, 44° 24’ 43" SGS, 20° 22’ 08" IGD).

Svi uzorci su uzeti iz povrSinskog sloja (0-30 cm) slobodnog zemljista i
transportovani u sterilnim kesama za uzorkovanje u laboratoriju Katedre za ekolosku

mikrobiologiju Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu.

4.1. Hemijske karakteristike zemljista

Hemijska karakterizacija uzoraka je izvrSena u Laboratoriji za agrohemiju i
fiziologiju biljaka Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu. Odredene su osnovne
hemijske osobine zemljista:

- aktivna (pH u H20) i supstituciona (pH u 1M KCI) kiselost;

- sadrzaj organskog ugljenika (Tjurin, modifikacija Simakov-a, 1957);

- sadrzaj ukupnog azota po Kjeldahl (Bremner i Keeney, 1965);

- sadrzaj pristupa¢nih oblika azota (NH;'-N i NO3™-N) destilacijom sa vrelom

vodenom parom iz nKCI ekstrakta (za nitratni azot koris¢ena je Devardova

legura);

- sadrzaj pristupacénih oblika P, K (Al-metod, Egner, 1960).
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4.2. Mikrobioloska karakterizacija zemljiSta

Nakon uzimanja uzoraka iz povrsinskog sloja (0-30 cm) i pripreme kompozitnog
uzorka, izvrSene su mikrobioloSke analize u laboratoriji Katedre za ekolosku
mikrobiologiju Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu.

MikrobioloSka karakterizacija zemljista izvrSena je metodama razredenja i
selektivnih mikrobioloskih podloga. Razredenje uzoraka je vrSeno u sterilnoj
vodovodskoj vodi. Utvrden je ukupan broj bakterija, gljiva, aktinomiceta, ukupnih i
sporogenih amonifikatora i brojnost slobodnih azotofiksatora. Broj ukupnih bakterija je
odreden na 10 puta razblaZzenom tripton sojinom agaru (10% TSA, Torlak, Srbija),
gljiva na krompir dekstroznom agaru (PDA; Merck, Nemacka), aktinomiceta na
skrobno-amonijacnom agaru (SKA) sastava: skrob, 10 g; (NH4),SO4 1 g; MgSO4 X 7
H,0, 1 g; NaCl, 1 g; KNO3 1 g; CaCO3, 3 g; H,0, 1000 ml.

Broj ukupnih amonifikatora je odreden na meso-peptonskom agaru (MPA,
Torlak, Srbija). Broj sporogenih amonifikatora je utvrden na MPA, a zasejavanju je
prethodilo zagrevanje odgovarajuéeg razredenja na 80°C u trajanju od 10 minuta. Broj
slobodnih azotofiksatora je odreden na Fjodorovom medijumu slede¢eg sastava:
K,HPOy,, 0,3 g; manit, 20 g; CaHPO, 0,2 g; agar, 16 g; MgSQO, 0,3 g; mikroelementi, 1
ml; NaCl, 0,5 g; FeCl3 0,1 g; CaCOs3, 0,2 g; H,0, 1000 ml. Mikroelementi za Fjodorov
medijum se pripremaju prema recepturi: HsBO,4 0,5 g; (NH4) ,M00, 5 g; KJ, 5 g; NaBr,
50; ZnS0O4 0,2 g; Alx(SOy)3 0,3 g; H20, 1000 ml.

Ukupan broj bakterija, ukupnih i sporogenih amonifikatora je odreden nakon
inkubacije u trajanju od pet dana na 30°C, gljiva nakon sedam dana inkubacije na 25°C,
dok je inkubacija aktinomiceta trajala deset dana na 30°C (Binder, Nemacka). Broj
slobodnih azotofiksatora odreden posle dva dana na 30°C. Broj mikroorganizama
izrazen je na gram suvog zemljiSta. Vlaga je odredena suSenjem na 105°C u trajanju od

2 sata (Binder, Nemacka).
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4.3. Izolacija bakterija

Morfoloski razliCite kolonije bakterija, pikirane sa MPA ploca i ploca sa
Fjodorovom podlogom su precis¢ene metodom iscrpljivanja. Provera Cisto¢e kultura
vr$ena je nakon svakog presejavanja posmatranjem mikroskopskih preparata (Nikon
Eclipse 50i, Japan).

Dobijene ¢iste kulture su ¢uvane na kosom MPA i Fjodorovom agaru na 4°C do
daljeg testiranja. U dalja istrazivanja ukljucena su i Cetiri izolata Katedre za ekolosku
mikrobiologiju, Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu (P1 ARV, T1 ARV, T6 ARV,
T10 ARV).

4.3.1. Morfoloske karakteristike ¢elija

Mikromorfoloske karakteristike (oblik ¢elija, bojenja po Gramu, prisustvo spora
i kapsula, pokretljivost celija) odredene su za svaki izolat iz formirane kolekcije.
Metodom posmatranja rasta na dubokom agaru nakon zasejavanja ubodnom ezom

odredena je pokretljivost celija.
4.4. Mehanizmi stimulacije biljnog rasta- Direktni mehanizmi
4.4.1. Produkcija amonijaka
Sposobnost izolata da produkuju amonijak utvrdena je zasejavanjem bakterijske
kulture u 10 ml peptonske vode (Torlak, Srbija) uz inkubaciju na 30°C u trajanju od
72h. Nakon inkubacije, 0,5 ml Nessler reagensa (Alfapanon, Srbija) je dodato u

epruvete. Ocitavanje promene boje izvrSeno je 5 minuta kasnije. Pojava Zute ili braon

boje znacava pozitivnu reakciju i potvrduje sposobnost izolata da produkuje amonijak.
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4.4.2. Produkcija indolsircetne kiseline (IAA)

Sposobnost  produkcije  indolsiréetne  kiseline (IAA) je  utvrdena
kolorimetrijskom metodom (Patten i Glick, 2002). Sveze kulture su zasejane u 5 ml M9

medijuma sastava:

M9 soli 200 ml
1M MgSOq4 2ml
20% glukoza 20 ml
1M CaCl, 0,1 ml
H,O 1000 ml

M9 soli su pripremljene prema sledecoj recepturi:

Na,HPO4 x 7H,0 64 g
KH,PO, 159
NaCl 2549
NH,CI 59
Destilovana voda 1000 ml

Inkubacija je trajala 24h pri temperaturi od 30°C i 150 rpm (Biosan ES-20,
Letonija) nakon cega je 0,5 ml ovog inokuluma preneto u 9 ml M9 medijuma
obogacenog sa 100 ug ml™ I-triptofana (Sigma Aldrich, USA) i inikubirano na
30°C/72h/150rpm. Po zavrSetku inkubacije, 2 ml bakterijske suspenzije je
centrifugirano pri 6000 x g, 15 minuta (Mini Spin, Eppendorf, Germany). Zatim je 1 ml
supernatanta prenet u staklenu epruvetu i pomeSan sa 2 ml Salkowski reagensa,
homogenizovan u vorteksu i inkubiran u mraku, na sobnoj temperaturi u trajanju od 25
minuta.

Ocitavanje apsorbance vrSeno je na 540 nm (T70 UV/VIS Spectromer, PG
Instruments LTD). Dobijene vrednosti su uporedene sa vrednostima standardne krive

IAA, a koli¢ina proizvedene IAA je izrazena u pg ml™.
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Salkowski reagens ima sledeci sastav:

95-98% H,SO, 150 ml
0,5 M FeCl; x 6H,0 7,5 ml
H.0 250 ml

Rastvor I-triptofana, koncentracije 1 mg ml™, pripremljen je u destilovanoj
vodi, sterilisan kroz filter promera 0,2 um (Sarstedt, Nemacka) i dodat u podlogu do
postizanja finalne koncentracije od 100 pug ml™ I-triptofana.

Standardna kriva IAA je konstruisana rastvaranjem 10 mg sinteticke IAA
(Sigma Aldrich, USA) u 10 ml acetona. Ovako pripremljen rastvor je razblazen u M9
medijumu do koncentracija od 5, 10, 20, 50, 100 pug ml™. U 1 ml svakog pojedinatnog
rastvora dodato je 2 ml Salkowski reagensa. Nakon inkubacije od 25 minuta na sobnoj

temperaturi izvr$eno je ocitavanje na 540 nm.

4.4.3. 1-aminociklopropan-1-karboksilat (ACC) deaminazna aktivnost

ACC deaminazna aktivnost odredena je na osnovu sposobnosti izolata da koriste
ACC kao izvor azota. Ova osobina je utvrdena pracenjem rasta izolata na Dworkin-
Foster (DF) podlozi u kom je ACC predstavljao jedini izvor azota.

Sastav DF hranljive podloge je:

KH,PO, 49 CuSOq 50 ug
Na;HPO4 60 MoOs 10 pg
MgSO,4 x 7H,0 0,29 Glukoza 290
FeSO4 x 7TH,0 1mg glukuronska kiselina 2g
H3;BO; 10 pg limunska kiselina 290
MnSO, 10 pg agar 209
ZnS0O, 70 ug H,O 1000 mi

Bakterijske kulture su osvezene zasejavanjem u 5 ml TSB i inkubirane od 24-
48h na 30°C pri 150 rpm (Biosan ES-20, Letonija). Nakon inkubacije bakterijske
suspenzije su centrifugirane 6000 x g, 10 minuta (Mini Spin, Eppendorf, Germany),
isprane sterilnim 0,1M MgSQy i resuspendovane u sterilnom 0,1M MgSO,.
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Ovako pripremljene bakterijske suspenzije zasejane su u vidu kapi na Petri
kutije sa DF medijumom u koji je dodat 3 mM ACC. Prethodno je 3 mM rastvor ACC-a
(Sigma Aldrich, USA) pripremljen, sterilisan kroz 0,2 um filter i ¢uvan na - 20 °C do
upotrebe. Neposredno pre dodavanja u DF podlogu, rastvor je otopljen na sobnoj
temperaturi.

Pozitivnu kontrolu je postavljao DF medijum sa (NH4),SO, kao izvorom azota,
a negativnu kontrolu DF medijum bez azota. Pojava kolonija na DF medijumu u kom je
ACC predstavljao jedini izvor azota nakon 48h inkubacije na 30°C je potvrda ACC

deaminazne aktivnosti izolata (Husen et al., 2009).

4.4.4. Produkcija siderofora

Utvrdivanje sposobnosti izolata da produkuju siderofore izvrseno je na CAS
agaru (Schwyn i Neilands, 1987). Za pripremu ovog medijuma potrebna su cetiri
rastvora:

1. Rastvor boje:

a) 0,06g hrom azurol S (CAS; Fluka) rastvoreno je u 50 ml dH20,

b) 0,0027g FeClz x 6H,0 u 10ml 10mM HCI,

c) 0,073g heksadeciltrimetilamonium bromid (HDTMA; Sigma) u 40ml dH,O.

Cela koli¢ina rastvora a pomesana je sa 9 ml rastvora b, ¢ime je dobijen rastvor
indigo plave boje koji je dodat u rastvor c, polako, uz blago mesanje kako bi se izbegla
pojava mehurica. Rastvor je autoklaviran (121°C/20 minuta) i ohladen na 50°C.

2. Pufer rastvor (pH 5 —6,8):

KH,PO,4 039
NaCl 050
NH,CI 1g
H,0 750 ml

U ovako pripremljen rastvor je dodato 30,24 g piperazin-N,N'-bis(2-
etansulfonska kiselina) (PIPES; Sigma) i 15 g agara. Rastvor je autoklaviran (121°C/20

minuta) i ohladen na 50°C.
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MO rastvor je sledeceg sastava:

Manitol 29 CuSO4 x5 H,0 0,04 mg
ZnSO4 X 7TH,0 1,2mg H3;BO3 1,4 mg
Tripton 30 Na;MoO, x 2H,0 1mg
MgSO,4 x 7H,0 0,493 ¢g MnSO,4 x H,O 1,17 mg
CaCl, 11 mg H.O 70 ml

Izvrseno je autoklaviranje na 121°C/20 minuta i hladenje na 50°C.

3. Rastvor glukoze koncentracije 20% je pre upotrebe filtriran kroz 0,2 pm

filter (Sarstedt, Nemacka).

Ovako pripremljeni rastvori, ohladeni na 50°C su pomeSani slede¢im
redosledom: pufer rastvor, M9 rastvor, rastvor glukoze i rastvor boje. Dobijena hranljiva
podloga je razlivena u Petri kutije. Na podlogu je zasejano 2 pl sveze bakterijske kulture
i inkubirano na 30°C u trajanju od 48-72h. Razvoj zuto-narandzastih zona oko kolonije

ukazuje na sposobnost izolata da produkuje siderofore.
4.4.5. Rastvorljivost fosfata
Sposobnost izolata da rastvaraju neorganske fosfate je utvrdena zasejavanjem

bakterijskih kultura na NBRIP medijum (National Botanical Research Institute’s

phosphate) sledec¢eg sastava:

Glukoza 109 Caz(PO,)2 590
MgCl,x6H,0 59 Agar 20 ¢
MgSO4x7H,0 0,259 H,O 1000 ml
KCI 0,29 pH 7,0
(NH,4)2SO4 0,1¢g

Inkubacija je trajala 14 dana na 30°C. Pojava svetlih zona oko kolonija ukazuju
na sposobnost izolata da solubilizuje neorganske fosfate. Indeks solubilizacije je
utvrden pomoc¢u formule (Afzal i Bano, 2008):

RO+ R Sl- solubilizacioni indeks
SI =

Ro Ro- pre¢nik kolonije

R- pre¢nik svetle zone
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4.5. Mehanizmi stimulacije biljnog rasta - Indirektni mehanizmi

4.5.1. Antifungalna aktivnost izolata

Antifungalna aktivnost izolata testirana je konfrontacijskim testom sa Botrytis
cinerea i Pythium aphanidermatum (kulture iz kolekcije Instituta za pesticide i zastitu
zivotne sredine, Beograd). Za ove potrebe kulture patogena su gajene na PDA hranljivoj
podlozi i odgajane sedam dana na 25°C. Disk pre¢nika 5 cm je uzet sa ivice sveze
kolonije patogena i postavljen u sredinu Petri kutije. Na udaljenosti od 3 cm je zasejan
bakterijski izolat u formi linije. Na kontrolnim Petri kutijama je zasejan samo biljni
patogen. Inkubacija na 25°C je trajala dok rast patogena na kontrolnoj Petri kutiji nije
zavrsen. Nakon inkubacije zabeleZen je rast patogena u kontroli i na Petri kutijama sa
obe kulture. Ogled je izveden u tri ponavljanja, a procenat inhibicije je izracunat prema
formuli predlozenoj od strane Siripornvisal (2010):

1%- procenat inhibicije patogena
ro—r,

ro

1% =

100 yo- polupre¢nik kolonije patogena na kontrolnoj Petri kutiji
r- poluprecnik kolonije patogena u konfrontacijskom testu
Antagonisticka aktivnost izolata je procenjena prema stepenu inhibicije rasta
micelije i klasifikacija bakterijskih izolata je izvrSena prema Sookchaoy et al. (2009).
Prema ovoj Klasifikaciji izolati su podeljeni u grupe sa veoma visokom (1% > 75),
visokom (1% = 61-75), umerenom (1% = 51-60) i niskom (1% < 51) antagonistickom

aktivnoscu.
4.5.2. Produkcija cijanovodonic¢ne Kiseline

Produkcija cijanovodonicne kiseline (HCN) je odredena zasejavanjem svezih
kultura, sterilnim Stapiéem za bris, na TSA hranljivu podlogu obogacenu sa 4,4 g I
glicina (Mahalakshmi i Reetha, 2009). Sterilan filter papir (Whatman No. 1), uronjen u
vodeni rastvor 0,5% pikrinske kiseline i 2% Na,COg, postavljen je na poklopac zasejane
Petri kutije. Petri kutije su zatvorene parafilmom. Inkubacija je trajala sedam dana na
30°C nakon ¢ega je konstatovano da li je doSlo do promene boje filter papira. Pojava

svetlo braon do tamno braon boje ukazuje na produkciju HCN-a.
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4.5.3. Produkcija litickih enzima (lipaze, #-glukozidaze, N-acetil-$-

glukozaminidaze, proteaze, celulaze)

Kvalitativno odredivanje lipaze, f-glukozidaze i N-acetil-f-glukozaminidaze je
izvrSeno uz pomo¢ APl ZYM kita (BioMereux, Francuska), prema uputstvu
proizvodaca.

Produkcija proteaza (kazeinaza) je utvrdena na sterilnom mle¢nom agaru

(Chaiharn et al., 2008) sledeceg sastava:

Kazein 59
Ekstrakt kvasca 250
Glukoza 1g
Agar 159
Obrano mleko u prahu 709
H,0 1000 ml

Sveze bakterijske kulture su zasejane u vidu kapi (2 pul) i inkubirane na 30°C u
trajanju od 48h. Pojava Cistih zona oko kolonije je pokazatelj proteolitske aktivnosti.
Produkcija celulaze je utvrdena zasejavanjem 2 pl inokuluma sveze kulture na

podlogu sa karboksimetil celulozom (CMC, Sigma Aldrich, USA) sastava:

CMC 109 NaNOs 29
KzHPO, 5¢ FeSO, 0,01g
MgSQO4x7H,0 0,259 Agar 209
CaCl; 0,29 H,O 1000 ml
MnSQO, 01g

Nakon inkubacije od 48h, na 30°C razvijene kolonije su prelivene 0,1%
rastvorom Congo red u 1M NaCl. Boja je po isteku 10-12 minuta isprana sa 1M NaCl.
Pojava svetlih zona oko kolonija ukazuje na celulaznu aktivnost (Angsana et al., 2009).
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4.6. Sposobnost povrsinske i endofitne kolonizacije

Na osnovu sposobnosti izolata da ispolje direktne i indirektne mehanizame koji
stimulisu rast biljaka, izabrano je osam izolata: Z-1 ARV; 2T ARV; 333 ARV;
10_ARV; NV5 ARV; D5 ARV; P1 ARV i T10 ARV. Utvrdena je i sposobnost
povrsinske i endofitne kolonizacije korena odabranih izolata. KoriS¢ena su semena
slede¢ih biljnih vrsta: slacice (Sinapis alba L.), pSenice (Triticum vulgare L.), crvene
deteline (Trifolium pretense L.) i suncokreta (Helianthus annuus L.).

Sterilizacija_semena je izvrSena potapanjem u 70% etanol u trajanju od 2

minuta uz blago mesanje. Nakon toga seme je preneto u 2% rastvor NaOCI u trajanju od
15 minuta. Semena su, zatim, isprana sterilnom destilovanom vodom (5-10 X) i
potopljena u rastvor koji sadrzi 600 mg L™ penicilina i 250 mg L™ streptomicina u
trajanju od 30 minuta. Nakon toga, semena Su osuSena u asepticnim uslovima, u
laminarnoj komori. Provera sterilnosti je izvrSena postavljanjem suvih semena na
hranljivu podlogu (MPA) i inkubiranjem na 30°C u trajanju od 48h. Odsustvo
bakterijskog rasta je potvrda sterilnosti semena.

Inokulacija _semena. Semena su inokulisana potapanjem u bakterijsku

suspenziju u trajanju od 1h/25°C/100rpm, a zatim osu$ena u laminarnoj komori.
Bakterijska suspenzija je pripremljena inokulacijom 10 ml meso-peptonskog bujona
(MPB, Torlak, Srbija) i Fjodorovog medijuma odgovaraju¢im izolatom i inkubiranjem
na 30°C u trajanju od 48-72 h. Nakon inkubacije ¢elije su oborene centrifugiranjem na
6000 x g 15 minuta (Mini Spin, Eppendorf, Germany) i isprane 2 puta sterilnom
destilovanom vodom. Pre same inokulacije brojnost ¢elija je podesena na 10° CFU ml™
(apsorbanca od 1 na 600 nm; T70 UV/VIS Spectromer, PG Instruments LTD).

Prisustvo odredenog bakterijskog izolata na povrSini semena je utvrdeno
standardnim mikrobioloskim metodama. Broj bakterija je izrazen kao broj CFU po

semenu.
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Povrsinska kolonizacija korena. Inokulisana, osuSena semena su asepti¢no

preneta u epruvete sa sterilnim Hoagland rastvorom sledeceg sastava:

NH;H,PO, 1mM CuSO4-5H,0 4 uM
KNO; 3mM Na,MoO, 0,20 uM
Ca(NO3),-4H,0 2 mM NaCl 0,5 mM
MgSO4-7H,0 1mM Na EDTA 45 M
H3BO;, 25uM FeSO4-7H,0 45 uM
MnCl,-4H,0 5 uM H,0 1000 ml
ZnS04-7H,0 3,8 uM

U svaku epruvetu je uneto po jedno seme i gajeno 14 dana na temperaturi od
25°C pri duzini dana od 12 h. Nakon dve nedelje, biljke su izvadene iz hranljivog
rastvora. Koren je odvojen od nadzemnog dela i iskori$é¢en za utvrdivanje sposobnosti
povrsinske i endofitne kolonizacije izolata. Broj ¢elija izolata na povrsini korena biljaka
je odreden metodom razredenja i izrazen je kao broj CFU g™ svezeg korena.

Endofitna kolonizacija korena. Koren je potopljen u 70% etanol 30 sekundi, a

zatim u 0,1% HgCl, 3 minuta i finalno ispran sterilnom destilovanom vodom. Provera
uspesnosti povrsinske sterilizacije korena izvrSena je postavljanjem korena na Petri
kutije sa MPA i inkubacijom od 48 h na 30°C. Sterilan koren je maceriran u asepti¢nim
uslovima. Broj ¢elija u unutras$njosti korena biljaka je odreden metodom razredenja i

izrazen je kao broj CFU g™ svezeg korena.
4.7. Biohemijska identifikacija izolata
Izolati su biohemijski okarakterisani uz pomo¢ API20E (Z-1 ARV), API20NE

(10_ARV, P1 ARV) i API50CHB (D5 ARV) (BioMérieux, Francuska) prema uputstvu

proizvodaca. Rezultati su analizirani uz pomo¢ softvera APIWeb, Version-1.1.0.
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4.8. Molekularna identifikacija

Molekularna identifikacija izolata je izvrsena sekvencioniranjem produkata
dobijenih amplifikacijom sekvence gyr B gena, koja kodira subjedinicu B DNA giraze
(topoizomeraze tip 1) i poredenjem sekvenci sa sekvencama dostupnim u GenBank bazi
podataka.

Ekstrakcija hromozomalne DNK. DNK je ekstrahovana iz sveze kulture

dobijene gajenjem izolata u MPB podlozi u trajanju od 24-48h/30°C/150 rpm.
Ekstrakcija hromozomalne DNK je izvrSena pomocu komercijalnog ZR Soil Microbe
DNA MiniPrep Kit-a (Zymo Research, USA) prema uputstvu proizvodaca.

Lancana reakcija polimeraze (PCR). Lancana reakcija polimeraze (PCR) je

izvedena na termosajkleru (Kyratec, Australia) u radnoj zapremini od 50 ul koja se
sastojala od: 10 ul reakcionog pufera (5XKAPA2G Buffer A, KapaBiosystems, UK), 1
ul dNTP (KapaBiosystems, UK), 0,2 ul HotStart DNA Polymerase (KapaBiosystems,
UK), po 1,25 pl svakog prajmera (100 pmol pul™, Metabion International, Nemacka), 1
ul DNK i odgovarajuce koli¢ine Rnase-free vode (Molecular Biology Grade Water,
Eppendorf). U svakoj PCR reakciji kao negativna kontrola koriS¢ena je smeSa svih
reagenasa potrebnih za umnozavanje, a umesto DNK uzorka dodata RNase-free voda.

Prajmeri kori$c¢eni za amplifikaciju su prikazani u Tabeli 2.

Tabela 2. Parovi prajmera koris¢eni za amplifikaciju fragmenata gyr B gena

E?E;jor;l/:e = Sekvenca (5°-37) Izolat

ayr-320 TAARTTYGAYGAYAACTCYTAYAAAG
T(R=Aor G;Y=CorT) Z-1 ARV

rgyr-1260 CMCCYTCCACCARGTAMAGTTC (Dauga, 2002)
(R=AorG; Y=CorT;M=AorC)

UP-1EqyrB CAGGAAACAGCTATGACCAYGSNGGN | D5 ARV,
GGNAARTTYRA 10 ARV

modUP2r TGTAAAACGACGGCCAGTCCRTCNACR | (Yamamoto et al.,
TCNGCRTCNGTCAT 2000)
CAGGAAACAGCTATGACCAYGSNGGN

kel CGNAARTTYRA E&aﬁz\rgoto et al.

APrU gyrB TGTAAAACGACGGCCAGTGCNGGRTC 2000) ’
YTTYTCYTGRCA
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Reakcija je izvrSena pri slede¢im uslovima: inicijalna denaturacija na 94°C u
trajanju od 3 minuta je pracena sa 30 ciklusa koji se sastoje od denaturacije na 94°C u
trajanju od 1 minuta, hibridizacije na 57°C u trajanju od 1 minuta i elongacije na 72°C u
trajanju od 2 minuta. Finalna elongacija je izvrSena pri 72°C u trajanju od 7 minuta
(Ribeiro i Cardoso, 2012).

Vizuelizacija PCR produkata obavljena je razdvajanjem na 1% agaroznom gelu
rastvaranjem agaroze u 1 x TBE puferu (Fermentas, Litvanija). Koli¢ina od 5 ul PCR
produkata je pomesana sa 0,5 pl Midori Green boje (Nippon Genetics Europe GmbH) 1
uneta u bunari¢e. Oc¢ekivana veli¢ina fragmenata je iznosila ~ 1000 bp. Odredivanje
veli¢ine produkta izvrSeno je poredenjem sa odgovaraju¢im markerom (Nippon
Genetics Europe GmbH). Elektroforeza je izvedena pri konstantnoj struji od 100 V u
trajanju od 40 minuta u aparatu za horizontalnu elektroforezu (Advance, Mupid-One,
Japan).Fragmenti su posmatrani u komori transiluminatora (Nippon Genetics Europe
GmbH). Prisustvo jednog DNK fragmenata oc¢ekivane duzine oznaceno je kao pozitivna
reakcija. PCR produkti su sekvencionirani na ABI 3730XL Sequencer-u (Macrogen,
Inc., Seul, Koreja) u oba smera. Prajmeri koriS¢eni za sekvenciranje precis¢enog

proizvoda su prikazani u Tabeli 3.

Tabela 3. Parovi prajmera kori$c¢eni za sekvenciranje

Parovi prajmera | Sekvenca (5°-3) Izolati
r-320 TAARTTYGAYGAYAACTCYTAYAAAGT
ad (R=AorG;Y=CorT) 21 ARV
ravr-1260 CMCCYTCCACCARGTAMAGTTC
ad (R=AorG; Y=Cor T;M=Aor C)
M13R-pUC CAGGAAACAGCTATGAC D5 ARV, 10_ARV,
M13-FP TGTAAAACGACGGCCAGT P1 ARV

Poravnavanje sekvenci je izvrSeno uz pomo¢ Clustal W 2.0 algoritma (Larkin et
al., 2007) i MEGAJS softvera (Tamura et al., 2011). Dobijene sekvence su uporedene sa
poznatim 16S rRNA sekvencama dostupnim u GenBank bazi podataka (National Centre
for Biotechnology Information, Bethesda, Maryland, USA). Konsenzusi nukleotidnih
sekvenci su deponovani u GenBank bazi podataka gde su im dodeljeni pristupni brojevi

(GenBank Accession Number).
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4.9, Ekoloske karakteristike izolata

Uticaj temperature na izolate. Odnos dobijenih izolata prema temperaturi
sredine ispitan je gajenjem na MPA podlozi i inkubiranjem na odgovarajucoj
temperaturi. Pracen je rast pri temperaturama od 4, 10, 30, 35, 40, 45, 50, 55 i 60°C.

Uticaj pH vrednosti na izolate. Za ispitivanje rasta izolata pri razli¢itim pH
vrednostima koris¢ena je MPA podloga ¢ija je pH vrednost pre autoklaviranja podesena
dodavanjem 1M rastvora HCI ili 1M rastvora NaOH. Ispitan je rast pri slede¢im pH
vrednostima: 3,5; 4; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 7,0; 8; 8,5; 9; 9,5; 10; 10,5 i 11. Formiranje
kolonija na podlogama sa odgovaraju¢om pH vrednos$éu nakon 48-72 h inkubacije pri
30°C je smatrano pozitivnim rezultatom.

Uticaj natrijum-hlorida na izolate. Odnos dobijnih izolata prema sadrzaju soli
ispitan je na MPA podlozi u koju je pre autoklaviranja dodat NaCl do finalnih
koncentracija: 3, 5 i 7%. Formiranje kolonija na ovim podlogama nakon 48-72 h
inkubacije pri 30°C smatrano je pozitivnim rezultatom.

Uticaj teskih metala na izolate. Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC)
teSkih metala je utvrdena na Mueller-Hinton (Merck, USA) medijumu uz pomo¢ 96-
Gelijskih mikrotitar plo¢a. U Mueller—Hinton medijum je po autoklaviranju dodat Cu*?,
Cr*® i Cd*™ u koncentraciji od 20 mM. Metali su dodati u obliku CuSO4 x 5 H-0,
K2Cr,07 1 CdCIl; x 6 H,O (Merck, USA). U prvi red 96-Celijske mikrotitar ploce je
dodato 100 ul ovako pripremljenog Mueller—Hinton medijuma, a u sve ostale ¢elije po
50 pl sterilne destilovane vode. U dugi red 96-celijske mikrotitar ploce je dodato 50 pl
rastvora iz prvog reda. Nakon toga je u svaku narednu celiju dodato 50 pl rastvora iz
prethodne. Ovako je postignut gradijent koncentracija od 20 mM do 0,15 mM. Svaka
¢elija mikrotitar ploCe je inokulisana sa 100 pl suspenzije odgovarajuceg bakterijskog
izolata. Nakon inkubacije u trajanju od 48-72 h pregledane su celije mikrotitar ploce i
na osnovu pojave zamucenja konstatovano je prisustvo celijskog rasta. Sadrzaj prve
¢elije u seriji razredenja u kojoj nije zabeleZen rast je zasejan na MPA podlogu i
inkubiran 24-72 h. Pojava kolonija na hranljivoj podlozi bila je pokazatelj inhibitornog

dejstva odgovarajuce koli¢ine teSkog metala.
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Otpornost izolata na prisustvo ampicilina i tetraciklina. Otpornost izolata na
antibiotike je utvrdena uz pomo¢ diskova sa 10 pg ampicilina i 30 pg tetraciklina (BD
BBL, USA). Bakterijske kulture su osvezene zasejavanjem u MPB i inkubiranjem na
30°C u trajanju od 24-48 h. Po zavrSenoj inkubaciji, 50 ul suspenzije je preneto u 5 mi
sterilnog 0,9% NaCl rastvora i homogenizovano pomoc¢u vorteksa. Suspenzija je
sterilnim Stapi¢em za bris naneta na povrsinu MPA. Diskovi antibiotika su postavljeni
po suSenju suspenzije. Inkubacija je trajala 18-24 h na 30°C nakon ¢ega je izmeren
pre¢nik zone u Kkojoj je izostao rast bakterija. Procena osetljivosti ili rezistentnosti

izolata je izvrSena na osnovu smernica datih od strane proizvodaca.
4.10. In vivo ogledi
Na osnovu rezultata dobijenih nakon ogleda koji su ukljucivali produkciju
amonijaka, I1AA, siderofora, rastvorljivost fosfata i antifungalnu aktivnost izabrana su
Cetiri izolata (Z-1 ARV, 10_ARV, D5 ARV i P1 ARV) i njihov konzorcijum za pracenje
uticaja na rast biljaka.

4.10.1. Uticaj inokulacije na rast ratarskih kultura

Priprema_inokuluma. Bakterijske kulture stare 24 h presejane su u 10 ml

odgovaraju¢eg medijuma (MPB ili Fjodorov medijum). Nakon inkubacije od 48-72 h na
temperaturi od 30°C bakterijskim kulturama je inokulisano 100 ml istog medijuma.
Inkubacija je trajala 48-72 h na temperaturi od 30°C. Po inkubaciji ¢elije su oborene
centrifugiranjem u trajanju od 10 minuta pri 6000 x g (5804 R, Eppendorf, Germany), a
zatim isprane 2x sterilnom destilovanom vodom. Konacan broj bakterija je podesen
sterilnom destilovanom vodom na 10®° CFU ml™. Pripremljeni su inokulumi
pojedinacnih bakterijskih kultura i njihovog konzorcijuma u odnosu 1:1:1:2 (Z-1 ARV:
D5 ARV: P1 ARV: 10_ARV).
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U ogledu su koris¢eni sledeci tretmani:

Z-1 ARV: Seme inokulisano suspenzijom izolata Z-1 ARV,

10_ARV: seme inokulisano suspenzijom izolata 10_ARV;

D5 ARV: Seme inokulisano suspenzijom izolata D5 ARV;

P1 ARV: Seme inokulisano suspenzijom izolata P1 ARV,

MIX: Seme inokulisano mesavinom napravljenom u odnosu 1:1:1:2 (10_ARV);

KDP: negativna kontrola;

KFP: pozitivna kontrola.

Semena slacice (Sinapis alba L.), psenice (Triticum vulgare L.), crvene deteline
(Trifolium pretense L.) i suncokreta (Helianthus annuus L.) su pripremljena i
inokulisana na nacin opisan u poglavlju 4.6. Posejana su u plasticne posude napunjene
sa 0,5 kg deposola 11, iz rudarskog basena RB Kolubara (Srbija). Negativnu kontrolu
(KDP) predstavlja neinokulisano seme gajeno u deposolu Il. Pozitivnu kontrolu (KFP)
predstavlja neinokulisano seme gajeno u komercijalnom supstratu (Floradur®Plant
Universal, FloraGard, Nemacka). Ogled je trajao 15 dana u laboratorijskim uslovima,
pri intenzitetu svetlosti od oko 200 pmol m™ s™* (MH Philips 600W), duZini dana od 12h
I temperaturi od 24+2°C. Svaki tretman je izveden u pet ponavljanja. Na kraju ogleda su
zabeleZeni podaci o visini biljke, duzini korena i ukupnoj suvoj biomasi.

Uticaj bakterijskih kultura na rast crvene deteline (Trifolium pretense L.)
utvrden je i gajenjem u trajanju od 3 meseca. Postavljena su dva nezavisna ogleda, u
prvom je kao supstrat koris¢en deposol Il, iz RB Kolubara, a u drugom deposol I, iz
urbane sredine, kontaminiran organskim zagadiva¢ima (Tivat, Crna Gora). Tretmani
koriS¢eni u ova dva ogleda su bili isti kao ve¢ opisani, sa tom razlikom §to je u ogledu u
kom je kao supstrat koris¢en deposol | kontaminiran organskim zagadivac¢ima negativna
kontrola (KDG) postavljena u tom suptstratu. Sterilna semena crvene deteline su nakon
suSenja i inokulisanja posejana u plasticne posude napunjene sa 0,5 kg deposola I ili
deposola 1. Ogledi su izvedeni u kontrolisanim uslovima (200 pmol m™ s™, duZina
dana od 12 h, 24+2°C). Tokom trajanja eksperimenta, biljke su kosSene tri puta, na 3 cm
od povrsine zemlje, priblizno svaki 25. dan. Pre svakog koSenja je zabelezena visina
biljaka. Suva biomasa je merena nakon svakog koSenja. Na kraju ogleda je zabelezena 1

duzina korena biljaka. Ogled je postavljen u tri ponavljanja.
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4.10.2. Uticaj inokulacije na rast drvenastih vrsta

Priprema inokuluma. Bakterijske kulture stare 24 h presejane su u 10 ml MPB

ili Fjodorov medijuma. Nakon inkubacije od 48-72 h na temperaturi od 30°C dobijene
suspenzije su prenete u 100 ml istog medijuma i inkubirane isti vremenski period.
Proces prebacivanja je zatim ponovljen u 1000 ml podloge uz iste uslove inkubacije. Po
inkubaciji ¢elije su oborene centrifugiranjem u trajanju od 10 minuta pri 6000 x g i
isprane 2x sterilnom destilovanom vodom. Konacan broj bakterija je podeSen sterilnom
destilovanom vodom na 10®° CFU ml™. Ovako dobijeni pojedinaéni inokulumi su
pomesani u odnosu 1:1:1:2 (Z-1 ARV:D5 ARV:P1 ARV:10_ARV).

U ogledu su kori$¢eni slede¢i tretmani:

D+B: deposol Il sa me$anim inokulumom odabranih izolata;

KDP: negativna kontrola;

KFP: pozitivna kontrola.

Za pracenje uticaja bakterija na rast drvenastih vrsta odabrane su jednogodiSnje
sadnice bagrema (Robinia pseudoacacia L.) i platana (Platanus x acerifolia (Aiton)
Willd.) sa golim korenovim sistemom i dvogodisnje, kontejnerski gajene sadnice belog
bora (Pinus sylvestris L.) i smrée (Picea abies L. Karst). Sadnice smrée, belog bora i
bagrema su dobijene iz Sumskog rasadnika JP SrbijaSuma (Pozega, Srbija), a sadnice
platana iz Sumskog rasadnika Vikumak (IdoS, Srbija).

Za vreme sezone mirovanja (februar) sadnice sli¢ne visine i precnika vrata
korena su presadene u plasti¢ne kese zapremine 1 dm?® (smrca, beli bor, bagrem) 1 3 dm?®
(platan) napunjene deposolom II, dok je 1/3 sadnica presadena u kese sa Floradur
supstratom (Floradur®Plant Universal, FloraGard, Nemacka). Polovina sadnica gajenih
u deposolu 1l je pocetkom vegetacione sezone (mart) inokulisana dodavanjem 100 ml
inokuluma na povrSinu supstrata. Neinokulisane sadnice gajene u komercijalnom
Floradur supstratu su predstavljale pozitivnu kontrolu (KFP). Neinokulisane sadnice
gajene u deposolu Il su predstavljale negativnu kontrolu (KDP). Kontrole su zalivene sa
100 ml sterilne destilovane vode. Svaki od tretmana je predstavljen sa 20 sadnica.
Inokulacija je ponovljena, na isti na¢in, 12 nedelja nakon S$to je izvedena prvi put.
Eksperiment je izveden na otvorenom, u dvoriStu Poljoprivrednog fakulteta,

Univerziteta u Beogradu. Prva merenja visine sadnica i pre¢nika vrata korena su
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obavljena 18 nedelja nakon prve inokulacije, a na kraju vegetacionog perioda (Oktobar),
sadnice su izvadene iz supstrata i zabelezeni su slede¢i parametri rasta: visina biljaka,

pre¢nik vrata korena i suva biomasa nadzemnog dela i korena.

4.11. Statisticka obrada podataka

Rezultati su analizirani jednofaktorskom i dvofaktorskom analizom varijanse
(ANOVA). U svim eksperimentima u kojima je bilo neophodno, za naknadna poredenja

koriséen je test najmanje znacajne razlike na nivoima 1% i 5%. Za statisticku obradu

podataka je koriS¢en SPSS 22 softverski paket (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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5. REZULTATI I DISKUSIJA

Istrazivanja u okviru ove disertacije su ukazala na mikrobni diverzitet u
prirodnim i agroekosistemima. Poznata je uloga zemljiSnih mikroorganizama u
procesima kruzenja materije i energije i stimulaciji rasta biljaka, ali jo§ uvek se malo
zna o njihovim interakcijama, dok se njihova raznolikost i dalje potcenjuje.
Mikroorganizmi stimulatori rasta biljaka se u najve¢em broju nalaze u rizosferi i uticu,
ne samo na poboljSanje rasta biljaka, ve¢ i na otpornost biljaka na bioti¢ki i abioticki
stres (Glick, 2012). Zemljiste predstavlja dragocen rezervoar mikrobnih populacija i u
okviru ovih istrazivanja je izvrSena izolacija bakterijskih populacija iz poljoprivrednog,
Sumskog =zemljista i dva deposola sa ciljem primene u ekoremedijacionim
tehnologijama. Imaju¢i u vidu da se mikrobni diverzitet smanjuje intenzivnim
koris¢enjem zemljista, Sto moze uticati na smanjenje otpornosti mikrobnih zajednica na
stres (Ding et al., 2013), u istrazivanja je ukljuceno zemljiste koje nije pod direktnim
antropogenim uticajem poput Sumskog zemljista (prva zona zastite Specijalnog
rezervata prirode Uvac, Republika Srbija, sastojina smrce), kao i poljoprivredno
zemljiSte namenjeno organskoj proizvodniji.

U istrazivanjima su koriS¢ena 1 zemljiSta nastala direktnim antropogenim
uticajem. Jedan od uzoraka deposola potice iz urbane sredine (Tivat, Republika Crna
Gora) i karakterise se povecanim sadrzajem organskih zagadivaca poput policikli¢nih
aromati¢nih ugljovodonika (PAH), polihlorovanih bifenila (PCB) i organokalajnih
jedinjenja (Jovici¢-Petrovic et al., 2014; Karli¢i¢ et al., 2014). Poznato je da prisustvo
organskih zagadivaCa favorizuje proliferaciju onih mikrobnih populacija koje su
ukljuene u procese njihove degradacije (Mukherjee et al.,, 2014), kao i da
kontaminirana zemljiSta predstavljaju glavne izvore bakterija koje obavljaju pocese
bioremedijacije (Jovici¢-Petrovi¢ et al., 2014). Drugi uzorak deposola je uzorkovan sa
odlagalista u okviru D polja povrSinskog kopa RB Kolubara (Lazarevac, Republika
Srbija) sa povrSina bez prisustva vegetacije. Rekultivacija povrSina na kojima je
zavrSena eksploatacija je uglavnom vrSena posSumljavanjem pionirskim vrstama poput

crnog bora, belog bora, bagrema (Karlici¢ et al., 2016).
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Diverzitet mikroorganizama je od klju¢ne vaznosti za odrzavanje zdravlja i
kvaliteta zemljista (Nagendran et al., 2014). Gubitak mikrobnog diverziteta smanjuje
multifunkcionalnost ekosistema i negativno uti¢e na pruzanje ekosistemskih usluga,
poput regulacije klime, plodnosti zemljista, proizvodnje hrane i vlakana u kopnenim

ekosistemima (Delgado-Baquerizo et al., 2016).

5.1. Hemijske karakteristike zemljista

Na onovu hemijskih analiza uzoraka zemljista utvrdene su razlike u pogledu
sadrzaja humusa, esencijalnih makronutrijenata (N, P, K) i pH vrednosti (Tabela 4). Na
osnovu pH vrednosti, ispitivana zemljista spadaju u jako kisela (< 4,51 u 1M KCI),
slabo kisela (5,51-6,50 u 1M KCL), neutralna (6,51-7,20 u 1M KClI) i slabo alkalna
(>7,21-8,2 u 1M KCI). Poznato je da je pH zemljista u korelaciji sa razli¢itim bioloskim
i hemijskim karakteristikama zemljista. Tako je dostupnost fosfora ograni¢ena u Kiselim
i alkalnim zemljistima. To je posledica formiranja, u vodi nerastvorljivih, fosfatnih
jedinjenja sa Fe** i AI* u kiselim, odnosno, Ca** u alkalnim zemljistima (Marra et al.,
2011). Takode, dostupnost gvozda u kiselim i baznim zemljiStima je izuzetno niska
(Gamalero i Glick, 2011). Hemijske karakteristike zemljista direktno uti¢u na strukturu

mikrobnih zajednica (Hartmann et al., 2015).

Tabela 4. Hemijske karakteristike zemljista

. 0 pH pH | Humus | Ukupan | P,Osmg | K,O mg
Uzoret 1 CaCOM | oy | kel | % N% | 100g* | 100’
Poljoprivredno |, 83 | 747 | 368 | 0252 30,8 418
zemljiste
Sumsko 0,5 49 | 396 | 285 | 0,363 0,2 17,4
zemljiste
Deposol | 1,2 725 | 7,08 | 362 | 0197 26.8 19,7
Deposol I 0,1 725 | 62 | 015 | 0018 0,4 10,4
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Poljoprivredno, Sumsko zemljiste i deposol | se odlikuju visokim sadrzajem
humusa, za razliku od deposola Il koji sadrzi 0,15%. Prema sadrzaju ukupnog azota,
poljoprivredno i Sumsko zemljiSte su dobro obezbedeni, srednje obezbeden je deposol I,
dok je deposol Il siromasan. Poljoprivredno zemljiste i deposol | se odlikuju veoma
visokim sadrzajem pristupacnog fosfora, dok vrlo nizak sadrzaj imaju Sumsko zemljiSte
I deposol Il. Sadrzaj lakopristupa¢nog kalijuma u poljoprivrednom zemljistu je vrlo
visok, u Ssumskom zemljistu i deposolu | optimalan, dok je u deposolu Il nizak. Prema
sadrzaju kalcijum-karbonata, koris¢ena zemljiSta su oznacena kao slabo karbonatna.

Rezultati osnovnih hemijskih analiza pokazuju da postoje velike razlike izmedu
supstrata odabranih za in vivo oglede. Deposol 11 se odlikuje niskim sadrzajem humusa,
neutralnom reakcijom sredine, deficitom azota, fosfora i kalijuma, sto ga kvalifikuje kao
sredinu koja nije povoljna za rast biljaka. Nasuprot tome, deposol I, sa stanovista rasta

biljaka, poseduje pogodne hemijske karakteristike.

5.2. Mikrobioloske karakteristike zemljista

Mikrobioloske analize ispitivanih zemljista imale su za cilj utvrdivanje
diverziteta pojedinih fizioloskih i sistematskih grupa mikroorganizama, imajuéi u vidu
da mikrobni diverzitet predstavlja vazan indeks zdravlja zemljista kao ekosistema
(Entry et al., 2008).

Mikrobioloske analize ukazuju da postoje razlike u brojnosti osnovnih
fizioloskih grupa mikroorganizama. Razlike su utvrdene kroz brojnost ukupnih
bakterija, gljiva, aktinomiceta, ukupnih i sporogenih amonifikatora i ukupnih
azotofiksatora (Tabela 5).

Najve¢a brojnost bakterija, gljiva 1 aktinomiceta je konstatovana u
poljoprivrednom zemljistu i deposolu I, $to je u skladu sa rezultatima hemijskih analiza
koji karakteriSu ova dva zemljista kao plodnija, u odnosu na ostale. Visok sadrzaj
humusa u ovim zemljistima je doprineo vecoj brojnosti mikrobnih populacija. Kisela
reakcija sredine Sumskog zemljista (pH 4,9) moze biti jedan od uzroka koji je doveo do
toga da, 1 pored visokog sadrzaja humusa, zasupljenost ukupnih bakterija, gljiva 1
amonifikatora bude niza u odnosu na poljoprivredno zemljiste i deposol I. Istrazivanja

Nagendran et al. (2014) su ukazala da izmedu vlaznosti zemljista i sadrzaja organske
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materije postoji pozitivna korelacija sa brojnos¢u kolonija bakterija (CFU) dok je
uocena negativna korelacija izmedu pH i CFU. Najmanja brojnost ukupnih bakterija
(0,41 x 10’ CFU g}), gljiva (0,01 x 10° CFU g™) i aktinomiceta (3,34 x 10* CFU g'1) je
zabeleZena u deposolu 11, koji je odlikuje niskim sadrzajem humusa (0,15%). Brojnost
azotofiksatora predstavlja znacajan indikator biogenosti i plodnosti zemljista. Najveci
broj ove grupe mikroorganizama je zabeleZen u Sumskom (4,73 x 10* CFU g%) i

poljoprivrednom zemljistu (2,23 x 10*CFU g%).

Tabela 5. Mikrobioloske osobine zemljista (CFU g™)

_ Ukupne Amonifikatori Ukupni
Uzorel Bakterije | Gljive | Aktinomicete | Ukupn | Sporogeni | azotofiksatori

x 10 x 10° x 10° i x 10° x 10° x 10

FEIEPMIEEIR 8,52 5,21 8,73 67,21 | 10,23 2,23
zemljiste

Sumsko zemljiSte 0,29 0,11 5,65 0,53 0,24 4,73

Deposol | 1,47 4,12 8,21 51,95 0,82 0,82

Deposol Il 0,41 0,01 3,43 0,73 0,65 0,24

Na brojnost mikroorganizama u zemljistu utice veliki broj faktora kao $to su
temperatura, vlaga, prisustvo soli, hemikalija, sadrzaj organske materije, prisustvo
vegetacije i vrste biljaka koje ga naseljavaju (Garbeva et al., 2004; Singh i Singh, 2006;
Vos et al., 2013).

Biljke preko korenovog sistema luce veliku koli¢inu jedinjenja, naroCito onih
koja su bogata ugljenikom (Souza et al., 2015), a nephodna su za uspostavljanje biljno -
mikrobnih interakcija u rizosferi (Neumann i R6mheld, 2007). Eksudati predstavljaju
izvor hranljivih materija za mikroorganizme i njihovim lu¢enjem biljke obezbeduju one
nutrijente koji su im neophodni, a kojih nema dovoljno u zemljistu (Souza et al., 2015).
Fluks ugljenika predstavlja kljuénu determinantu u funkcionisanju rizosfere, S obzirom
da veliki procenat ugljenika usvojenog u procesu fotosinteze dospe u ovaj deo zemljista
putem korenskih eksudata (Nihorimbere et al., 2011; Glick, 2014; Souza et al., 2015).

Prisustvo razli¢itih organskih jedinjenja (eksudati i mucigel) koje oslobada
koren omogucava izuzetnu mikrobiolosku aktivnost u rizosferi. Velika brojnost i

diverzitet mikrobnih populacija, ima za posledicu, povratno, stimulaciju rasta korena i
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cele biljke. U principu, mikroorganizmi predstavljaju posrednike, odnosno vezu izmedu
biljaka i zemljista (Lynch, 1990). Povrsine sa kojih je uzorkovano poljoprivredno,
Sumsko zemljiste i deposol | se odlikuju prisustvom vegetacije, dok su povrsine pod
deposolom Il bez biljnog pokrivaca $to moze objasniti razlike u mikrobioloskim
osobinama. Takode, nepovoljni uslovi sredine, kao $to su ekstremne temperature, susa,
povecan sadrzaj soli ili teskih metala smanjuju brojnost bakterija (Glick, 2012).

Konkurencija za nutrijente u rizosferi je veoma visoka, stoga su mikroorganizmi
razvili razlicite strategije prezivljavanja koje dovode do niza antagonistickih i
sinergistickih interakcija, kako medusobno tako i sa biljkama (Nihorimbere et al., 2011;
Huang et al., 2014). Mikrobni i biljni diverzitet u zemljistu doprinosi postojanju
raznovrsnih interakcija koje su kljuéne za stimulaciju rasta biljka, a samim tim i za
sanaciju ostecenih zemljista (Hrynkiewicz i Baum, 2011). Istrazivanja su pokazala da
raznovrsnost bakterijskih populacija modulira interakcije na relaciji biljka - zemljiste, a
time poboljsava i rast biljaka (Weidner et al., 2015).

5.3. Izolacija bakterija iz zemljista

Cilj doktorske disertacije je formiranje kolekcije bakterijskih populacija
porekom iz razli¢itih zemljiSnih ekosistema, Sto podrazumeva njihovu izolaciju,
determinaciju i identifikaciju. U nastojanju da se dobijeni izolati primene u
ekoremedijacionim tehnologijama, za cilj istrazivanja je postavljena izolacija bakterija
koje pripadaju grupi stimulatora biljnog rasta, prvenstveno predstavnika roda Bacillus i
slobodnih azotofiksatora. Udeo bakterija stimulatora rasta biljaka u ukupnoj populaciji
rizosfernih bakterija jako nizak (2-5%), a medu njima su najzastupljeni ¢lanovi roda
Bacillus (Kumar et al., 2012b). Izolacija bakterija iz grupe slobodnih azotofiksatora
vezana je za sposobnost fiksacije azota i njihov uticaj na rast biljaka kao biofertilizatora,
¢ime se olakSava proces ekoremedijacije oStecenih zemljista.

Nakon inkubacije odabrane su morfoloski razlicite kolonije sa odgovarajucih
hranljivih podloga, MPA i Fjodorovog agara. Visestrukim presejavanjem na MPA
podlogu dobijene su ciste kulture, ukupno 35 izolata, od kojih je iz poljoprivrednog
zemljista izolovano pet, sumskog Sest, deposola | dvanaest, i deposola Il dvanaest. Na
Fjodorovom agaru dobijena su dva izolata iz poljoprivrednog (15aN ARV i 18N ARV),
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jedan izolat iz sumskog zemljista (NV2 ARV) i dva iz deposola I (333 ARV i
10_ARV). Cistoéa kultura je proverena mikroskopski (Nikon Eclipse 50i, Japan).

Nakon precisc¢avanja formirana je kolekcija ¢istih kultura od 40 izolata kojoj su
dodata cetiri izolata iz kolekcije Katedre za ekolosku mikrobiologiju, Poljoprivrednog
fakulteta, Univerziteta u Beogradu.

Mikroskopskim posmatranjem celija konstatovano je da kolekciju cine, u
najvecem broju sporogeni izolati (38). Bojenjem bakterija po Gramu, konstatovano je
da je 38 izolata Gram-pozitivno, a Sest Gram-negativno. Sposobnost formiranja kapsule
je primecena samo kod jednog izolata (333 ARV), dok je vecina izolata (34) bila
pokretna (Tabela 6). Mikroskopske analize su pokazale da se najveéi broj izolata
odlikuje osobinama karakteristi¢cnim za rod Bacillus (Gram-pozitivne, sporogene celije
Stapicastog oblika) ¢ime je i ispunjen osnovni cilj ove faze. Bitna odlika roda Bacillus je
sposobnost sporulacije koja njegove predstavnike Cini otpornim na uslove spoljasnje
sredine (Ramirez i Kloepper, 2010).

Primenu bakterija kao biostimulatora, biofertilizatora i biokontrolnih agensa u
odrzivoj poljoprivredi opisali su brojni istrazivaci (Ryan et al., 2009; Bhardwaj et al.,
2014; Gupta et al., 2015), a povecanje povrSina oStecenog zemljista u svetu stimulise
dalja istrazivanja u ovoj oblasti. Pored predstavnika roda Bacillus medu znacajnije
PGPB rodove u rizosferi spadaju i Pseudomonas kao i predstavnici fam. Rhizobiaceae
poput Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Shinorhizobium,
Rhizobium (Ahemad i Kibret, 2014; Gupta et al., 2015).

Na osnovu direktnih 1 indirektnih mehanizama izvrSena je karakterizacija i

selekcija izolata dalje primenjenih u cilju postizanja stimulacije biljnog rasta.
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Tabela 6. Morfoloske karakteristike ¢elija

Poreklo Oznaka Oblik Bojenje | Prisustvo | Prisustvo | Pokretljivost
izolata izolata ¢elija | po Gramu | spora kapsula ¢elija
Q 3N ARV Stapicast + + - -
% 6N ARV Stapicast + + - +
N 7N ARV | stapicast + + - ¥
% 8N ARV | Stapicast n ¥ i +
= 15aN ARV | stapicast + + ; n
_é 18N ARV | Stapicast + + - -
g 19D ARV | Stapicast |+ ¥ 5 -

NV1 ARV | Stapicast + + - -

2 NV2 ARV | okrugao - - - +
i NV3 ARV | stapicast + n - "
§ NV4 ARV | Stapicast + + : n

g NV5 ARV | stapicast + + ; n
.- NV6 ARV | Stapicast + + - -
NV7 ARV | Stapicast + + - -

Z-11 ARV | Stapicast - - - +

Z-1 ARV Stapicast - - - +

Z-H ARV | StapiCast + + - -

Z-6k ARV | Stapicast + + - +

CSP ARV | Stapicast + + - +

- G1SP ARV | stapicast + + - +
S GSP ARV | Stapicast + + - -
S | 2TSBARV | Stapicast n T - T

o O3 ARV | Stapicast + + - +
2T ARV Stapicast + + - -

E ARV Stapicast + + - -

F ARV Stapicast + + - +

333 ARV | Stapicast - - + +

10_ARV Stapicast - - - +
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Poreklo Oznaka Oblik Bojenje po | Prisustvo | Prisustvo | Pokretljivost
izolata izolata ¢elija Gramu spora kapsula ¢elija
1 ARV Stapicast + + -
2 ARV Stapicast + + - -
4 ARV Stapicast + + - +
5 ARV Stapicast + + - +
— 6 ARV Stapicast + + - +
5 7ARV | Stapicast ¥ + - -
08). 8 ARV Stapicast + + - +
o D1 ARV | Stapicast + + ; n
D2 ARV | Stapicast + + - +
D3 ARV | stapicast + + - -
D5 ARV | Stapicast + + - +
D6 ARV | Stapicast + + - -
ﬁ P1 ARV | Stapicast - - - +
_‘g s T1 ARV | Stapicast + + - +
g u T6 ARV | Stapicast + + - n
X T10 ARV | stapicast + n } n

5.4. Direktni mehanizmi stimulacije biljnog rasta

Direktni mehanizmi stimulacije rasta biljaka povecavaju rast snabdevanjem
biljka neophodnim nutrijentima ili sintezom hormona. Tokom istrazivanja izolati su
testirani na sposobnost ispoljavanja pet osnovnih direktnin mehanizma stimulacije
biljnog rasta (produkcija amonijaka, IAA, ACC deaminaze, siderofora i rastvorljivost
fosfata). Od pocetnog broja izolata, sposobnost ispoljavanja najmanje jednog direktnog
mehanizma je zabelezena kod 38 sojeva, dok izolati 18N ARV, Z-6k ARV, E ARV, 1
ARV, 2 ARV i 7 ARV nisu pokazali prisusvo ni jednog od testiranih mehanizama
(Tabela 7).
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Tabela 7. Direktni mehanizmi stimulacije rasta biljaka testiranih izolata

Poreklo Oznaka Produkcija Rastvorljivost
izolata izolata NH; IAA pg ml™ | ACC | Siderofore | fosfata (SI)
o 3N ARV - 1,7+0,3 + -
5 o 6N ARV + 04+0,1 - -
S22 | TNARV + 08+0,1 - 2,33+0,45
SE | 8BNARV ¥ 0,8+0,2 : -
? N | 15N ARV + 04+0,1 - -
19 D ARV + 0,5+ 0,02 - -
NV1 ARV + 4+0,2 - 2,11 +0,25
2 NV2 ARV + 56+0,4 + -
% NV3 ARV + 38+04 + 2,14 +0,15
S NV4 ARV + 4+0,3 + -
2 NV5 ARV + 8+0,4 - 1,5+0,15
é NV6 ARV + 24+03 - -
22 NV7 ARV + 1,1+0,2 - -
Z-11 ARV + 9,6 +0,2 + 2,25+ 0,32
Z-1 ARV + 8,4+0,3 + 2,6 +0,30
Z-H ARV + 05+0,1 - -
CSP ARV - 2,6+0,3 - -
— G1SP ARV + 2+0,2 - -
g GSP ARV - 1,8+ 0,3 - -
S | 2TSB ARV + 0,8+0,1 - -
o 03 ARV + 1,1+0,2 - -
2T ARV + 10,5+0,5 - -
F ARV + 04+0,1 - -
333 ARV - 26,4+0,5 + 2,11+ 0,22
10_ ARV + 44,5+ 0,5 + 2,33+0,30
4 ARV + 1,4+0,2 - -
5 ARV + - ; -
6 ARV + - ; -
; 8 ARV + 0,4+0,1 - 2,22 0,25
2 D1 ARV + 0,8+0,1 - -
= D2 ARV + 1,1+0,15 - -
D3 ARV + 0,5 + 0,07 - 2,27 +0,28
D5 ARV + 1,5+0,3 + -
D6 ARV + 1,8+0,2 - -
- P1 ARV + 1,2+0,1 + 2,7+0,25
Ss T1 ARV - 1,4+0,1 - -
gu T6 ARV + 4+0,2 + -
T10 ARV - 1,4+0,3 - 25+0,3

(+) prisustvo; (-) odsustvo mehanizma; (SI) Solubilizacioni indeks n=3
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Sposobnost bakterija da transformisu azot iz organske materije do amonijaka
predstavlja znacajan mehanizam u kruzenju azota. Proizvodnjom egzoenzima, kao §to
su proteaze, mikroorganizmi povecavaju dostupnost azota biljkama. Polazec¢i od toga da
je azot ograniCavajuci faktor za rast biljaka, posebno u ranim fazama zivota (Hanley i
Fenner, 1997) i da amonifikacija predstavlja znac¢ajan proces u ishrani biljaka, jasno je
zaSto je jedan od najvaznijih PGP mehanizama, produkcija NH; (Gamalero i Glick,
2011). Od 44 testirana izolata 32 su pokazala pozitivhu reakciju u ovom testu, Sto
potvrduje brojna ranija istrazivanja da veliki broj zemljisnih bakterija ima sposobnost
amonifikacije. Ova sposobnost, nije zabelezena kod izolata 3N ARV, CSP ARV, GSP
ARV, 333 ARV, T1 ARV i T10 ARV. Svi izolati poreklom iz Sumskog zemljista i
deposola Il su produkovali NH3 (Tabela 7). Kvantifikacija produkcije amonijaka u ovim
istrazivanjima nije radena, ali literaturni podaci pokazuju da najveéi broj izolata
produkuje 4-4,5 mmol mI™ NHs (Dutta et al., 2015).

Auksin ima veliki uticaj na mikrobno-biljne interakcije, zbog ¢ega njihova
produkcija predstavlja jedan od najzastupljenijih PGPB mehanizama i Cesto je prvi
korak u selekciji PGP izolata (Gamalero i Glick, 2011). Uticaj bakterija u rizosferi
biljaka je u velikoj meri rezultat produkcije fitohormona, odnosno, auksina (Patten i
Glick, 2002). U prirodi se auksini javljaju u nekoliko oblika, a najrasprostranjenija je
indol-3-siréetna kiselina i ova dva pojma se veoma Cesto izjednacavaju (Glick, 2012).
Glavni prekusor u sintezi auksina je triptofan, a glavni izvor ove aminokiseline u
prirodnim uslovima su korenski eksudati (Malhotra i Srivastava, 2009). Laboratorijska
ispitivanja su potvrdila da povecanje sadrzaja triptofana doprinosi poveéanju produkcije
auksina kod bakterija (Patten i Glick, 2002; Sivasakthi et al., 2014).

Indol-3-sir¢etna kiselina (IAA) je glavni auksin kod biljaka koji kontrolise
brojne fizioloske procese, ukljucujuci izduzivanje i deobu celija, diferencijaciju tkiva i
odgovor na svetlo, gravitaciju i stresne uslove spoljasnje sredine (Gupta et al., 2015).
Pored uticaja na stimulaciju biljnog rasta IAA moze indukovati i1 transkripciju ACC
sinteaze i tako stimulisati produkciju etilena (Glick, 2014).

Produkcija IAA je zabelezena kod 36 izolata (Tabela 7), a produkovane
koncentracije IAA su odredene na osnovu standardne krive (Grafik 1). Medu njima su
se, prema koli¢inama koje produkuju u prisustvu 100 pg ml™ I-triptofana, izdvojili
izolati 333 ARV i 10_ARV koji produkuju 26,40 odnosno 44,50 ug ml™ IAA (Slika 5).
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Koncentracija 1AA

132 Vd
80 /
70 /

60 /

0 /
30 /

20 o

10 4//

0 o— ¢

0 0,017 0,062 0,090 0,161 0,221 0,366 (OD)

pg mit

Grafik 1. Standardna kriva IAA u M9 medijumu

Slika 5. Produkcija IAA - izolati 10_ARV i 333 ARV (levo) u poredenju sa

standardnom krivom (desno)

Podaci o tome koja je koli¢ina IAA dovoljna da izazove pozitivan efekat na rast
biljaka se razlikuju. Teixeria et al. (2007) navode da je dovoljna koli¢ina od svega 0,7
Mg ml™. Od izolata iz poljoprivrednog zemljista, 3N ARV, 7N ARV i 8N ARV su
pokazali sposobnost produkcije IAA > 0,7 ug ml™. Izolati iz $umskog zemljista su se u
pogledu produkcije ovog hormona pokazali kao efikasniji u odnosu na izolate koje su
opisali Teixeria et al. (2007). Vecina izolata iz deposola | je pokazala sposobnost
produkcije ve¢ih koli¢ina IAA od 0,7 pg ml™, a jedini koji su produkovali niZe
koncentracije su Z-H ARV (0,5 pg mI™) i F ARV (0,4 pug ml™). Veéina izolata koji
vode poreklo iz deposola Il su produkovali vece koncentracije (0,8; 1,1; 1,4; 1,51 1,8 ug
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ml™ IAA). Izuzetak su izolati 8 ARV (0,4 pg ml™) i D3 ARV (0,5 pg ml™). Majeed et
al. (2015) su zabelezili stimulativan efekat nekoliko PGPB izolata koji su produkovali
nize koncentracije IAA od 0,7 pg ml™ u prisustvu 100 pg ml™ I-triptofana. Njihovi
rezultati pokazuju da je inokulacija izolatima Bacillus sp. ARS4 (0,56 pug ml™ 1AA) i
Stenotrophomonas rhizophila ARS3 (0,27 pg ml™ 1AA ) dovela do stimulacije rasta,
povecanja duzine korena i suve biomase psenice (Majeed et al., 2015). Medu izolatima
testiranim u ovoj disertaciji najniza produkovana koncentracija iznosila je 0,4 pg ml™
IAA koju su produkovali 6N ARV, 15 N ARV, F ARV, 8 ARV.

Inokulacija sa Azotospirillum brasilense, koji je produkovao 11 ug ml™ 1AA, je
dovela do stimulacije rasta sadnica Eucalyptus globulus. U ovom slu¢aju, masa
nadzemnog dela je povecana za 86% dok je masa korena povecana za 54% (Puente et
al., 2010). Medu izolatima testiranim u ovoj disertaciji, slicnu produkciju IAA je
pokazao samo 2T ARV (10,5 pg ml™), dok su ostali izolati, izuzev 333 ARV i 10_ARV,
produkovali znatno nize koncentracije (Tabela 7).

Odgovor biljke na prisustvo 1AA varira od vrste do vrste. Njihova osetljivost na
iste koli¢ine zavisi od biljnog tkiva (manja koli¢ina auksina je potrebna korenu od
nadzemnog dela) kao i od faze razvoja biljke. Koli¢ina hormona koju biljka sintetise
moze biti izmenjena usled prisustva egzogenog, bakterijskog hormona (Spaepen i
Vanderleyden, 2011). Nivo endogenog auksina odreduje pozitivnu ili inhibitornu ulogu
egzogenih izvora auksina. Ako ukupna koli¢ina auksina u biljnim tkivima ne prevazilazi
gornju granicu hormona karakteristicanu za datu fazu razvoja, onda ¢e efekat biti
stimulativan, dok u suprotnom IAA ispoljava inhibitorni efekat na rast biljke (Patten i
Glick, 2002; Husen et al., 2009; Glick, 2012). Dubeikovsky et al. (1993) su zabelezili
dvojako dejstvo Pseudomonas fluorescens BSO53 koji se odlikuje visokom
produkcijom IAA. Primena ovog soja dovela je do stimulacije rasta korena sadnica crne
ribizle, ali je inhibirala razvoj korena reznica tre$nje. Razlog tome je endogeni nivo
auksina. Sadnice crne ribizle su imale niZi sadrzaj ovog hormona i njegov egzogeni
dodatak je stimulisao rast, dok su se kod tresnje egzogene i endogene koli¢ine auksina
pokazale kao prevelike i rezultirale su inhibicijom.

Stimulativni efekti inokulacije sojevima koji produkuju IAA su brojni, poput
uticaja na visinu biljke, razvoj lateralnih i adventivnih korenova, nodulaciju korena,

njegovu duzinu i zapreminu, na produkciju biomase, prinos, sadrzaj nutrijenata u

60



REZULTATI | DISKUSIJA

biljnim tkivima i sadrzaj hlorofila (Parvaiz, 2014). Inokulacija pSenice sa nekoliko
izolata koji produkuju IAA (B. megaterium, L. casei, B. subtilis, B. cereus i L.
acidophilus) je znacajno stimulisala rast korena i nadzemnog dela biljke (Mohite, 2013).
Stimulacija rasta korena poboljsava snabdevanje biljke nutrijentima (Ramos et al.,
2008) omogucavajué¢i rast u manje plodnim zemljistima (Khan i Doty, 2009).
Bakterijska IAA “omeksava” celijski zid biljaka §to dovodi do olakSanog lucenja
eksudata i boljeg razvoja rizosfernih bakterija (Glick, 2012). Metaboli¢ki procesi poput
fotosinteze i biosinteze razli¢itih metabolita, otpornost na stresne uticaje sredine su,
takode, uslovljeni auksinima (Glick, 2012). Egamberdieva (2009) je zabelezila
stimulativan uticaj inokulacije sa P. aureantiaca TSAU22, P. extremorientalis TSAUG6
i P. extremorientalis TSAU20 koji su produkovali IAA na rast pSenice u uslovima
povecane koncentracije soli (100 mM NaCl). Bacillus sp. JH 2-2 je pokazao
sposobnost produkcije 1AA i stimulacije rasta Brassica juncea L. u uslovima povisene
koncentracije hroma (Shim et al., 2015).

Veliki broj PGPB ima sposobnost produkcije enzima 1-aminociklopropan-1-
karboksilat deaminazu koji prekida put sinteze kojim se ACC oksiduje do etilena,
ugljen-dioksida i cijanida uz pomo¢ enzima ACC oksidaze. ACC deaminaza utice da se
ACC konvertuje u amonijak i a-ketobutirat, smanjujuci koli¢inu etilena. Tokom svog
zZivota, biljke su izloZene brojnim, stresovima (ekstremne temperature, Visok intenzitet
svetlosti, poplave, suSa, prisustvo toksi¢nih metala i organskih zagadivaca) na koje
reaguju stvaranjem etilena koji smanjuje njihov rast. U ovakvim uslovima PGPB mogu
smanjiti koli¢inu etilena kroz delovanje ACC deaminaze. Ovaj mehanizam se smatra
moc¢nim oruzjem u smanjenju gubitaka u poljoprivredi izazvanih kumulacijom etilena
(Gamalero i Glick, 2011). Brojne zemljisne bakterije sintetiSsu ACC deaminazu, ali
medu izolatima koji su testirani u ovom istrazivanju nijedan nije pokazao sposobnost
koris¢enja ACC-a kao izvora azota za Sta je neophodna produkcija ACC deaminaze
(Tabela 7).

Za razliku od produkcije amonijaka i auksina, manji broj izolata imao je
sposobnost produkcije siderofora. Od 44 testirana izolata, sposobnost produkcije
siderofora je zabelezena kod 11. Od izolata izolovanih iz poljoprivrednog zemljista,
samo je 3N ARV pokazao ovu sposobnost. Tri od sedam izolata iz Sumskog zemljista su
pokazali ovu sposobnost (NV2 ARV, NV3 ARV i NV4 ARV). Izolati iz deposola | koji
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su pokazali pozitivnu reakciju u testu produkcije siderofora su Z-11 ARV, Z-1 ARV, 333
ARV i 10_ ARV (Slika ), dok je samo jedan izolat poreklom iz deposola Il (D5 ARV)
bio pozitivan na prisustvo ovog mehanizma. Od izolata iz kolekcije Katedre za ekoloSku
mikrobiologiju, sposobnost produkcije siderofora imaju izolati P1 ARV i T6 ARV
(Tabela 7). lako je gvozde medu najzastupljenijim elementima na zemlji, forma Fe*? je
slabo rastvorna i nedostupna biljkama i mikroorganizmima (Souza et al., 2015). Gvozde
(Fe) je vazan mikronutrijent za biljke i mikroorganizme i ucestvuje u bioloskim
procesima, kao $to su fotosinteza, disanje, biosinteza hlorofila (Kobayashi i Nishizawa,
2012) i bioloska fiksacija azota (Souza et al., 2015). Simptomi nedostatka gvozda u
biljnim tkivima su hloroti¢ni listovi nastali kao posledica promena u strukturi

hloroplasta (Romheld i Nikoli¢, 2006).

S

Q“
P1 ARV

T

&

:
. .
W4 y
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Slika 6. Produkcija siderofora na CAS agaru od strane izolata 10_ARV (levo) i
P1 ARV, Z-1 ARV, D5 ARV i 10_ARV (desno)

Jedan od nacina kojim se biljke i bakterije snabdevaju ovim esencijalnim
nutrijentom je produkcija molekula male molekulske mase i visokog afiniteta prema
Fe*? tj. siderofora (Gamalero i Glick, 2011).

Ekskrecijom siderofora bakterije stimuliSu rast biljaka direktno, poboljsavajuci
ishranu biljaka ili indirektno, kroz smanjenje dostupnosti gvozda fitopatogenima u
biljnom okruzenju. Za razliku od mikrobnih patogena, biljke nisu ugrozene bakterijskim
usvajanjem gvozda, ve¢ mogu koristiti Fe**- sideroforni bakterijski kompleks (Dimkpa
et al., 2009). Tako su biljke zlatnog pasulja, gajene u uslovima nedostatka gvozda,

pokazale manje hloroticnih simptoma i vec¢i nivo hlorofila nakon inokulacije sa
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Pseudomonas spp. GRP3 koji produkuje siderofore (Sharma et al., 2003). Inokulacija A.
thaliana sa P. fluorescens C7 koji sintetiSe Fe-pioverdin kompleks je uticala na
povecanje rasta i sadrzaja gvozda u biljnim tkivima (Vansuyt et al., 2007).

Fosfor je esencijalni nutrijent za biljke, ulazi u sastav nukleinskih kiselina,
fosfolipida i ATP-a i klju¢ni je element mnogih metabolickih i biohemijskih puteva, kao
Sto je bioloska fiksacija azota i fotosinteza (Khan et al., 2007). Biljake iz zemljiSnog
rastvora usvajaju fosfor u obliku rastvorljivih jona H,PO, i HPO4?, ali je, ipak, najveca
koli¢ina fosfora u zemljiStu prisutna u nerastvornom obliku (Souza et al., 2015) i
nedostupna je biljkama. Bakterije ovaj problem prevazilaze uz pomo¢ karboksilnih
kiselina koje omogucavaju prevodenje nerastvornih formi fosfata u rastvorne (Afzal et
al., 2005) i na taj nacin obezbeduju fosfor i biljkama.

Od ukupnog broja testiranih izolata 12 je pokazalo sposobnost prevodenja
nerastvorljivih fosfata u rastvorljive. Medu izolatima iz poljoprivrednog zemljista ova
sposobnost je zabelezena kod 7N ARV. lzolati NV1 ARV, NV3 ARV i NV5 ARV,
poreklom iz Sumskog zemljista, pokazali su prisustvo ovog mehanizma. Cetiri izolata
(Z-11 ARV, Z-1 ARV, 333 ARV i 10_ARV) iz deposola | su pokazala sposobnost
prevodenja fosfata iz nerastvorljivog u rastvorljivi oblik. Od 12 izolata izolovanih iz
deposola I1, samo su 8 ARV i D3 ARV bili pozitivni, kao i P1 ARV i T10 ARV, izolati
iz kolekcije Katedre za ekolosku mikrobiologiju. Najvecu sposobnost rastvorljivosti
fosfata pokazali su izolati P1 ARV (Slika 7) i Z-1 ARV sa solubilizaconim indeksima od
2,7 1 2,6, a najmanji solubilizacioni indeks (1,5) je zabeleZen kod izolata iz Sumskog
zemljista, NV5 ARV (Tabela 7).

@ ©G6

Slika 7. Solubilizacija fosfata od strane izolata P1 ARV na NBRIP medijumu
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Eksperimenti sa bakterijama koje solubilizuju fosfate su pokazali da njihovo
prisustvo poveéava prinos kukuruza (Pal, 1998) i cerealija (Oztiirk et al., 2003; Afzal et
al., 2005). Afzal i Bono (2008) su primetili da kombinacija R. leguminosarum Thal-
8/SK8 i Pseudomonas spp. 54RB, koji solubilizuju fosfor, znac¢ajno povecava visinu,
biomasu nadzemnog dela i prinos psenice u odnosu na neinokulisanu kontrolu. Takode
je uoceno da je efekat ovog mesanog inokuluma isti kao i efekat postignut dodavanjem
fosfora u vidu mineralnog dubriva. Poredenje tretmana u kojem su biljke inokulisane sa
ova dva soja uz dodatak mineralnog fosfora sa tretmanima u kom su biljke inokulisane,
ali bez dodatka dubriva, pokazuje da prisustvo mineralnog fosfora nije znacajnije
povecalo prinos pSenice (Afzal i Bono, 2008). Poredenjem sposobnosti solubilizacije
fosfata, izraZzene kroz solubilizacioni indeks (SI), moZe se uoditi da su nasi izolati P1
ARV i Z-1 ARV veceg SI od izolata R. leguminosarum Thal-8/SK8 (S1=2,5), dok je u
odnosu na Pseudomonas spp. 54RB (SI=4,1) njihova sposobnost solubilizacije znatno
skromnija.

Medu izolatima iz kolekcije, zastupljenost pet testiranih direktnih mehanizama
se jako razlikovala od mehanizma do mehanizma (Grafik 2).
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Grafik 2. Zastupljenost direktnih mehanizama stimulacije biljnog rasta medu

testiranim izolatima (%)
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Kada se uzmu u obzir svi izolati testirani u ovom istrazivanju, sposobnost
produkcije amonijaka zabeleZena je u 73% izolata, a sposobnost produkcije 1AA je
zabeleZena u 82%. Sposobnost produkcije siderofora i solubilizacije neorganskih fosfata
je bila zastupljena u slicnom procentu oko 26%. Veéina izolata je pokazala sposobnost
ispoljavanja dve ili viSe direktnih PGP osobina, 36 od pocetnih 44 izolata (Tabela 7).
Pojava da jedan soj poseduje sposobnost ispoljavanja vise mehanizama je uobicajena
kod PGPB (Bhattacharyya i Jha, 2012). Sposobnost PGPB da istovremeno koriste vise
mehanizama, direktnih i indirektnih, u komunikaciji sa biljkom otezava precizno
utvrdivanje mehanizma odgovornog za postignute efekte. Ipak, smatra se da je
inokulacija sa PGPB koje imaju sposobnost da ispolje vise PGP mehanizama, u praksi,

povoljnija opcija (Imran et al., 2014).

5.5. Indirektni mehanizmi stimulacije biljnog rasta

Indirektni mehanizmi stimulacije rasta biljaka PGPB odnose se na smanjenje ili
speCavanje Stetnog uticaja jednog ili vise fitopatogenih mikroorganizama. Glavni
indirektni mehanizam stimulacije biljnog rasta podrazumeva delovanje bakterija kao
biokontrolnih agensa (Glick, 2012.). U ovoj fazi ispitivanja cilj je bio da se utvrdi
antifungalna aktivnost testiranih izolata prema Botrytis cinerea i Pythium
aphanidermatum. Mnoge rizobakterije ispoljavaju antifungalnu aktivnost mehanizmima
kao $to su produkcija HCN, fenazina, pirolnitrina, 2,4-diacetylphloroglucinol,
piroletrina, viskosinamida i tensina (Bhattacharyya i Jha, 2012.). Takode, interakcija
rizobakterija sa korenom moze dovesti do otpornosti biljaka prema patogenim
bakterijama, gljivama i virusima, preko indukovane sistemske rezistencije (ISR)
(Lugtenberg i Kamilova, 2009; Figueiredo et al., 2010). ISR ukljucuje aktivaciju
jasmonatnog i etilenskog signalnog puta koji aktivirgju mehanizme odbrane
(zadebljanje cCelijskog zida, produkcija i akumulacija hitinaza, glukanaza, peroksidaza,
fenolnih jedinjenja) protiv patogena (Compant et al., 2005; Figueiredo et al., 2010;
Glick, 2012). Razlicita bakterijska jedinjenja, kao $to su lipopolisaharidi, flagele,
siderofore, lipopeptidi, 2,4-diacetylphloroglucinol, acetoin i 2,3-butandiol mogu izazvati

ISR (Lugtenberg i Kamilova, 2009). Polaze¢i od toga da antifungalna aktivnost moze
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biti posledica brojnih interakcija, u ovim istrazivanjima je ispitana sposobnost sinteze
nekoliko litickih enzima i HCN.

Od 44 testirana izolata, 22 su imala inhibitorno dejstvo na testirane fitopatogene

(Tabela 8).

Tabela 8. Konfrontacijski test PGPB sojeva sa B. cinerea i P. aphanidermatum

Patogen
Poreklo izolata C_)znaka 1%
izolata — . .
Botrytis cinerea Pythium aphanidermatum
- 3N ARV 29+12 33+15
Poggfnrl'j‘i’gfgno 7N ARV 55+ 2,5 0
15N ARV 44+£20 0
NV3 ARV 20+1,0 19+0,9
y NV4 ARV 50+1,5 0
Zse‘rlrrfll]sllgfe NV5 ARV 63+ 2,5 34 +15
NV6 ARV 17+0,8 0
NV7 ARV 21+1,2 0
Z-1 ARV 61+2,1 22+1.2
G1SP ARV 54+25 12+0,6
GSP ARV 17+1,0 29+15
| O3 ARV 48+15 33+1,8
Deposol - ARV 70+3,0 0
F ARV 22+15 35+25
333 ARV 53+2,0 0
10 ARV 20+1,3 10+0,5
4 ARV 37+15 35+1,7
5 ARV 47+ 2,0 24 +1,3
Deposol 11 7 ARV 52+25 0
D5 ARV 83+35 42+2,0
D6 ARV 52+1,7 2015
Katedra EM P1 ARV 50+1,5 0

1%- procenat inhibicije patogena; n=5
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Od izolata dobijenih iz poljoprivrednog zemljista, tri su pokazala odreden stepen
inhibicije prema B. cinerea. Izolat 7N ARV je pokazao umerenu antagonisticku
aktivnost u konfrontacijskom testu sa B. cinerea, dok je aktivnost ostala dva izolata bila
niska. Pet izolata dobijenih iz Sumskog zemljista je ispoljilo antagonisti¢ko delovanje
prema ovom patogenu i od njih se kao najefikasniji pokazao izolat NV5 ARV (63%).
Osam izolata iz deposola | je pokazalo antagonisticko dejstvo prema B. cinerea, izolati
G1SP ARV i 333 ARV su pokazali umeren, a izolati Z-1 ARV i 2T ARV visok stepen
inhibitornog dejstva, dok su preostali izolati pokazali nizak nivo antagonisticke
aktivnosti. Od 12 izolata dobijenh iz deposola I, pet je ispoljilo sposobnost inhibicije B.
cinerea. Medu njima su dva izolata (7 ARV i D6 ARV) pokazala umeren, a izolat D5
ARV (83%) veoma visok stepen antagonisticke aktivosti (Slika 8). Ovaj izolat je
pokazao najvecu sposobnost inhibicije patogena u odnosu na ostale testirane izolate u
ovoj studiji. Od izolata iz kolekcije Katedre za ekolosku mikrobiologiju samo je P1
ARV pokazao sposobnost inhibicije B. cinerea, ali je stepen njegove antagonisticke
aktivnosti oznacen kao nizak.

B. cinerea je Siroko rasprostranjen biljni patogen, izaziva¢ sive plesni kod
velikog broja biljaka (paradajz, jagoda, kruska, grozde, malina itd.). Ova bolest napada

plodove, stablo i cvetove i Cesta je u staklenickim uslovima (O Neill et al., 1997).

Slika 8. Uticaj izolata D5 ARV na Botrytis cinerea (desno) u odnosu na kontrolu

(levo)
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Najzastupljenija mera borbe protiv B. cinerea je primena fungicida na koju se
godisnje potrosi 10% svih sredstava koja se potrose na globalnom trzistu fungicida
(Jovici¢-Petrovi¢, 2014). Upotreba fungicida podrazumeva poskupljenje proizvodnje,
uticaj na kvalitet i zdravstveni aspekt plodova ali i na pojavu rezistentnosti (Hang et al.,
2005) sto namece potrebu za alternativnim reSenjima poput upotrebe mikroorganizama
sa antagonistickim delovanjem. Medu antagonistima B. cinerea nalazi se veliki broj
filamentoznih gljiva (Jovici¢-Petrovi¢, 2014), kvasaca (Siripornvisal, 2010), a medu
bakterijskim sojevima najviSe paznje su privukli predstavnici rodova Pseudomonas i
Bacillus. Prednosti Bacillus sp. u odnosu na ostale biokontrolne agense su lako
odrzavanje, moguénosti primene u Vidu inokuluma i spora i Siroki spektar
antagonistickog delovanja (Forchetti et al., 2007).

Predstavnici vrste B. amyloliquefaciens su u literaturi poznati kao efektivni
biokontrolni agensi zemljiSnih patogena Kkoji nanose Stetu u postzetvenom periodu
(Ahlem et al., 2012). Predstavnici ove i drugih vrsta iz roda Bacillus su zabelezeni kao
antagonisti B. cinerea koji izaziva bolesti na kruski, breskvi, jagodi (Mari et al., 1996;
Arrebola et al., 2010; Ahlem et al., 2012). Takode, ispoljavaju antagonisticko delovanje
I prema Penicillium expansum, Rhizopus stolonifer, Lasiodiplodia theobromae,
Thielaviopsis paradoxa, Colletotrichum musae, Fusarium verticillioides, Sclerotinia
sclerotiorum (Ahlem et al., 2012). Jedan od mehanizama kojim je objasnjeno ovakvo
delovanje B. amyloliquefaciens je kompeticija za nutrijente (Mari et al., 1996). Hang et
al. (2005) isticu da je bitan faktor za sprecavanje infekcije prisustvo antagonistickog
organizma. Oni su pokazali da B. subtilis S1-0210 mozZe biti efikasno sredstvo u borbi
protiv B. cinerea koji izaziva pojavu sive plesni na jagodi. Ovaj izolat je pokazao visok
stepen inhibicije u konfrontacijskom testu (80%) dok rezultati in vivo ogleda pokazuju
da je prisustvo antagonisti¢ckog agenta redukovalo pojavu bolesti. B. subtilis S1-0210 je
ispoljio i antagonistiCko dejstvo (66%) prema B. cinerea izolovanog sa povrsine
plodova kivija. Siripornvisal (2010) je testirao antagonisticku ulogu B. subtilis BCB3-
19 izolovanog iz rizosfere paradajza, protiv izazivaca sive plesni. Ovaj izolat je
inhibirao tri izolata B. cinerea za 56%. U poredenju sa navedenim literaturnim
podacima moze se zakljuciti da medu izolatima ispitanim u ovoj disertaciji ima onih

koji poseduju znacajan potencijal za suzbijanje B. cinerea (Tabela 8).
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Rezultati dobijeni u konfrontacijskom testu sa P. aphanidermatum su pokazali
slabiju sposobnost testiranih izolata da se izbore sa ovim patogenom (Tabela 8). Jedini
izolat iz poljoprivrednog zemljista koji je pokazao antagonisticku aktivnost je 3N ARV i
ta aktivnost je prema koriS¢enoj klasifikaciji oznacena kao niska. Dva izolata iz
Sumskog zemljista (NV3 ARV, NV5 ARV) su inhibirala rast ovog patogena, ali je nivo
njihove antagonisti¢ke aktivnosti oznaCen kao nizak. Od izolata iz deposola I, Sest
izolata je pokazalo antagonisticko delovanje, ali i u ovom sluéaju, niskog nivoa. Od
izolata iz deposola Il etiri su ispoljila antagonisticku aktivnost u konfrontacijskom
testu sa P. aphanidermatum, medu kojima je najveéi procenat inhibicije rasta patogena
(42%) pokazao izolat D5 ARV mada je i taj nivo antagonisticke aktivnosti oznac¢en kao
nizak (Slika 9). Nijedan izolat iz kolekcije Katedre za ekolosku mikrobiologiju nije
pokazao antagonisti¢ku aktivnost prema ovom patogenu.

P. aphanidermatum je biljni patogen Sirokog spektra domacina, veoma
rasprostranjen u zemljistu i vodi, svrstan u klasu Oomycetes (Nzungize et al., 2012).
Pythium vrste spadaju medu najdestruktivnije biljne patogene koji dovode do velikih
gubitaka u poljoprivredi (Jeyaseelan et al., 2012). Prouzrokuju smanjenje prinosa
semena, poleganje ponika, truljenje korena i stabljika, truljenje plodova za vreme
gajenja, skladiStenja i trasporta (Al-Sheikh, 2010).

Slika 9. Uticaj izolata D5 ARV na Pythium aphanidermatum (desno) u odnosu
na kontrolu (levo)
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Hemijske mere borbe nose sa sobom iste problem kao i u slucaju B. cinerea.
Klju¢na tacka u bioloskoj kontroli ovog patogena je njegova osetljivost na kompeticiju i
antagonizam tokom saprofitne faze (Martin 1 Loper, 1999). Medu antagonistima
visokog potencijala za biolosku kontrolu isticu se P. fluorescens i Bacillus sp.
(Jeyaseelan et al., 2012). Elazzazy et al. (2012) su naveli B. subtilis, B.
amyloliquefaciens 1 P. aeruginosa kao efikasne antagoniste P. aphanidermatum.
Njihovo prisustvo je inhibiralo rast patogena od 38% do 78%. Pored toga, in vivo ogled
u kome je seme krastavca inokulisano sa ova tri izolata, je pokazao da je samo prisustvo
B. amyloliquefaciens i P. aeruginosa umanjilo stetno dejstvo patogena. Izolat koji se u
nasem slucaju pokazao kao najefikasniji je D5 ARV (42%), a dodatna in vivo
istrazivanja su potrebna da bi se potvrdilo da soj efikasno suzbija bolesti izazvane P.
aphanidermatum.

Bioloske mere borbe zasnovane na indirektnim PGP mehanizmima se sve vise
promovisu kao sigurna i odrziva alternativa hemijskim sredstvima za zastitu bilja
(Siripornvisal, 2010). Bakterije stimulatori biljnog rasta razli¢itim mehanizmima
suzbijaju biljne patogene. Ova aktivnost se najcesce ispoljava kroz produkciju brojnih
metabolita koji deluju inhibitorno ili letalno na izazivace bolesti ili inaktiviraju enzime
ukljuene u patogenezu. NajceS¢e su to liticki enzimi koji degradiraju celijski zid
patogena (Gupta et al., 2015). Antagonisticki efekti ispoljeni u ovoj studiji mogu biti
posledica jednog ili kombinacije viSe razliCitth mehanizama. Pored litickih enzima
predstavnici roda Bacillus su poznati po produkciji velikog broj metabolita koji imaju
antifungalno dejstvo poput bacitracina, gramicidina S, polimiksina, mikobacilina,
bacilomicina, fungistatina itd. (Jeyaseelan et al., 2012). Produkcija isparljivih
sekundarnih metabolita poput cijanovodoni¢ne kiseline je znacajan mehanizam
suzbijanja bolesti biljaka.

Kako bi se utvrdilo da li je neki od navedenih mehanizama ukljucen u
antagonisticko delovanje testiranih izolata, izvrSen je niz biohemijskih testova u kojima

su testirani izolati koji su inhibirali rast B. cinerea za > 50% (Tabela 9).

70



REZULTATI | DISKUSIJA

Tabela 9. Sposobnost PGP izolata da produkuju liticke enzime i HCN

Produkcija
F_’oreklo Oznaka izolata — J
izolata lipaza | Nag | p-glu | proteaza | celulaza | HCN
Poljoprly[edno 7N ARV i ] ) N ] ]
zemljiste
Sumsko NV4 ARV - - - + i -
zemljiste NV5 ARV - - - + - +
Z-1 ARV + + + + - -
G1SP ARV - + - - - -
Deposol |
2T ARV - - - - - -
333 ARV + + + + - R
7 ARV + - - - - R
Deposol 11 D5 ARV - - - + + -
D6 ARV + - - - - -
Katedra EM P1 ARV - + + - - -

(+) prisustvo; (-) odsustvo osobine; (Nags) N-acetil-s-glukozaminidaza; (5-glu) S-glukozidaza.

Izolati 7N ARV i NV4 ARV Kkoji su pokazali umeren, odnosno, nizak nivo
antagonisticke aktivnosti (Tabela 8) su pokazali sposobnost produkcije proteaze. Izolat
NV5 ARV je pored ovog enzima produkovao i cijanovodoni¢nu kiselinu i pokazao je
visoku antagonisti¢ku aktivnost prema B. cinerea (Tabela 8) za $ta moze biti zasluzno
upravo prisustvo HCN. lIzolat Z-1 ARV iz deposola I je pokazao sposobnost produkcije
¢itavog niza enzima poput lipaze, N-acetil-#-glukozaminidaze, f-glukozidaze i proteaze

(Slika 10) sto moze biti razlog njegove visoke antagonisticke aktivnosti.

Slika 10. Produkcija proteaze od strane izolata Z-1 ARV na mle¢nom agaru
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Za razliku od njega, izolat 2T ARV koji je, takode, pokazao visoku
antagonisticku aktivnost prema B. cinerea nije pokazao sposobnost produkcije nijednog
od ispitivanih litickih enzima. Od izolata iz deposola I, sposobnost produkcije veceg
broja enzima pokazao je i 333 ARV (lipaza, N-acetil-f-glukozaminidaza, p-
glukozidaza, proteaza) koji je inhibirao rast patogena za 53%, pokazavsi tako umerenu
antagonisticku aktivnost. lzolati iz deposola Il 7 ARV i D6 ARV, umerene
antagonisticke aktivnosti, su produkovali lipazu, dok je izolat D5 ARV, pored proteaze
jedini od testiranih izolata pokazao sposobnost produkcije celulaze (Slika 11). Izolat iz
kolekcije Katedre za ekolosku mikrobiologiju P1 ARV je pokazao sposobnost
produkcije N-acetil-$-glukozaminidaze i f-glukozidaze.

/

Slika 11. Produkcija celulaze od strane izolata D5 ARV (levo) i razlika u odnosu

na celulaza negativan izolat Z-1 ARV (desno) na podlozi sa CMC

Bakterije stimulatori biljnog rasta su poznate po lucenju razli¢itih hidrolitickih
enzima kojima razlazu veliki broj organskih polimera poput hitina, celuloze i
hemiceluloze. Neki od ovih enzima su ukljuceni u antagonisticke mehanizme prema
fitopatogenim gljivama. Od posebnog znac¢aja su hitinaze koje imaju ulogu u razgradnji
polisaharida - hitina (Kavroulakis et al., 2006). Hitin ¢ini 22 - 44% celijskog zida gljiva
I stoga je esencijalan za strukturni integritet hifa (Jovici¢-Petrovi¢, 2014). Pored
endohitinaza i egzohitinaza, u hitinoliticke enzime spada i N-acetil-$-glukozaminidaza
(Sharma, 2012). Enzimski profili testiranih izolata su pokazali prisustvo ovog enzima,
sposobnog da degradira hitin, kod &etiri izolata (Z-1 ARV, G1SP ARV, 333 ARV, P1
ARV) koji takode inhibiraju i rast B. cinerea za > 50% (Tabela 8). Literaturni podaci
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navode znacaj hitinaza u borbi protiv biljnih patogena. Tako hitinaze koje produkuje
Serratia plymuthica HRO-C48 dovode do inhibicije rasta B. cinerea (Frankowski et al.,
2001). Od znacaja za antifungalno dejstvo PGPB je i produkcija f-glukozidaza koje,
takode, ucestvuju u degradaciji ¢elijskog zida (Mucha et al., 2006). Tri izolata testirana
u ovom radu su pokazala pozitivan odgovor u testu produkcije p-glukozidaza (Z-1 ARV,
333 ARV i P1 ARV).

Cijanovodoni¢nu Kiselinu, isparljivi antibiotik, produkuju brojne PGPB
(Ahemad i Kibret, 2014) i znacajan je faktor u kontroli biljnih patogena (Sharma et al.,
2013). Od izolata testiranih ovoj disertaciji HCN je produkovao samo NV5 ARV,
izolovan iz Sumskog zemljista. Ovaj izolat je pokazao visoku antagonisti¢ku aktivnost
prema B. cinerea, dok je rast P. aphanidermatum inhibirao za 34%.

Antifungalna aktivnost testiranih izolata moZe biti i posledica stvaranja
siderofora, koje su zabelezene kao znacajan mehanizam u kontroli Pythium i Fusarium
vrsta i ukljudene su u aktiviranje ISR (Ozyilmaz i Benlioglu, 2013). Od jedanaest
izolata koji su imali sposobnost produkcije siderofora, osam je pokazalo odreden nivo
antagonisticke aktivnosti, a medu njima su i izolati Z-1 ARV, 333 ARV, NV4 ARV, D5
ARV i P1 ARV koji su pokazali sposobnost inhibicije rasta B. cinerea za > 50% (Tabela
8).

Antifungalna aktivnost izolata moze biti rezultat i sinergisti¢kih interakcija
metabolita. Sposobnost Bacillus vrsta da produkuju citav spektar antimikrobnih
supstanci ¢ine ih jednim od najmoc¢nijih antagonista biljnim patogenima (Siripornvisal,
2010). Najcesce su to peptidi ili antibiotici koji izazivaju abnormalnosti u rastu micelije
(Hang et al., 2005). Dakle, postoji ¢itav niz jedinjenja koja su uklju¢ena u biolosku
borbu i postoji moguénost da ispitivani sojevi ispoljavaju i neka od dodatnih
antagonistickih svojstava koja nisu obuvacena ovim istrazivanjem.

Sumiranjem rezultata vidi se da je od 44 testirana izolata sposobnost inhibicije
rasta B. cinerea pokazalo 22, a kod P. aphanidermatum ovu sposobnost ispoljila je
tre¢ina izolata. Od izolata koji su pokazali sposobnost inhibicije rasta B. cinerea,
najveci broj je produkovao proteaze dok je sposobnost produkcije celulaza kao i HCN

zabelezena samo kod jednog izolata (Grafik 3).
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Grafik 3. Zastupljenost antagonisti¢ke aktivnosti prema P. aphanidermatum i B.
cinerea medu testiranim izolatima i zastupljenost produkcije litickih enzima i HCN

medu izolatima koji inhibiraju B. cinerea (%)

5.6. Povrsinska kolonizacija semena i korena biljaka PGP izolatima

Jedan od najée$c¢ih nacina inokulacije biljnih vrsta sa PGPB je inokulacija
semena potapanjem u suspenziju bakterija. Bez obzira na to da li ispoljavaju direktne i
indirektne mehanizme, sposobnost bakterija da se zadrze i kolonizuju povrs§inu semena
je preduslov za kasnija PGP delovanja (Compant et al., 2005). Izolati pri¢vrsceni za
povrsinu semena kasnije kolonizuju koren (Suslow i Schroth, 1982) i njegovu blizu
okolinu, a neki ispoljavaju i sposobnost endofitne kolonizacije.

Cilj ove faze istrazivanja je utvrdivanje sposobnosti izolata da se pri¢vrste za
povrsinu semena, kolonizuju povrsinu korena i prodru u unutrasnja tkiva korena.

Ispitivanja su radena sa: Z-1 ARV; 2T ARV; 333 ARV; 10_ARV; NV5 ARV;
D5 ARV; P1 ARV i T10 ARV, izolatima odabranim na osnovu ispoljenih direktnih i

indirektnih PGP mehanizama. Broj ¢éelija na povrSini semena prikazan je u Tabeli 11.
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Tabela 10. Povrsinska kolonizacija semena (10° CFU seme™)

(i)zzor}i(; Slacica Psenica irt\éfi?]z Suncokret Prosek
NV5 ARV 0,53 0,60 1,25 11,20 3,40

Z-1 ARV 0,80 0,60 2,00 520,00 130,85
2T ARV 0,41 0,40 1,11 12,14 3,52

333 ARV 0,50 0,40 3,05 2,03 1,50

10_ARV 2,00 3,50 25,30 3,50 8,58

D5 ARV 0,80 1,80 80,00 122,00 51,15
P1 ARV 0,60 1,80 2,00 700,00 176,10
T10 ARV 0,70 0,50 1,32 3,00 1,38

Prosek 0,79 1,20 14,50 171,73

Svi testirani izolati su pokazali sposobnost kolonizacije povr$ine semena
ispitivanih biljaka. Brojnost éelija na povrsini semena slagice se kretala od 10° - 10°
CFU, a najbrojniji sa 2 x 10° CFU je bio izolat 10 _ARV. Ovaj izolat je dobro
kolonizovao i seme pSenice (3,5 X 10° CFU). Brojnost ¢elija na povrsini semena crvene
deteline se kretala od 10°- 10’ CFU, a izolat D5 ARV je bio najbojniji sa 8 x 10’ CFU.
Brojnost ¢elija na povrsini suncokreta se kretala od 10° - 108 CFU, a najbrojniji sa 7 x
10® CFU je bio izolat P1 ARV.

Pet od testiranih osam izolata je pokazalo najve¢u brojnost na semenu
suncokreta. Ovakav rezultat i nije iznenadujuci, s obzirom da broj ¢elija koje se zadrze
na semenu zavisi i od njegove veli¢ine (Suslow i Schroth, 1982). Na broj ¢elija koje
kolonizuju povrSinu semena uti¢e i genotip biljke, pH vrednost semena i pre-tretman
fungicidima (Mahaffee i Backman, 1993). PGPB pri¢vr§¢ene za povrSinu semena
koriste ugljene hidrate i amnokiseline oslobodene u procesu klijanja i pric¢vrs¢uju se za
koren (Kloepper et al., 1991; Choi et al., 2004). Za kolonizaciju korena od velikog
znacaja su i bakterije koje prilikom inokulacije kolonizuju unutragnjost semena u toku
faze imbibicije (Choi et al., 2004).

Kako bi se utvrdila sposobnost izolata da sa semena kolonizuju povrsinu korena,
deo inokulisanih semena je dve nedelje gajen u sterilnom Hoagland rastvoru (Slika 12).
Nakon tog perioda, koren je odvojen od nadzemnog dela i utvrdeno je prisustvo izolata

na povrsini korena (Tabela 11).
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Brojnost izolata NV5 ARV se na povriini korena kretala od 10° - 10° CFU g™
Najniza sposobnost povrsinske kolonizacije korena je zabeleZena na korenu crvene
deteline, a najvisa na korenu suncokreta. Upravo je na povrSini semena suncokreta
zabeleZen najveci broj Celija ovog izolata (Tabela 10). Veli¢ina pocetne populacije NV5

ARV je uvecana za 100 (slacica, suncokret) do 1000 puta (pSenica).

Tabela 11. Povriinska kolonizacija korena (10’ CFU g™ svezeg korena)

(i)zzor}Zf; Slacica PSenica irt\éfi?; Suncokret Prosek
NV5 ARV 8,75 15,21 0,70 170,50 48,79
Z-1 ARV 12,00 600 0,23 154,00 191,56
2T ARV 8,65 3,00 1,52 13,40 6,64

333 ARV 0,51 7,52 2,04 11,00 5,27

10 ARV 0,67 5,00 2,10 25,00 8,19

D5 ARV 10,30 42,00 17,00 240,00 77,33
P1 ARV 25,00 1000 0,05 260,00 321,26
T10 ARV 9,13 25,00 1,82 132,40 42,09

Prosek 9,38 212,22 3,18 125,79

Izolat Z-1 ARV je kolonizovao povrSinu korena u broju koji se kretao u opsegu
od 10°- 10° CFU g™. Najniza brojnost je zabelezena kod crvene deteline, zatim slacice,
a najvisa na povrsini korena pSenice i1 suncokreta. U odnosu na broj ¢elija prisutan na
semenu, na povrsSini korena je zabelezeno od 10 (suncokret) do 10 000 (pSenica) puta
vise celija Z-1 ARV, dok je brojnost zabelezena na korenu crvene deteline slicna
brojnosti na povrSini semena. Izolat 2T ARV je na povrsini korena zastupljen u broju od
10" CFU g™ (slacica, pSenica, crvena detelina) do 108 CFU g™ (suncokret). Veli¢ina
pocetne populacije je kod ovog izolata uvecana za 10 (crvena detelina, suncokret) do
100 (slacica, pSenica) puta. Izolat 333 ARV je najniZzu brojnost ispoljio na korenu
slagice (10° CFU g™), a najviSu na korenu suncokreta (10% CFU g%), a veli¢ina njegove
populacije je uvecana 10 (slacica, crvena detelina) do 100 puta (pSenica, suncokret).
Brojnost izolata 10_ARV na korenu slacice i crvene deteline je ostala na nivou brojnosti
pocetne populacije, tj. brojnosti zabelezene na povrSini semena. Na povrSini semena
pSenice je zabelezeno vece prisustvo ovog izolata u odnosu na povrsinu korena slacice,

a veli¢ina populacije je uvecana 10 puta. Izolat 10 ARV je najvecu sposobnost
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povrsinske kolonizacije pokazao na korenu suncokreta (108 CFU g?), gde je brojnost
pocetne populacije uveéana 100 puta. Brojnost ¢éelija izolata D5 ARV na povrSini
korena slacice, pSenice i1 crvene deteline je bila reda veli¢ina 108 CFU g'l, a na povrsini
korena suncokreta 10° CFU g™. Brojnost ¢elija ovog izolata je, dve nedelje po

inokulaciji, uvecana za 10 (crvena detelina) do 1000 (slacica) puta.

Slika 12. Suncokret (Helianthus annuus L., levo), crvena detelina (Trifolium

pretense L., sredina) i psenica (Triticum vulgare L., desno) u Hoagland rastvoru

Izolat P1 ARV je pokazao sposobnost kolonizacije korena vecine biljaka na
kojima je testiran. Takode je zabelezen i porast brojnosti pocetne populacije ovog
izolata od 10 (suncokret) do 10000 (psenica) puta. Brojnost izolata P1 ARV je bila
manja na korenu crvene deteline u odnosu na brojnost na povrsini semena. Brojnost
izolata T10 ARV se na povrsini korena kretala od 10 - 10° CFU g, a veli¢ina pocetne
populacije je uvecana za 10 (crvena detelina) do1000 (pSenica, suncokret) puta.

Najveéi broj izolata, Sest od testiranih osam, pokazao je najveéu brojnost na
povrsini korena suncokreta, Sto je u saglasnosti sa rezultatima povrSinske kolonizacije
semena (Tabela 10). Pored toga, izolat Z-1 ARV i P1 ARV su se istakli prema
sposobnosti povrSinske kolonizacije korena pSenice. Proseéna brojnost izolata na
povrsini korena testiranih biljaka istice P1 ARV, Z-1 ARV, D5 ARV, NV5 ARV i T10
ARV u pogledu sposobnosti povrsinske kolonizacije korena (Tabela 11).

Dobijeni rezultati pokazuju da je brojnost izolata koji su kolonizovali seme

uvecana na povrsini korena U odnosu na broj ¢elija na povrsini semena $to je u skladu sa
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literaturnim podacima. Brojnost izolata P. polymyxa E681 na povrsini semena krastavca
je iznosila 3,3 x 10* CFU seme™ dok je na povrsini korena iznosila 2,8 x 10° CFU koren’
! Brojnost istog izolata na povrsini korena ljute papricice je uveéana 100 puta (1 x 10°
CFU koren™), na semenu i korenu pirinda zabeleZena je sli¢na brojnost populacije (~ 5
x 10* CFU), a brojnost populacije na korenu susama je uveéana 100 puta (1,7 x 10° CFU
koren™) u odnosu na broj ¢elija na povrsini semena (Choi et al., 2004). Sposobnost
kolonizacije povrSine korena suncokreta su pokazali i izolati P. fluorescens PICF7 i P.
fluorescens PICF7™', ali je njihova brojnost od 3,5 x 10" CFU g* svezeg korena
(Maldonado-Gonzélez et al., 2012) bila niza od brojnosti izolata u ovoj studiji.

Kolonizacija korena i opstanak PGPB u rizosferi su neophodni za ispoljavanje
stimulativnog efekta na biljni rast i kontrolu bolesti. Dutta et al. (2013) su utvrdili da je
sposobnost B. cereus da kolonizuje koren duvana dovela do stimulacije rasta biljke, dok
inokulacija le$nika istim izolatom nije dovela do kolonizacije korena pa je izostao i
efekat na biljni rasta. Kolnizacija korena zavisi od brojnih faktora, kao §to su osobine
izolata, sastav eksudata i abioticki uslovi (Bhattacharyya i Jha, 2012). Korenski eksudati
dovode do promena u sastavu proteina ¢elijskog zida PGPB (feritin, akril hidroperoksid
reduktaza, 2-amino-3-ketobutyrate CoA ligaza) ¢ime olakSavaju kolonizaciju korena
(Dutta et al., 2013).

5.7. Endofitna kolonizacije korena PGP izolatima

Jedan od nacina zemlji$nih bakterija da se izbore za svoje mesto u kompetitivnoj
sredini kakva je rizosfera je endofitna kolonizacija biljnih tkiva, u prvom redu tkiva
korena (Chanway et al., 2000). Kolonizacijom tkiva se stvara intimna veza izmedu
bakterije 1 biljke pri ¢emu su bakterije zaStiCene od stresova spoljaSnje sredine 1
konkurentnih mikrobnih zajednica (Forchetti et al., 2007). lzolati testirani u ovoj
disertaciji su pored sposobnosti da se pri¢vrste za povrSinu semena i kolonizuju
povrsinu korena pokazali i sposobnost da prodru i nasele unutra$nja tkiva korena

sladice, pSenice, crvene deteline i suncokreta (Tabela 12).
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Tabela 12. Endofitna kolonizacija korena (10° CFU g™ sveZeg korena)

iozzor:?:: Slacica PSenica irt\éfi?]z Suncokret Prosek
NV5 ARV 1,22 0,06 0,07 0,18 0,38

Z-1 ARV 26,00 26,54 0,01 0,94 13,37
2T ARV 0,50 0,08 1,05 42,50 11,03
333 ARV 7,50 0,11 7,56 11,20 6,59

10 ARV 10,00 0,13 10,00 253,42 68,39
D5 ARV 0,90 0,40 0,10 1,25 0,66

P1 ARV 98,00 0,11 1,50 22,30 30,48
T10 ARV 0,50 13,50 0,03 0,85 3,72

Prosek 18,08 5,12 2,54 41,58

Endofitni mikroorganizmi se mogu Kklasifikovati u tri glavne kategorije
(Hardoim et al., 2008): obligatni endofiti su oni koji ne mogu da se razvijaju izvan
biljaka i wverovatno se prenose preko semena; fakultativni endofiti su oni
mikroorganizmi koji slobodni zive u zemljistu ali ¢e kolonizirati koren kada se za to
ukaze prilika i ve¢ina PGPB pripada ovoj grupi; i pasivni endofiti koji neaktivno
koloniziraju biljku, odnosno kolonizuju kada dode do mehanic¢kog oste¢enja korenovih
dlaka.

Istrazivanja u ovoj disetraciji su ukazala na razlike izmedu testiranih izolata u
odnosu na stepen endofitne kolonizacije, kao i da stepen kolonizacije zavisi i od biljne
vrste. Najveca endofitna kolonizacija uocena je kod izolata 10_ARV, dok je najmanja
kod izolata NV5 ARV (Tabela 12). Ispitivani izolati su endofitno najvise kolonizovali
koren suncokreta, a najmanje crvene deteline. Istrazivanja Berendsen et al. (2012) su
pokazali da sastav korenskih eksudata odreduje vrste koje mogu kolonizirati biljku
domacina, odnosno odredena jedinjenja u eksudatu deluju kao signalni molekuli
(limunska, jabu¢na, ¢ilibarna kiselina, benzoksazinoidi). Takode, razlike u genotipu
unutar iste biljne vrsta mogu uticati na endofitnu kolonizaciju (Hardoim et al., 2011).

Broj ¢elija izolata NV5 ARV prisutnih u unutrasnjosti korena se kretao od 10" -
10° CFU g™. Najslabiju endofitnu kolonizaciju ovaj izolat je pokazao kod psenice i
crvene deteline, dok je u najvecoj meri kolonizovao unutras$njost slacice. Brojnost
izolata Z-I ARV se u unutrasnjosti korena kretala u opsegu od 10 - 10* CFU g™.
Najveca brojnost je zabelezena u untrasnjosti korena slaCice i1 pSenice, dok je
unutraSnjost korena suncokreta bila slabije kolonizovana iako je ovaj izolat pokazao
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izuzetnu sposobnost kolonizacije povrSine korena suncokreta. Najniza brojnost je
zabeleZzena kod crvene deteline, na ¢ijem korenu je, takode, zabelezeno najslabije
prisustvo ¢elija ovog izolata (Tabela 11). Izolat 2T ARV je imao najvecu endofitnu
kolonizaciju suncokreta (10* CFU g%), a najmanju p3enice. Ovaj izolat je i u testu
sposobnosti povrsinske kolonizacije korena ispolji najvecu brojnost na suncokretu.
Izolat 333 ARV je pokazao prilicno ujednaenu sposobnost kolonizacije korena
testiranih vrsta i jedino je nesto niza brojnost zabeleZena kod psenice. Brojnost izolata
10 ARV se u unutrasnjosti korena kretala u opsegu od 10% - 10° CFU g'l. Najvecu
brojnost ovaj izolat je imao u unutra$njosti korena suncokreta. Izolat 10_ARV je kod
suncokreta pokazao i najvecu sposobnost povrsinske kolonizacije korena (Tabela 11).
Izolat D5 ARV je pokazao ujednacenu sposobnost endofitne kolonizacije korena
slagice, p3enice i crvene deteline (10° CFU g%), dok je kod suncokreta njegova brojnost
bila veéa (10®° CFU g™). Isti trend je zabeleZen i prilikom utvrdivanja sposobnosti
povrsinske kolonizacije korena (Tabela 11). Izolat P1 ARV je u najmanjoj meri
endofitno kolonizovao koren psenice (10° CFU g™?), iako je brojnost ovog izolata na
povrsini korena psenice bila reda veli¢ina 10'°. Najveca brojnost je bila u korenu slacice
i suncokreta (10* CFU g™). Tako su analize sposobnosti povrsinske kolonizacije korena
crvene deteline ovim izolatom pokazale najlosije rezultate, ipak je taj broj celija bio
dovoljan za endofitno kolonizovanje korena i postizanje brojnosti od 10° CFU g™. Izolat
T10 ARV je endofitno kolonizovao koren u opsegu od 10' - 10 CFU g™. Najniza
brojnost je zabeleZena u korenu crvene deteline, a najveca u korenu pSenice.

Cetiri izolata od testiranih osam (2T ARV, 333 ARV, 10_ARV i D5 ARV) su
pokazali najvecu brojnost u unutra$njosti korena suncokreta, §to je u saglasnosti sa
rezultatima povrsinske kolonizacije korena (Tabela 11). Pored toga, izolati Z-1 ARV,
NV5 ARV i1 P1 ARV su u najve¢oj meri endofitno kolonizovali slacicu. Izolat T10
ARV je bio najprisutniji u unutrasnjosti korena pSenice.

Prosec¢na zastupljenost izolata u unutraSnjosti korena testiranih biljaka istice
10 ARV, P1 ARV, Z-1 ARV, 2T ARV i 333 ARV kao najefikasnije u pogledu
endofitne kolonizacije korena (Tabela 12) dve nedelje nakon inokulacije. Kim et al.
(2012) su pokazali da bakterije u kratkom vremenskom periodu prodiru u unutrasnjost
korena. Tako je Burkholderia phytofirmans PsJN kolonizovala koren divljeg prosa za

samo tri dana, dok je brojnost nakon sedam dana dostigla red veli¢ina 10° CFU. Izolat

80



REZULTATI | DISKUSIJA

10_ARYV je ovu brojnost postigao u unutra$njosti korena suncokreta, nakon dve nedelje
1 to je najveca zabeleZena brojnost jednog izolata u unutrasnjosti korena u ovoj studiji
(Tabela 12). B. amyloliquefaciens NBRISN13 je osam dana nakon inokulacije dostigao
brojnost od 10* CFU g™ u korenu pirinda (Nautiyal et al., 2013). Choi et al. (2004) su
zabelezili da se ve¢ 20h po inokulaciji formiraju kolonije na epidermisu korenka, a 72h
po inokulaciji povr$ina korena i njegova unutra$nja tkiva su kolonizovani sa P.
polymyxa E681.

Bakterijske ¢elije, po dospevanju u koren, putem ksilema naseljavaju vise delove
biljke, ali je klju¢na tacka u interakciji biljke sa PGPB endofitama upravo naseljavanje
korena (Whipps, 2001). Istrazivanja Guo et al. (2002) su pokazala da je dovoljan jedan
dan izloZenosti korena inokulumu da ¢elije dospeju do nadzemnih delova biljke. 1zolati
B. amyloliquefaciens koje su Kkoristili Reva et al. (2004) su pokazali razli¢ite
sposobnosti kolonizacije korena jeCma i uljane repice, Cetiri dana nakon inokulacije.
Brojnost éelija pojedinih sojeva se kretala od nekoliko éelija do 10°-10° CFU g™ svezeg
korena, a zabelezeni su i izolati koji nisu pokazali sposobnost kolonizacije. Brojnost
izolata testiranih u ovoj studiji brojnost je varirala u zavisnosti od biljne vrste. Brojnost
pojedinih izolata (NV5 ARV, Z-1 ARV, 2T ARV i T10 ARV) kretala se od nekoliko
éelija do 10* CFU g (Tabela 12). Sposobnost izolata testiranih u ovoj disertaciji da
endofitno kolonizuju koren, izrazena kroz njihovu brojnost po gramu svezeg korena, je
u skladu sa navedenim literaturnim podacima.

Unutrasnja kolonizacija korena zavisi od brojnih faktora kao S§to su vrsta
bakterijskog izolata, gustine inokuluma, genotipa biljke, faze razvoja biljke i uslova
spoljasnje sredine (Rosenblueth i Martinez-Romero, 2006). Kolonizacija zavisi od
sposobnosti bakterija stimulatora biljnog rasta da koriste specificne uslove sredine koji
vladaju u rizosferi i sposobnosti koris¢enja korenskih eksudata i mucigela kao izvora
nutrijenata (Compant et al., 2005). Prema Jha et al. (2013) jedan od najvecih izazova u
primeni endofitnih PGPB je uskladivanje genotipa, starosti biljke i njenih odbrambenih
mehanizama sa odgovaraju¢com bakterijom. Kolonizacija zavisi i od sezonskih promena
I prisustva vode u zemljiStu i neophodno je obaviti brojna istrazivanja u poljskim
uslovima kako bi se postigao maksimalan efekat.

Gustina populacija endofita je obi¢no niZa nego $to je to slucaj sa patogenim

vrstama ili rizosfernim bakterijama (Rosenblueth i Martinez-Romero, 2006). U ovim
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istrazivanjima je brojnost populacija izolata prisutnin u unutrasnjosti korena, u
najvecem broju slucajeva, manja u odnosu na brojnost na povrsini korena (Tabela 11,
12).

Stepen kolonizacije rizosfere PGPB nije uvek u vezi sa stepenom promocije
rasta biljka. Kada PGPB direktno stimuliSu rast biljaka stepen kolonizacije nije od
presudnog znacaja i Cesto je prisustvo manjeg broja ¢elija dovoljno za stimulativan
uticaj, dok veci broj ¢elija moze dovesti do inhibicije rasta (Bent et al., 2001). Kada
PGPB uti¢u na suzbijanje biljnih patogena, uglavnom je dobro da njihova brojnost bude
Sto ve¢a (Compant et al., 2005).

Cilj prethodnih istrazivanja je bio da se nizom laboratorijskih testova odaberu
osnovu ovih kriterijuma izabrana su cetiri PGP izolata (Z-1 ARV, 10_ARV, D5 ARV i
P1 ARV) koja su kori$¢ena u daljem radu (Tabela 13).

Izolat Z-1 ARV je pokazao sposobnost produkcije amonijaka, 1AA, siderofora i
jedan je od izolata koji su pokazali najve¢u sposobnost solubilizacije neorganskog
fosfata. Ovaj izolat je pokazao visok stepen antagonizma prema B. cinerea, a istakao se
I prema sposobnosti povrsinske i endofitne kolonizacije korena.

Glavna karakteristika po kojoj se istice izolat 10_ ARV je produkcija IAA. Pored
toga, ovaj izolat je pokazao 1 sposobnost produkcije amonijaka, siderofora i
solubilizacije neorganskog fosfata. lako ne spada medu izolate koji su u najve¢em broju
kolonizovali povrSinu korena odabranih biljaka, istakao se sposobno$¢u endofitne
kolonizacije korena suncokreta (10° CFUg™).

Izolat D5 ARV produkuje amonijak, IAA i siderofore. Medutim, glavna osobina
po kojoj se razlikuje od ostalih je veoma visoka antagonisti¢ka aktivnost ispoljena u
konfrontacijskom testu sa B. cinerea. Iako je njegova antagonisticka aktivnost prema P.
aphanidermatum, prema klasifikaciji Sookchaoy et al. (2009) okarakterisana kao niska,
ovaj izolat je pokazao najvec¢i procenat inhibicije u odnosu na ostale testirane izolate.
Prema sposobnosti povrsinske kolonizacije korena, ovaj izolat spada medu izolate sa
najve¢om brojnoscu, $to nije sluc¢aj sa endofitnom kolonizacijom.

Odabrani izolat PLARV karakterise se sposobnoscu solubilizacije neorganskog

fosfata, produkcije amonijaka, IAA i siderofora. Takode, poseduje sposobnost inhibicije
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B. cinerea i spada medu izolate koji se istiCu povrsinskom i endofitnom kolonizacijom

korena.
Tabela 13. PGPB karakteristike izolata odabranih za dalja istrazivanja
Oznaka izolata Z-1 ARV | 10_ARV | D5 ARV | P1 ARV

NH; + + + +

PrOdUkCija IAA Ug m|'1 8,4 44,5 15 1,2
Siderofore + + + +

Rastvorljivost fosfora (SI) % 2,6 2,33 / 2,7

. B. cinerea 61 20 83 50

Antagonizam i
P. aphanidermatum 22 10 42 /
Povrsinska kolonizacija korena 19,16 0.82 773 32,13
(CFU x 10°)

Endofitna kolonizacija (CFU x 10°) 13,37 68,39 0,66 30,48

5.8. Biohemijska identifikacija izolata

U grupi PGP bakterija nalaze se predstavnici razli¢itih rodova kao S$to su
Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia,
Caulobacter,  Chromobacterium,  Erwinia,  Flavobacterium,  Micrococcous,
Pseudomonas, Serratia, itd. (Bhattacharyya i Jha, 2012). U cilju odredivanja
taksonomske pripadnosti ispitivanih bakterijskih izolata izvSena je biohemijska
karakterizacija izolata. Vazan korak za efikasnu primenu PGPB je biohemijska
identifikacija bakterijskih izolata. Biohemijska karakterizacija odabranih izolata i
njihova identifikacija je izvrSena uz pomo¢ API20E, API20NE 1 APISOCH.

Nakon obrade u APl Web bazi podataka biohemijski profil izolata Z-1 ARV se
pokazao kao najsli¢niji predstavnicima roda Serratia i to S. liquefaciens (64,9%) i S.
marcescens (35%). Ovaj izolat se odlikuje sposobnoséu fermentacije glukoze, manitola,
inozitola, sorbitola, saharoze, amigdalina i arabinoze. Negativne reakcije su zabelezene
u testovima produkcije H,S, oksidaze i ureaze, fermentacije ramnoze i melibioze i
Voges-Proscauer testu. Izolat 10_ARV nakon pretrage baze podataka nije pokazao

slicnost ni sa jednim izolatom. Osnovne karakteristike ovog izolata dobijene na osnovu
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API20NE su: produkcija ureaze, proteaze, p-galaktozidaze, asimilacija glukoze,
arabinoze, manoze, manitola, maltoze i malata. Negativne reakcije su zabeleZzene u
testovima redukcije nitrata do nitrita, nitrata do azota, fermentacije glukoze i hidrolize
eskulina. Biohemijski profil izolata D5 ARV je pokazao najviSi stepen sli¢nosti sa
Bacillus amyloliquefaciens (78,2%). Osnovne biohemijske osobine izolata su
sposobnost fermentacije glukoze, fruktoze, manoze, celobioze, maltoze, inulina, d-
rafinoze, d-turanoze, d-fukoza, I-fukoza, d-arabitola i |-arabitola. Negativne reakcije su
zabeleZene u testovima sa amigdalinom, eskulinom, melibiozom, saharozom,
trehalozom, skrobom, glikogenom i ksilitolom. Izolat P1 ARV je pokazao najveéu
slicnost sa Pseudomonas putida biohemijskim profilom sa 99,5% podudarnosti. Ovaj
izolat je pokazao sposobnost asimilacije glukoze, arabinoze, manoze, malate i
produkcije arginin dihidrolaze. Izolat nije pokazao sposobnost redukcije nitrata do
nitrita, nitrata do azota, fermentacije glukoze, hidrolize eskulina, produkcije ureaze,
proteaze, S-galaktozidaze, kao ni asimilacije manitola.

5.9. Molekularna identifikacija izolata

Molekularne metode identifikacije su primenjene radi preciznije identifikacije
odabranih bakterijskih izolata. Pored jednostavnosti i brzine, prednost molekularnih
metoda je i u mogucnosti razlikovanja biohemijski veoma sli¢nih izolata. Metoda
lan¢ane reakcije polimeraze pracena sekvencioniranjem dobijenih produkata i
poredenjem obradenih sekvenci sa sekvencama u GenBank bazi podataka uspesno je
primenjena u identifikaciji ispitivanih izolata. Nakon ekstrakcije DNK primenjena je
amplifikacija sekvence gyr B gena. Ovaj gen kodira podjedinicu B proteina DNA
giraze, tip 1l DNK topoizomeraze. DNK giraza je nepohodna za DNK replikaciju i
jedan je od univerzalnih bakterijskih enzima (Yamamoto i Harayama, 1995). Sekvenca
ovog gena je koris¢ena u filogenetskim studijama Pseudomonas, Bacillus, Salmonella,
Shigella, Escherichia coli, Serratia i Ensifer sp. (Van Houdt et al., 2005; Martens et al.,
2007; Wang et al., 2007). Uz primenu odgovaraju¢ih prajmera dobijena su Cetiri
produkta (Slika 13) koja su sekvencionirana.
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1000
bp

P1ARV D5 ARV Z-lARV 10_ARV

Slika 13. Elektroforetska analiza PCR proizvoda dobijenih koris¢enjem para prajmera UP-
1E gyrB/APrU gyrB (izolat P1 ARV, kolona 1), UP-1EgyrB/modUP2r (izolat D5 ARV,
kolona 2), gyr-320/rgyr-1260 (izolat Z-1 ARV, kolna 3), UP-1EgyrB/ modUP2r (izolat
10_ARYV, kolona 4) i negativna kontrola (PCR smesa sa RNase-free vodom, kolona 5)

Konsenzus sekvence su deponovane u bazu podataka i dodeljeni su im pristupni
brojevi (Tabela 14).

Tabela 14. GenBank pristupni brojevi odabranih PGPB izolata

Oznaka GenBank

- Vrsta . S

izolata pristupni broj
Z-1 ARV Serratia liquefaciens KT265088
10_ARV Ensifer adhaerens KT265086
D5 ARV Bacillus amyloliquefaciens KT265087
P1 ARV Pseudomonas putida KT265089

Elektroforetska analiza produkata dobijenih nakon amplifikacije sekvence gyr B
gena pokazala je da su dobijeni fragmenti ocekivane duzine od oko 1000 bp (Serratia
sp., Pseudomonas sp.) i 1300 bp (Ensifer sp., Bacillus sp.). Reakcija je bila bez
nespecifi¢nih bendova.

BLAST analiza sekvence izolata Z-1 ARV duzine 911 bp pokazala je da izolat
ima 99% i 100% nukleotidne identi¢nosti sa Cetiri izolata Serratia liquefaciens. Izolat
Z-1 ARV je izolovan iz deposola I koji je kontaminiran organskim zagadiva¢ima (PAH,

PCB, organokalajna jedinjenja), dok su izolati sa kojima je pokazao najveci stepen
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slicnosti klini¢ki izolati (CP011303.1, CP014017.1) i ATCC sojevi (CP006252.1,
AJ300537.1). Serratia sp. spada u klasu Gammaproteobacteria, red Enterobacteriales
¢iji predstavnici su poznati kao PGPB od kojih su neki i u komercijalnoj upotrebi
(Glick, 2012). Predstavnici ovog roda se odlikuju sposobno$¢u solubilizacije
neorganskih fosfata, produkcije 1AA, siderofora (Melo et al., 2011; Singh i Prakash,
2012), sto su osobine ispoljene i od strane izolata Z-1 ARV (Tabela 13). Predstavnici
ovog roda produkuju ACC deaminazu i HCN (Ahemad i Kibret 2014), mada te osobine
nisu zabelezene kod izolata koris¢enog u ovoj studiji. Serratia liquefaciens je veé
okarakterisana kao efikasan biokontrolni agens (Sharma et al., 2014), a Z-1 ARV s0j je
pokazao umerenu antagonisticku aktivnost prema B. cinerea (Tabela 8) i sposobnost
povrSinske i endofitne kolonizacije sladice, pSenice, crvene deteline i suncokreta
(Tabela 12). Celije Serratia sp. su pronadene i u tkivima pirin¢a (Rosenblueth i
Martinez-Romero, 2006).

BLAST analiza sekvence izolata 10 ARV, duzine 1073 bp pokazala je da izolat
10 ARV ima najvisi stepen nukleotidne identi¢nosti od 94% i 100% pokrivenosti sa
jednim izolatom vrste Ensifer adhaerens. Izolat 10 ARV je izolovan iz deposola I
opterecenog visokim sadrzajem organskih zagadivaca. Izolat Ensifer adhaerens OV14,
sa kojim je izolat 10_ARV pokazao najvisi stepen sli¢nosti je izolovan iz rizosfere
krompira i uljane repice (Wendt et al., 2012). Rod Ensifer pripada fam. Rhizobiaceae,
redu Rhizobiales i klasi Alphaproteobacteria i ¢ine ga azotofiksatori koji stupaju u
simbiotsku vezu sa leguminoznim biljkama (Martens et al., 2008). Ovaj rod se ¢esto u
literaturi nalazi pod imenom Sinorhizobium (Martens et al., 2007). Ipak, prema odluci
Internacionalnog komiteta za sistematiku prokariota Ensifer je pravilniji naziv (Young,
2010). Ova vrsta je opisana i kao predator Gram-negativnih i Gram-pozitivnih bakterija.
Ensifer adhaerens nije obligatni parazit i lizu ¢éelija domacina izaziva u medijumima
niske nutritivne vrednosti pri pH od 6 do 6,5 (Casida, 1982). U poslednje vreme, ova
vrsta je privukla paZznju otkrivanjem njenog potencijala u tehnologijama genetskih
transformacija biljaka (Wendt et al., 2012; Rudder et al., 2014). Ensifer adhaerens je
rizobakterija koja poseduje sposobnost transformacije krompira, duvana i Arabidopsis
sp. (Rudder et al., 2014). U nasim istrazivanjima ova vrsta se istakla produkcijom od
445 pg mlt IAA (Tabela 7). Ova osobina Ensifer adhaerens je ve¢ zabeleZena u

literaturi. Kim et al. (2011) su opisali soj koji je imao sposobnost produkcije 35,25 ug
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ml™ IAA. Sposobnost E. adhaerens da podukuje auksin je potvrdena i od strane Kaur et
al. (2014). Pored produkcije auksina, izolat kori§¢en u nasim istrazivanjima je pokazao i
sposobnost produkcije amonijaka, siderofora i solubilizacije fosfata, $to su osobine
navedene i u literaturi (Kaur et al., 2014). Ovaj izolat je pokazao i sposobnost
povrsinske i endofitne kolonizacije slacice, pSenice, crvene deteline, suncokreta (Tabela
11, 12). E. adhaerens naseljava koren pirinca a predstavnici roda Ensifer sp. su poznati
kao stanovnici nodula leguminoza (Zhang et al., 2010; Xu et al., 2014).

BLAST analiza sekvence izolata D5 ARV duzine 1003 bp pokazala je da izolat
Ima najvisi stepen nukleotidne identi¢nosti (100%) i pokrivenosti (100%) sa tri izolata
Bacillus amyloliquefaciens. lzolat D5 ARV je izolovan iz deposola Il. lzolati B.
amyloliquefaciens sa kojima je pokazao najvisi stepen sli¢nosti potiCu iz zemljiSta
(KF194283.1, HG328254.1, HM585075.1). B. amyloliquefaciens se odlikuje
produkcijom 1AA, giberelina, ACC deaminaze, pitaza, siderofora i sposobnoséu
solubilizacije neorganskih fosfata (Reva et al., 2004; Nautiyal et al., 2013; Sharma et
al., 2013). lIzolat D5 ARV je pokazao sposobnost produkcije amonijaka, IAA (1,5 pg
ml™) i siderofora (Tabela 7), ali ne i sposobnost solubilizacije neorganskih fosfata. B.
amyloliquefaciens je poznat kao efikasan biokontrolni agens, inhibitor Botrytis cinerea,
Sclerotium rolfsi, Fusarium sp., Colletotrichum truncatum, Sclerotinia sclerotiorum,
Lasiodiplodia theobromae, Thielaviopsis paradoxa, Colletotrichum musae i Fusarium
verticillioides (Whiteman i Stewart, 1998; Abdullah et al., 2008; Alvindia i Natsuaki,
2009; Ahlem et al., 2012; Sharma et al., 2013). Njegov antagonisticki potencijal je
potvrden 1 ovom studijom u kojoj je izolat D5 ARV, pokazao veoma visoku
antagonisticku aktivnost protiv B. cinerea inhibiraju¢i njegov rast za 83% (Tabela 8).
D5 ARV se pokazao kao efikasniji od devet izolata B. amyloliquefaciens tkoje su
testirali Ahlem et al. (2012). B. amyloliquefaciens D5 ARV je pokazao i sposobnost
povrsinske i endofitne kolonizacije slaCice, pSenice, crvene dateline i suncokreta
(Tabela 12, 13). Celije Bacillus sp. su pronadene u tkivima citrusa, $argarepe i kukuruza
(Rosenblueth i Martinez-Romero, 2006).

BLAST analiza sekvence izolata P1 ARV duzine 856 bp pokazala je da izolat
ima najvisi stepen nukleotidne identi¢nosti 98% i 100% pokrivenosti sa cetiri izolata
Pseudomonas putida, dva izolata Pseudomonas monteilii i jednim izolatom

Pseudomonas plecoglossicida. Izolat P1 ARV je izolovan iz deposola I, kontaminiranog
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organskim zagadiva¢ima, a izolati sa kojima je na$ izolat pokazao najvisi stepen
slicnosti poti¢u iz zemljista (KC189956.1, CP002870.1, D86005.1, CP010359.1) i
zemljista zagadenog metil-parationom (CP007620.1) i motornim uljima (CP006979.1,
CP006978.1). Navedene vrste roda Pseudomonas su okarakterisane kao veoma sli¢ne, a
razliku medu njima je mogucée napraviti na osnovu pojedinih ekoloskih i biohemijskih
karakteristika. lzolat P1 ARV je pokazao sposobnost rasta na 4°C sto je odlika koju
poseduje P. putida, dok P. monteilii i P. plecoglossicida ne poseduju tu osobinu
(Nishimori et al., 2000; Dabboussi et al., 2002). Sposobnosti koris¢enja D-manoze, kao
izvora ugljenika, i aktivnost arilamidaze su osobine koje odlikuju P. putida (Dabboussi
et al., 2002; Ocampo-Sosa et al., 2015). Ove osobine predstavljaju razliku izmedu P.
putida i P. monteilii. Biohemijska karakterizacija P1 ARV uz pomo¢ API 20NE i API
ZYM Kkita pokazuje da ovaj izolat poseduje sposobnosti koris¢enja D-manoze i
produkcije arilamidaze. Sposobnost asimilacije L-arabinoze i D-manoze je
karakteristika P. putida i predstavlja razliku izmedu ovog soja i P. plecoglossicida
(Nishimori et al., 2000). Rezultati API 20NE testa pokazuju da izolat P1 ARV poseduje
sposobnost asimilacije L-arabinoze i D-manoze.

Utvrdene biohemijske karakteristike izolata P1 ARV uz rezultate molekularne
identifikacije omogucavaju njegovu pouzdanu identifikaciju kao P. putida.
Pseudomonas vrste spadaju u najznacajnije predstavnike PGPB grupe i njihove osobine
su dobro ispitane (Patten i Glick, 2002; Meziane et al., 2005; Jha et al., 2009; Bhardwaj
et al., 2014). P. putida je poznat kao PGPB soj sposoban da produkuje IAA, ACC
deaminazu, siderofore, amonijak, da solubilizuje fosfate (Patten i Glick, 2002; Ahemad
i Kibret, 2014). Sposobnost produkcije 1AA i siderofora je zabeleZena i kod izolata
koris¢enog u ovoj disertaciji (Tabela 7). Izolat P1 ARV nije pokazao sposobnost
produkcije ACC deaminaze, ali se u odnosu na ostale izolate testirane u okviru ove
studije pokazao najvecu sposobnost solubilizacije fosfata. P. putida je znacajan i u
biokontroli biljnih patogena (Cawoy et al., 2015), a kao glavni mehanizmi njegovog
delovanja navode se sposobnost produkcije siderofora i aktiviranje IRS (Meziane et al.,
2005). Izolat koris¢en u studiji okarakterisan je kao izolat slabe antagonistiCke
aktivnosti prema B. cinerea (Tabela 8). Predstavnici ove vrste mogu da koloniziraju
povrsinu korena biljaka, $to je utvrdeno i kod izolata testiranog u ovoj studiji (Tabela

12). l1zolat P1 ARV je pokazao sposobnost kolonizacije unutrasnjosti korena slacice,
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pSenice, crvene deteline i suncokreta (Tabelal3). Celije P. putida su pronadene i
tkivima sargarepe i crnog bibera (Surette et al., 2003; Sheoran et al., 2015).

5.10. Ekolos$ke osobine izolata

Razumevanje faktora zivotne sredine koji reguliSu PGP aktivnosti bakterija je
kljuéno za njihovu $to efikasniju praktiénu primenu. Zbog toga je cilj ove faze
disertacije ispitivanje odnosa odabranih izolata prema ekoloskim faktorima. Uticaj
sredine je pracen kroz utvrdivanje odnosa prema temperaturi, pH vrednosti sredine,
sadrzaju NaCl i sadrzaju teskih metala. Naime, na bakterije stimulatore biljnog rasta,
njihov odnos sa biljkama i krajnji efekat tog odnosa, u velikoj meri uti¢u faktori
spoljasnje sredine. Razli¢iti rezultati dobijeni u laboratoriji, stakleniku i nakon primene
PGPB u prirodnim uslovima mogu se objasniti uticajem faktora spoljasnje sredine
(Husen et al., 2011).

5.10.1. Rast izolata pri razli¢itim temperaturama

Istrazivanja su pokazala da izmedu ispitivanih izolata u pogledu odnosa prema
temperaturi postoje odredene razlike (Tabela 15). Od testirana cetiri, tri izolata (S.
liqguefaciens Z-1 ARV, E. adhaerens 10_ ARV, B. amyloliquefaciens D5 ARV) su
pokazala rast na temperaturama do 40°C. lzolat B. amyloliquefaciens D5 ARV,
poreklom iz deposola Il, pokazao je sposobnost rasta na temperaturi od 55°C. Ovaj
izolat je pokazao rast na visoj temperaturi od B. amyloliquefaciens sks bnj 1 ¢ija je
maksimalna temperatura rasta iznosila 45°C (Sharma et al., 2013). Jedan od bakterijskih
rodova sa psihrofilnim vrstama je Pseudomonas (Raicevi¢ et al., 2010), rod kome
pripada i izolat P1 ARV kod kog je 35°C bila maksimalna temperatura rasta. E.
adhaerens 10_ARV je rastao na nesto nizoj temperaturi u odnosu na E. arboris koji
raste do 43°C (Reeve et al., 2014).
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Tabela 15. Rast PGPB izolata pri razli¢itim temperaturama

T (°C)
10 | 30 | 35 | 40 | 45 | 55 | 60

Oznaka izolata

S. liquefaciens Z-1 ARV

E. adhaerens 10_ARV

B. amyloliquefaciens D5 ARV
P. putida P1 ARV

+l+ |+ |+
+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+
.
.
:

Siroka ekoloska valenca u odnosu na temperaturu je od velikog znacaja za
primenu bakterija u poljskim uslovima. Neke PGP osobine izolata su pod uticajem
temperature. Jedna od njih je antagonizma prema biljnim patogenima, su zavisne od
temperature. Ahlem et al. (2012) su u in vitro ogledima sa nekoliko izolata B.
amyloliquefaciens i B. cinerea uocili da razli¢iti izolati iste vrste postizu maksimalnu
inhibiciju patogena pri razliitim temperaturama. Za najveéi broj izolata to je
temperatura od 25°C.

Pored uticaja na PGP osobine, sposobnost tolerancije visokih temperatura
ukazuje i na potencijal za biotehnoloske aplikacije, oznacavajuci ovakve izolate kao
izvore termostabilnih enzima i drugih proizvoda interesantnih za industriju (Garbeva et
al., 2003).

5.10.2. Rast izolata pri razli¢itim pH vrednostima sredine

Bakterije spadaju u neutrofilne mikroorganizme, ali se, takode, odlikuju i
velikom sposobnoséu prilagodavanja promenama pH vrednosti sredine. Vrednosti pH
od 5 do 9 su odgovarale svim testiranim izolatima (Tabela 16). Minimalna pH vrednost
pri kojoj je zabelezen bakterijski rast iznosila je 4 i to je karakteristika izolata iz
deposola I S. liquefaciens Z-1 ARV. Sposobnost rasta na 10,5 pokazali su samo izolati iz
deposola I, S. liquefaciens Z-1 ARV i E. adhaerens 10_ARV.
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Tabela 16. Rast PGPB izolata pri razli¢itim pH vrednostima

) H
Oznaka izolata 354 45]555]6 g 85995 |10 | 105 | 11
ié@uemdens ol I e e O O I O T I S I A
E(.)fgrll?a\irens R I I R (R B
ggrgygsll iquefaciens | | | L 1L L il 4 [+ 2 | , -
P. putida P1 ARV S IR T o T s T O e R - -

Znacaj utvrdivanja pH vrednosti sredine ogleda se kroz sposobnost PGPB da u
razli¢itoj meri ispolje direktne i1 indirektne mehanizme. Kisela reakcija sredine se
negativno odrazava na produkciju indol-3-sir¢etne kiseline (Mohite, 2013). Ahlem et al.
(2012) su zabelezili da izolat B. amyloliquefacijens pokazuje veéi stepen inhibicije B.
cinerea u neutralnoj i baznoj sredini, dok je pri Kiseloj reakciji sredine uéinak
biokontrolnog agensa bio manje efikasan.

Pored uticaja na ispoljavanje PGP mehanizama, veéi opseg temperatura i pH

vrednosti znacajan i sa aspekta prezivljavanja PGPB nakon inokulacije biljaka.

5.10.3. Rast izolata pri razli¢itim koncentracijama NaCl

Znacaj PGPB izolata sposobnih da se prilagode visokom sadrzaju soli u
zemljiStu ogleda se kroz prizmu jednog od najvecih problema savremene poljoprivrede,
a to je zaslanjivanje plodnih povrSina. PGPB koje u ovakvim uslovima ispoljavaju
stimulativno dejstvo mogu umanjiti efekte stresa koji po biljke izaziva povecan sadrzZaj
soli (Qurashi i Nasim Sabri, 2012).

Odabrani izolati su pokazali da tolerisu 3% NaCl, dok sa povecanjem saliniteta

opada i broj sojeva prilagodenih na ovaj stres (Tabela 17).
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Tabela 17. Rast PGPB izolata pri razli¢itim koncentracijama NaCl

. NaCl %
Oznaka izolata 3 5 7
S. liquefaciens Z-1 ARV + - -
E. adhaerens 10_ARV + - -
B.amyloliquefaciens D5 ARV + + -
P. putida P1 ARV + - -

Jedini izolat koji je bio tolerantan na prisustvo 5% NaCl je B.amyloliquefaciens
D5 ARV, izolat iz deposola 1. Ovaj izolat je pokazao nizu toleranciju na prisustvo soli
od B. amyloliquefaciens sks_bnj_1 koji je rastao pri koncentraciji od 10% (Sharma et
al., 2013) i B. amyloliquefaciens NBRISN13 koji tolerise do 12% NaCl (Nautiyal et al.,
2013).

Vrste roda Ensifer ne podnose koncentracije soli veé¢e od 4% (Balkwil, 2006),
dok pojedini predstavnici P. putida tolerisu i 5% NaCl (Egamberdieva et al., 2015).
Literaturni podaci ukazuju da neki izolati Serratia roda mogu rasti i pri 10% (Mendpara
et al., 2013), sto nje bio sluc¢aj sa sojem ispitivanim u ovoj disertaciji.

Salinitet je jedan od faktora koji limitira rast i produktivnost biljaka usled
otezanog usvajanja vode. Povecan sadrzaj soli u zemljisnom rastvoru dovodi do pojave
belih povrsina na vrhovima listova, slabijeg rasta korena i zakrzljalsti cele biljke (Sen i
Chandrasekhar, 2014) i izaziva toksi¢ne efekte usled nagomilavanja soli u biljnim
tkivima (Rojas-Tapias et al., 2012). U novije vreme, metode molekularne manipulacije
se ukljucuju u reSavanje problema povecanja saliniteta plodnog zemljista kroz razvoj
useva tolerantnih na NaCl (Nautiyal et al., 2013). Upotreba PGPB je takode jedan od
nacina za ublazavanje efekata abiotickih stresova (Dimkpa et al., 2009). Smatra se da je
viSe od 800 miliona hektara Sirom sveta ugroZeno porastom saliniteta (Munns 1 Tester,
2008). Visok sadrzaj soli izaziva kod bakterija povecanu ekskreciju Secera i amino
kiselina koji im pomazu da prezive ekstreman osmotski stres (Parida i Das, 2005).
Inokulacija biljaka PGP bakterijama koje produkuju egzopolisaharide dovodi do
smanjenja usvajanja soli i stimulacije rasta (Haggag et al., 2014). Stimulacija rasta
korena i efektivne povrSine korena inokulacijom PGPB povecava usvajanje vode i
nutrijenata. Shilev et al. (2012) su zabelezili pozitivan uticaj izolata P. fluorescens F i

CECT 378 na prinos sveze biomase suncokreta (porast od 10%) u uslovima stresa
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izazvanog prisustvom soli (0,6% NaCl). Nautiyal et al. (2013) su pokazali da izolat B.
amyloliquefaciens NBRISN13 stimulise rast i povecava toleranciju pirin¢a gajenog u
hranljivom rastvoru i zemljistu na stres soli (1,2% NaCl). Sli¢ni razultati su dobijeni sa
Azotospirillum sp. i kukuruzom (Hamdia et al., 2004). 1zolati Azotobacter chroococcum
C5 i1 C9 koji su pokazali toleranciju 5,85% NaCl imali su sposobnost da uti¢u na rast
kukuruza u uslovima poveéane koncentracije soli (Rojas-Tapias et al., 2012).

B. amyloliquefaciens NBRISN13 je nakon deset dana rasta u uslovima povecane
koncentracije NaCl (200 mM) ima sposobnost da uti¢e na povecanje duzine korena
(3,2%), stabla (15,4%) i suve biomase biljke (11,7%) u odnosu na kontrolne,
neinokulisane biljke (Nautiyal et al., 2013). Sadrzaj soli je negativno uticao na rast
biljke, ali je taj uticaj ublazen u prisustvu ovog izolata. Egamberd (2015) je zabelezio
sposobnost 1AA produkujué¢ih Pseudomonas putida R4 i Pseudomonas chlororaphis R5
da smanje negativne efekate povisene koncentracije NaCl na klijance pamuka, njihovu

visinu, duzinu korena i svezu biomasu.

5.10.4. Rast izolata pri razli¢itim koncentracijama te§kih metala

Teski metali u visokim koncentracijama ispoljavaju toksi¢an efekat na
celokupan zivi svet. Prirodni izvor teSkih metala u zemljistu je mati¢ni supstrat. Pored
prirodnih postoje i antropogeni izvori koji su vezani za razne ljudske delatnosti
(rudarstvo, energetika i industrija). Jedna od posledica zavisnosti savremene
poljoprivrede od unosa mineralnih dubriva i hemijskih sredstava je povecan sadrzaj
teSkih metala u zemljistu. Zagadenje zemljista bakrom, olovom, cinkom i zivom je Cesto
povezano sa upotrebom pesticida, dok se kroz mineralna dubriva unose kadmijum, ziva
i olovo (Wuana i Okieimen, 2011). Kompost, komunalni otpadni mulj, pa i stajnjak,
takode, mogu biti izvori kadmijuma, hroma, bakra, olova i zive (Wuana i Okieimen,
2011). Zemljista opterecena visokim sadrzajem teskih metala nisu bezbedna za
proizvodnju hrane i zahtevaju sanaciju. Proucavanjem osobina PGPB uoceno je da
pored uticaja na ishranu i hormonski status biljke ove bakterije mogu promeniti i
biodostupnost teSkih metala, uticati na promene metabolizma biljnih ¢elija i povecati
njihovu toleranciju na stres izazvan pove¢anom koncentracijom teskih metala (Koo i

Cho, 2009; Gamalero i Glick, 2011; Hansda et al., 2014). PGPB u uslovima kada je
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zemljiste kontaminirano teSkim metalima zadrZavaju sposobnost stimulacije biljnog
rasta (Ma et al., 2011; Hao et al., 2012) i neretko povecavaju akumulaciju metala u
biljnim tkivima pospesujuci fitoremedijaciju (Fan et al., 2011).

U cilju bolje karakterizacije odabranih izolata i utvrdivanja njihove potencijalne
primene u sredinama sa visokim sadrzajem metala utvrdena je njihova otpornost na
bakar, hrom i kadmijum, jedne od najznacajnijih zagadivaca u prirodi (Ali i Vidhale,
2013). Za primenu PGPB u bioremedijacionim tehnologijama, jedan od vaznih koraka
je identifikacija mikroorganizama koji mogu preziveti u uslovima visoke koncentracije
teskih metala (Huang et al., 2016).

Sva cetiri testirana izolata su pokazala sposobnost prezivljavanja pri 0,15-10
mM Cu?* (Tabela 18). lako ne postoji koncentracija teskih metala koja predstavlja
granicu izmedu rezistentnih 1 nerezistentnih sojeva, izolati koji su zadrzali sposobnost
rasta pri 1 mM bakra se mogu smatrati otpornim (Ceylan i Ugur, 2012). Svi testirani

izolati mogu se oznaciti kao rezistentni na visoke koncentracije bakra.

Tabela 18. Rast PGPB izolata pri razli¢itim koncentracijama bakra

Grirale sl e Koncentracija Cu™ (mM)
0,5/03|06|125|25| 5 |10 | 20

S. liquefaciens Z-1 ARV + + | + + + + |+

E. adhaerens 10_ARV + + | + + + + |+

B.amyloliquefaciens D5 ARV + + + + + + +

P. putida P1 ARV + + + + + + +

Izolat S. liquefaciens Z-1 ARV, poreklom iz deposola I, se pokazao kao otporniji
na bakar od sojeva Serratia sp. koje su testirali Sarma et al. (2013), a koji vode poreklo
iz sedimenta uzorkovanog iz rudnika uranijuma. U ovom slu¢aju, minimalna inhibitorna
koncentracija najefikasnijih izolata, S. marcescens subsp. sakuensis DB-11 i DB-15 je
iznosila 5 mM Cu?*. Ovaj rezultat je utoliko interesantniji jer rezistentnost na teske
metale nije uobicajena osobina predstavnika fam. Enterobacteriaceae (Campos et al.,
2013).

Sinorhizobium meliloti CCNWSX0020 je tolerantan na 1,4 mM bakra i prisustvo
izolata je dovelo do povecanja biomase Medicago lupulina za 78,2% u prisustvu 100

mg kg™ bakra, povecavajuéi koli¢inu akumuliranog bakra za 39,3% (Fan et al., 2011).
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E. adhaerens 10_ARYV, testiran u ovoj disertaciji, pokazao je sposobnost tolerancije
znatno vecih koncentracija bakra.

Izolat B. amyloliquefaciens je efikasniji od B. licheniformis KT87, izolovanog iz
zemljista rudnika magnetita, koji je pokazao sposobnost tolerancije 4 mM Cu ?* (Yu et
al.,, 2014). Niazi et al. (2014) su zabelezili tolerantnost zemljisnog izolata B.
amyloliquefaciens subsp. plantarum UCMB5113 prema 10 mM bakra, $to je nivo
tolerantnosti koji je zabelezen i u ovoj studiji.

Najveca koncentracija bakra koju su tolerisali izolati P. putida opisani od strane
Ceylan i Ugur (2012) je bila 1 mM Cu?* dok je minimalna inhibitorna koncentracija
(MIC) naseg izolata iznosila 5 mM Cu?*. Da PGPB mogu ispoljiti sposobnost
stimulacije rasta biljaka pri poviSenom sadrZaju teskih metala potvrduju ogledi sa
Pseudomonas sp. PsM6. Ovaj izolat je povecao tezinu nadzemnog dela Ricinus
communis za 15% i tezinu korena za 18% uz istovremeni porast sadrzaja bakra u
tkivima biljke pri koncentraciji od 2,63 mM bakra (Rajkumar i Freitas, 2008). Izolati
kori$¢eni u ovoj studiji su tolerisali znatno vece koncentracije bakra.

Prema Uredbi o programu sistemskog pracenja kvaliteta zemljista, indikatorima
za ocenu rizika od degradacije zemljista i metodologiji za izradu remedijacionih
programa (SI. glasnik RS, br. 88/2010) grani¢na vrednost bakra je 36 mg kg™ (0,6 mM)
apsolutno suve materije, a remedijaciona 190 mg kg™ (3 mM). Izolati testirani u ovoj
studiji su pokazali sposobnost tolerancije znatno vecih koncentracija bakra sto ukazuje
da je moguca njihova primena u fitoremedijacionim i bioremedijacionim aktivnostima
na supstratima kontaminiranim bakrom.

Ispitivani izolati su pokazali vecu osetljivost na poviSene koncentracije hroma
(Tabela 19). Sva cetiri testirana izolata su pokazala sposobnost rasta pri 0,15-0,3 mM
cre*,

Tabela 19. Rast PGPB izolata pri razli¢itim koncentracijama hroma

Oznaka izolata Koncentracija Cr°* (mM)

0,15 0,3 0,6 1,25 2,5
S. liquefaciens Z-1 ARV + + + - -
E. adhaerens 10_ARV + + +
B.amyloliquefaciens D5 ARV + + -
P. putida P1 ARV + + + +
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Izolati iz deposola I, S. liquefaciens Z-1 ARV i E. adhaerens 10_ARV su
pokazali sposobnost rasta pri koncentracijama hroma od 0,15-0,6 mM. Ovo je znatno
niza koncentracija od one koju su zabelezili Campos et al. (2013) koji su prilikom
ispitivanja efikasnosti redukcije hroma od strane S. marcescens pokazali da ovaj izolat
tolerise 2 mM Cr°*.

Cr®*. Kamala-Kannan i Lee (2008) su zabelezili nekoliko izolata Bacillus roda
izolovanih iz sedimenta Suncon zaliva (Juzna Koreja) koji su tolerisali sadrzaj Cr®* do 1
mM (B. subtilis, B. cereus, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis).

Prema tvrdnjama Ceylan i Ugur (2012) izolati koji rastu pri koncentraciji Cr®*
od 1 mM i veé¢im Se smatraju rezistentnim. U nasem slucaju, samo P. putida P1 ARV je
zadrzao sposobnost rasta pri 1,25 mM Cr®. P. putida sojevi opisani od strane ovih
autori su tolerisali do 0,5 mM Cr®*, a kao najotporniji se pokazao P. struzeri &ija MIC je
iznosila 1 mM Cr®". Izolati rezistentni na visoke koncentracije hroma mogu imati
sposobnost njegove redukcije, a time i primenu u bioremedijaciji zemlji$ta i voda
(Campos et al., 2013).

Prema Uredbi grani¢na vrednost hroma u zemljistu iznosi 100 mg kg™ (2 mM), a
remedijaciona 380 mg kg™ (7 mM). Rast izolata testiranih u ovoj studiji je inhibiran
znatno nizim koncentracijama Cr®* §to sugerie da oni nisu adekvatan izbor za
inokulaciju biljaka gajenih na ovakvim zemljiStima.

Kadmijum je jedan od glavnih zagadivaca Zivotne sredine i toksican je za biljke,
zivotinje i ljude i jedan je od 126 prioritetnih zagadivaca proglasenih od strane SAD-
EPA. Ispitivanje sposobnosti tolerancije razli¢itth koncentracija kadmijuma u
hranljivom medijumu pokazalo je da S. liquefaciens Z-1 ARV, E. adhaerens 10 ARV i
P. putida P1 ARV tolerisu 5 mM Cd®* (Tabela 20).

Tabela 20. Rast PGPB izolata pri razli¢itim koncentracijama kadmijuma

Oznaka izolata Koncentracija Cd** (mM)
01/03|06|12|25| 5 | 10

S. liquefaciens Z-1 ARV + + + + +

E. adhaerens 10_ARV + + + + + +

B.amyloliquefaciens D5 ARV + +

P. putida P1 ARV + + + + + +
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S. liquefaciens Z-1 ARV je pokazala sposobnost preZivljavanja pri 5 mM Cd?*
dok su Sharma et al. (2013) zabelezili sposobnost S. marcescens subsp. sakuensis DB-
11 i S. marcescens subsp. sakuensis DB-15 da tolerisu 2 mM Cd?".

mM Cd** za razliku od B. amyloliquefaciens subsp. plantarum UCMB5113 koji je
pokazao tolerantnost prema 10 mM Cd?* (Niazi et al., 2014).

Uredba propisuje grani¢nu vrednost kadmijuma u zemljistu od 0,8 mg kg™
(0,007 mM), a remedijaciona 12 mg kg™ (0,01 mM). Izolati koris¢eni u ovoj studiji su
pokazali spsobnost tolerancije visih koncentracija kadmijuma ¢ime imaju potencijal za
remedijacione aktivnosti.

Prakti¢ni znacaj ovakvih osobina PGPB se ogleda kroz njihovu sposobnost da
zadrze stimulativno dejstvo na rast biljaka i umanje negativne posledice stresa
izazvanog prisustvom zagadivaca. Brojni literaturni navodi potvrduju da PGPB
zadrzavaju sposobnost stimulacije rasta biljaka u uslovima kontaminacije teskim
metalima (Koo i Cho, 2009; Hao et al., 2012; Hansda et al., 2014). U tom smislu
predstavnici rodova Pseudomonas, Bacillus, Mesorhizobium i Ensifer su poznati kao
znacajni akteri u fitoremedijaciji zemljista zagadenih hromom, niklom, zivom i bakrom
(Di Gregorio et al., 2006; Hansda et al., 2014).

Ma et al. (2009) su zabelezili povecanje biomase Brassica juncea za 15,45% i
Brassica oxyrrhina za 17,5% u uslovima povecane koncentracije nikla nakon
inokulacije sa Pseudomonas sp. SRS 8. Ovaj izolat je pokazao sposobnost tolerancije
7,8 mM nikla. Takode, Koo i Cho (2009) isti¢u potencijal Serratia sp. SY5, poreklom iz
zemljista zagadenog naftom 1 teSkim metalima, za povecanje efikasnosti
fitoremedijacionih procesa. Pored toga S$to je ovaj soj uticao na povecanje rasta
kukuruza u uslovima bez kontaminacije, izolat Serratia sp. SY5 je tu sposobnost
zadrzao 1 u uslovima kontaminacije kadmijumom pri tome zna¢ajno povecavsi biomasu
korena kukuruza. Izolat A. tumefaciens CCNWGS0286 kod kog su MIC za Cu®*, Cd*" i
Cr®* iznosile 2,8 mM, 0,5 mM i 1,6 mM je u prisustvu 9 mM cinka znacajno stimulisao
rast Robinia pseudoacacia (Hao et al., 2012) pokazavsi sposobnost da zadrzi PGP
osobine i u prisustvu teskih metala.

Ispitivanja sposobnosti PGPB izolata da se prilagode povetanom sadrzaju

neorganskih zagadivata su znaCajna sa stanoviSta njihovog ukljuéivanja u
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fitoremedijacione strategije (Koo i Cho, 2009). PGPB mogu uticati na povecanje
dostupnosti (produkcija helatora, siderofora, organskih kiselina) i usvajanja teskih
metala od strane biljaka uz istovremeno smanjenje njihovog toksi¢nog efekta na biljku
(Hansda et al.,, 2014). Smatra se da se najlakS§e do PGPB sojeva sa visokom
tolerancijom prema sadrzaju teskih metala moze doci izolacijom iz supstrata koji su

njima kontaminirani (Trama et al., 2014).

5.10.5. Otpornost izolata na prisustvo ampicilina i tetraciklina

U cilju detaljnije karakterizacije izolata izvrSeno je utvrdivanje njihove
otpornosti na prisustvo antibiotika ampicilina i tetraciklina (Tabela 21).

Usled nedostatka smernica za procenu osetljivosti ili rezistentnosti izolata
koris¢enih u ovoj studiji koris¢ena su uputstva koje je dao proizvodac. Predstavnici fam.
Enterobacteriaceae se dele na rezistentne na ampicilin ukoliko je preénik zone
inhibicije < 13 mm, srednje osetljive 14-17 mm, a osetljive ukoliko je pre¢nik zone
inhibicije > 18 mm. Pseudomonas aeruginosa i srodni sojevi se dele na rezistentne
ukoliko je pre¢nik zone inhibicije < 11 mm, srednje osetljiv 12-14 mm, a osetljivi
ukoliko je pre¢nik zone inhibicije > 15 mm. Rezultati predstavnika aerobnih,
grampozitivnih Stapi¢a se mogu uporediti sa Staphylococcus ili Enterococcus spp.
(CLSI, 2010). Prema uputstvu proizvodaca, Staphylococcus spp. su rezistentni na
ampicilin ukoliko je pre¢nik zone inhibicije < 28 mm, a osetljivi ukoliko je pre¢nik zone
inhibicije > 29 mm, a u slu¢aju Enterococcus spp. rezistentni su ukoliko je pre¢nik zone

inhibicije < 16 mm, a osetljivi ukoliko je pre¢nik zone inhibicije > 17 mm.

Tabela 21. Otpornost PGP izolata na ampicillin i tetraciklin

Zone inhibicije (mm)
Oznaka izolata

Ampicilin | Tetraciklin
S. liquefaciens Z-1 ARV 20 26
E. adhaerens 10 ARV 10 30
B. amyloliquefaciens D5 ARV 30 0
P. putida P1 ARV 0 15
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Predstavnici fam. Enterobacteriaceae, Pseudomonas  aeruginosa,
Staphylococcus spp. i Enterococcus spp. su rezistentni na tetraciklin ukoliko je $irina
zone < 14 mm, srednje osetljivi pri 15-18 mm i osetljivi > 19mm.

Prema uputstvu proizvodaca S. liquefaciens Z-1 ARV se pokazao osetljivim na
ampicilin i tetraciklin. P. putida P1 ARV je rezistentan na ampicilin i umereno osetljiv
na tetraciklin. E. adhaerens 10_ARV se moze smatrati rezistentnim na ampicilin, s
obzirom na to da je zabelezena uska zona u kojoj je izostao rast. Siroka zona inhibicije
rasta je zabeleZena u testu sa tetraciklinom ukazujuéi na osetljivost izolata na tetraciklin.
Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima Rathore et al. (2015) koji su Koristili E.
adhaerens OV14. Sirina zone zabeleZena kod B. amyloliquefaciens D5 ARV ukazuje na
njegovu osetljivost na ampicilin, dok izostanak zone inhibicije rasta ukazuje da je ovaj
izolat rezistentan na tetraciklin. Pojedina¢ne kolonije unutar Ciste zone, koje ukazuju na
pojavu stecene rezistentnosti, kod ampicilina imali su izolati S. liquefaciens Z-1 ARV i
B. amyloliquefaciens D5 ARV, dok kod tetraciklina nisu zabelezene.

U studiji koju su izveli Kaur et al. (2014) najveci procenat testiranih Ensifer
izolata je pokazao rezistentnost na ampicillin i tetraciklin. P. putida KT2440R i HB3267
(Molina et al., 2014) pokazali su se, takode, kao rezistentan na prisustvo 10 mg
ampicilina ali i 30 mg tetraciklina, po ¢emu se razlikuju od naseg soja.

5.11. Uticaj inokulacije PGP bakterijama na rast biljaka

Bakterije stimulatori biljnog rasta (PGPB) su grupa mikroorganizama Kkoji
koloniziraju koren biljaka i poboljsavaju njihov rast, bilo direktnim ili indirektim
mehanizmima (Ahemad i Kibret, 2014). Interakcije izmedu biljaka i PGPB su pod
velikim uticajem brojnih faktora spoljasnje sredine koji modifikuju korisne efekte
PGPB u prirodnoj sredini. Ispitivanje uticaja inokulacije PGPB na rast biljaka je
sprovedeno sa ciljem utvrdivanja moguénosti primene odabranih izolata u
ekoremedijaciji oSte¢enih zemljista. Kao primeri osteCenih zemljista koris¢eni su
deposol 1 i deposol 1. Deposol Il je okarakterisan kao siromasan supstrat sa niskim
sadrzajem humusa i slabom obezbedenoscu esencijalnim nutrijentima (Tabela 4).
Deposol | sadrzi visok sadrzaj humusa (Tabela 4), ali se odlikuje i visokim sadrzajem
organskih zagadivata (PAH, PCB, organokalajna jedinjenja). Istrazivanja ukazuju da
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bakterijski izolati mogu pokazati razlicite efekte na biljku u laboratorijskim, odnosno
kontrolisanim uslovima u odnosu na poljske uslove (Husen et al., 2011; Kumar et al.,
2014).

Na osnovu rezultata dobijenih u prethodnim istrazivanjima, za ispitivanje uticaja
PGPB na rast biljaka odabrani su S. liquefaciens Z-1 ARV, E. adhaerens 10_ARV, B.
amyloliquefaciens D5 ARV i P. putida P1 ARV (Tabela 13).

Ekoremedijacioni potencijal PGP sojeva i njihovog meSanog inokuluma je
testiran kroz kratke, dvonedeljne oglede (Slika 14) sa ratarskim kulturama (Sinapis alba
L., Triticum vulgare L., Trifolium pretense L. i Helianthus annuus L.) i viSemesec¢ne

oglede na crvenoj detelini, bagremu, platanu, belom boru i smr¢i.

Slika 14. Uticaj izolata S. liquefaciens Z-1 ARV na rast slacice (Sinapis alba L.)

u deposolu Il

SlaCica, pSenica, crvena detelina i1 suncokret, pored znacaja u ratarskoj
proizvodnji, imaju i primenu u remedijaciji zagadenih zemljista (Sverdrup et al., 2003;
Shtangeeva et al., 2004; Tlustos et al., 2006; Prasad, 2007). Bagrem i beli bor su vrste
korid¢ene u bioremedijaciji RB Kolubara (Veselinovi¢ i Golubovié¢-Curguz, 2001; Raki¢
et al., 2011). Platan je odabran kao jedna od najznacajnijih vrsta za urbane sredine, koja
je, takode, pogodna za fitoremedijaciju i poSumljavanje podrucja oSte¢enih rudarskom
aktivnoS¢u (Skousen i Zipper 2014; Kang et al., 2016). Smrca je odabrana kao
predstavnik roda na kojem su, pored rodova Pinus, Tsuga, Eucalyptus naj¢esce vrSena
ispitivanja sa PGPB (Chanway et al., 2000; Mafia et al., 2009; Puente et al., 2010;
Gujanici¢ et al., 2012; Ribeiro i Cardoso, 2012; Anand et al., 2013).
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5.11.1. Uticaj inokulacije PGP bakterijama na rast ratarskih kultura

PGPB inokulacija moze znacajno uticati na klijavost semena i rast korena i
nadzemnog dela u ranim fazama rasta (Cakmakg1 et al., 2007). U cilju ispitivanja
efekata inokulacije PGPB na rane faze rasta slacice (Sinapis alba L.), pSenice (Triticum
vulgare L.), crvene deteline (Trifolium pretense L.) i suncokreta (Helianthus annuus L.)
postavljen je ogled u trajanju od dve nedelje.

Poredenje visina inokulisanih biljaka slacice (Sinapis alba L.) sa KDP pokazuje
da nijedan od primenjenih inokuluma nije pokazao stimulativan uticaj (Tabela 22).
Naprotiv, visine nadzemnog dela inokulisanih biljaka su bile zna¢ajno nize od biljaka

koje su predstavljale KDP.

Tabela 22. Uticaj inokulacije na rast slacice (Sinapis alba L.)

Duzina Ukupna

Tretmani Visina (cm) korena suva

(cm) biomasa (g)
S. liquefaciens Z-1 ARV 6,30+1,20° | 3,18+1,12° | 0,48+0,05%
E. adhaerens 10 ARV 5,41+1,14%™ | 2,64+0,94° | 0,4+0,05°
B. amyloliquefaciens D5 5,77+41,21% | 2,54+1,04™ | 0,36+0,03"
P. putida P1 ARV 5,66+1,53" | 2,61+1,22° | 0,43+0,04°
MIX 5,04+1,08° | 1,96+0,74% | 0,47+0,05°*
KDP 7,69+1,33° | 1,89+0,74* | 0,23+0,02
KFP 10,18+1,687 | 2,93+0,88°" | 0,53+0,05°
LSDo 01 0,892 0,61 0,075

(MIX) inokulum saéinjen od S. liquefaciens Z-1 ARV, E. adhaerens 10_ARV, B. amyloliquefaciens D5
ARV i P. putida P1 ARV; (KDP) Kontrola u deposolu II; (KFP) Kontrola u Floradur®Plant Universal
supstratu;

Vrednosti prikazane u istoj koloni oznaéene razli¢itim slovima se znacajno statisticki razlikuju (p<0,001)
prema LSD testu, n=5.

Rezultati LSD testa pokazuju da izmedu visina nadzemnog dela inokulisanih
biljaka ne postoji statisticki znacajna razlika, dok su inokulisane biljke u odnosu na KFP

znacajno nize (p< 0,01).
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Poredenje duzina korena slacice inokulisane sa S. liquefaciens Z-1 ARV, E.
adhaerens 10_ARV, P. putida P1 ARV i B. amyloliquefaciens D5 ARV sa KDP
pokazuje da je inokulacija dovela do znacajne stimulacije rasta korena (p< 0,01).
Najveci uticaj na duzinu korena imao je inokulum S. liquefaciens Z-1 ARV (3,18 cm).
Slede Klijanci inokulisani sa E. adhaerens 10 ARV, P. putida P1 ARV, B.
amyloliquefaciens D5 ARV i statisticka analiza ovih rezultata pokazuje da medu njima
ne postoji znacajna razlika. Duzina korena biljaka inokulisanih sa S. liquefaciens Z-1
ARV je znacajno veca od duzine korena biljaka inokulisanih sa B. amyloliquefaciens
D5 ARV. Inokulacija meSanim inokulumom nije dovela do znacajnih razlika u duzini
korena u odnosu na KDP.

Poredenje duzina korena biljaka inokulisanih sa S. liquefaciens Z-1 ARV, E.
adhaerens 10 ARV, P. putida P1 ARV i B. amyloliquefaciens D5 ARV sa duzinom
korena u KFP pokazuje da ne postoje statisticki znacajne razlike (p< 0,01). Duzina
korena biljaka inokulisanih mesanim inokulumom je statisticki znacajno manja od
duZine korena u KFP.

Poredenje ukupnih suvih biomasa inokulisanih biljaka sa KDP pokazuje da je
inokulacija dovela do statisticki znacajne stimulacije produkcije biomase (p< 0,01).
Najveci uticaj na produkciju biomase imala je inokulacija sa S. liquefaciens Z-1 ARV,
P. putida P1 ARV i mesanim inokulumom.

Poredenje ukupne suve biomase biljaka inokulisanih sa S. liquefaciens Z-1 ARV
i meSanim inokulumom sa KFP pokazuje da ne postoje znacajne razlike (p< 0,01).
Preostali inokulumi su doveli do produkcije statisticki zna¢ajno manjih prinosa ukupne
suve biomase u odnosu na KFP.

Utvrden je efekat inokulacije PGP bakterijama na rast pSenice (Triticum vulgare
L.) kroz uticaj na visinu, duzinu korena i ukupnu suvu biomasu (Tabela 23).

Poredenje visina inokulisanih biljaka sa KDP pokazuje da su svi primenjeni
inokulumi imali stimulativan uticaj na rast biljaka. Najveci uticaj inokulacije na visinu
biljaka postignut je primenom B. amyloliquefaciens D5 ARV, S. liquefaciens Z-1 ARV,
mesanim inkulumom i E. adhaerens 10_ARYV, dok su biljke inokulisane sa P. putida P1
ARV bile znacajno najnize.

Poredenje visina inokulisanih biljaka sa visinama u KFP pokazuje da su

inokulisane biljke znacajno nize (p< 0,01).
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Poredenje duzina korena inokulisanih biljaka sa KDP pokazuje da je inokulacija
dovela do znacajne stimulacije rasta korena (p< 0,01). Rezultati LSD testa pokazuju da
izmedu duzina korena inokulisanih biljaka ne postoji statisticki znacajna razlika.

Poredenje rezultata inokulisanih biljaka sa KFP pokazuje da je duzina korena u

pozitivnoj kontroli znac¢ajno veca od duzine korena inokulisanih biljka.

Tabela 23. Uticaj inokulacije na rast pSenice (Triticum vulgare L.)

Ukupna
Tretmani Visina (cm) kolr)elrléil(l?m) bif)l:x;sa
(9)
S. liquefaciens Z-1 ARV 20,45+3,09° | 12,55+2,94° | 2,02+0,07
E. adhaerens 10_ARV 19,35+2,47° | 11,82+2,31° | 1,88+0,09"
B. amyloliquefaciens D5 ARV 21,02+2,59° | 13,5+2,22° | 2,070,12°
P. putida P1 ARV 16,93+4,45" | 11,68+3,55° | 1,95+0,09"
MIX 19,73+3,17° | 11,78+2,69° | 2,47+0,12
KDP 14,05+3,68* | 9,52+3,24* | 1,30+0,16°
KFP 28,85+4,15% | 16,12+2,57° | 2,28+0,13°
LSDg01 2,312 1,896 0,281

(MIX) inokulum saéinjen od S. liquefaciens Z-1 ARV, E. adhaerens 10_ARV, B. amyloliquefaciens D5
ARV i P. putida P1 ARV; (KDP) Kontrola u deposolu Il; (KFP) Kontrola u Floradur®Plant Universal
supstratu;

Vrednosti prikazane u istoj koloni oznacene razli¢itim slovima se znaéajno statisticki razlikuju (p<0,001)
prema LSD testu, n=5

Poredenje suvih biomasa inokulisanih biljaka sa KDP pokazuje da je inokulacija
dovela do statisticki znacajne stimulacije (p< 0,01). Najveéi uticaj inokulacije na
produkciju biomase postignut je primenom mesanog inokuluma (2,47 g). Slede biljke
inokulisane sa S. liquefaciens Z-1 ARV i B. amyloliquefaciens D5 ARV. Poredenje suve
biomase biljaka inokulisanih meSanim inokulumom sa KFP pokazuje da je suva
biomasa inokulisanih biljaka statisticki znacajno veca. Ostali primenjeni inokulumi su
dali statisticki znacajno niZe prinose biumase u odnosu na KFP.

Pored slacice i pSenice, pracen je i uticaj inokulacije na rast crvene deteline
(Trifolium pretense L.). Poredenje visina biljaka inokulisanih sa S. liquefaciens Z-I
ARV, E. adhaerens 10_ARV, B. amyloliquefaciens D5 ARV i meSanim inokulumom

sa KDP pokazuje da je inokulacija dovela do znacajne stimulacije rasta biljaka (Tabela
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24). Najveci uticaj inokulacije na visinu biljaka postignut je primenom S. liquefaciens

Z-1 ARV (8,28 cm). Slede biljke inokulisane meSanim inokulumom, E. adhaerens

10_ARV i B. amyloliquefaciens D5 ARV, ¢ija visine se medusobno statisticki zna¢ajno

ne razlikuju. Inokulacija sa P. putida P1 ARV nije dovela do znac¢ajnih razlika u visini u

odnosu na KDP.

Poredenje visina biljaka inokulisanih sa S. liquefaciens Z-1 ARV sa visinama u

KFP pokazuje da ne postoje statisticki znacajne razlike (p< 0,01). Visine biljaka

inokulisanih preostalim inokulumima su statisticki zna¢ajno manje u odnosu na visine

biljaka u KFP.

Tabela 24. Uticaj inokulacije na rast crvene deteline (Trifolium pretense L.)

.. Ukupna
) DuzZina -
Tretmani Visina (cm) korena :

biomasa

(em) @
S. liquefaciens Z-1 ARV 8,28+1,69° | 5,02+0,78" | 0,31+0,03"
E. adhaerens 10 ARV 7,15+0,71° | 3,38+0,75" | 0,31+0,04°
B. amyloliquefaciens D5 6,97+1,07" | 3,59+1,03° | 0,22+0,03"
P. putida P1 ARV 6,32+0,66™ | 2,82+0,57* | 0,29+0,03%
MIX 7,47+0,99° | 3,93+0,89° | 0,25+0,03
KDP 6,09+0,54* | 2,66+0,53% | 0,24+0,02"
KFP 8,31+0,86° | 4,70+0,84° | 0,16+0,03"
LSDo.01 0,669 0,529 0,053

(MIX) inokulum saéinjen od S. liquefaciens Z-1 ARV, E. adhaerens 10_ARV, B. amyloliquefaciens D5
ARV i P. putida P1 ARV; (KDP) Kontrola u deposolu Il; (KFP) Kontrola u Floradur®Plant Universal

supstratu,

Vrednosti prikazane u istoj koloni oznaéene razli¢itim slovima se znacajno statisticki razlikuju (p<0,001)

prema LSD testu, n=5
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Poredenje duzina korena biljaka inokulisanih sa S. liquefaciens Z-1 ARV, B.
amyloliquefaciens D5 ARV, E. adhaerens 10_ARV i mesanim inokulumom sa KDP
pokazuje da je inokulacija dovela do znacajne stimulacije rasta korena (p< 0,01).
Najvec¢i uticaj na duzinu korena imao je inokulum S. liquefaciens Z-1 ARV (5,02 cm).
Slede klijanci inokulisani sa me$anim inokulumom i B. amyloliquefaciens D5 ARV
medu kojima ne postoji statisticki znacajna razlika. Inokulacija sa P. putida P1 ARV
nije dovela do znacajnih razlika u duzini korena u odnosu na KDP.

Poredenje duzina korena biljaka inokulisanih sa S. liquefaciens Z-1 ARV sa KFP
pokazuje da ne postoje statisticki znacajne razlike (p< 0,01). Duzine korena biljaka
inokulisanih preostalim inokulumima su statisti¢ki znacajno manje u odnosu na duzine
korena biljaka u KFP.

Poredenje ukupnih suvih biomasa biljaka inokulisanih sa S. liquefaciens Z-I
ARV i E. adhaerens 10 ARV sa KDP pokazuje da je inokulacija dovela do znacajne
stimulacije  (p<0,01). Biomase biljaka inokulisanih preostalim primenjenim
inokulumima se nisu znaéajno razlikovale od KDP. Poredenje rezultata dobijenih
inokulacijom sa rezultatima u KFP pokazuje da je biomasa inokulisanih biljaka
statisticki znacajno veca.

Poredenje visina biljaka suncokreta (Helianthus annuus L.) inokulisanih sa B.
amyloliquefaciens D5 ARV i meSanim inokulumom sa KDP pokazuje da je inokulacija
dovela do znacajne stimulacije rasta biljaka (Tabela 25). Inokulacija sa ostalim
inokulumima nije dovela do znacajnih razlika u visini u odnosu na KDP. Poredenje
visina inokulisanih biljaka sa visinama u KFP pokazuje da su inokulisane biljke
znacajno nize.

Poredenje duzina korena inokulisanih biljaka sa KDP pokazuje da nijedan od
primenjenih inokuluma nije pokazao stimulativan uticaj na rast korena. DuZzine korena
inokulisanih biljaka se nisu statisti¢ki zna€ajno razlikovale od duzina u KFP, izuzev kod
biljaka inokulisanih sa S. liquefaciens Z-1 ARV koje su imale zna¢ajno manju duzinu
korena od KFP.

Poredenje suvih biomasa inokulisanih biljaka sa KDP pokazuje da nijedan od
primenjenih inokuluma nije pokazao stimulativan uticaj. Naprotiv, prisustvo inokuluma
se negativno odrazilo na prinos biomase. Poredenje suvih biomasa inokulisanih biljaka

sa biomasama u KFP pokazuje da su prinosi inokulisanih biljka znac¢ajno nizi (p< 0,01).
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Stimulacija produkcije biomase nadzemnog dela suncokreta nije zabelezena ni u
ogledu sa P. fluorescens PICF7 i P. fluorescens PICF7R" (Maldonado-Gonzalez et al.,
2012). P. fluorescens PICF7 i P. fluorescens PICF7®" su pokazali sposobnost
kolonizacije korena suncokreta kao i izolati testiranih u ovoj studiji. Razlog za odsustvo
stimulativnog efekta na rast suncokreta, pored nekompatibilnosti izolata i biljne vrste,
moze se traziti i u ¢injenici da prevelika brojnost ¢elija PGPB koje ispoljavaju direktne

mehanizme moze dovesti do inhibicije rasta (Bent et al., 2001).

Tabela 25. Uticaj inokulacije na rast suncokreta (Helianthus annuus L.)

Duzina Suva
Tretmani Visina (cm) U biomasa

korena (cm) @)
S. liquefaciens Z-1 ARV 18,79+1,07®° | 6,48+1,00% | 2,28+0,05°
E. adhaerens 10 ARV 18,53+1,63% | 6,91+1,34% | 2,38+0,06°
B. amyloliquefaciens D5 20,59+2,18° | 7,16+2,04™ | 2,87+0,06°
P. putida P1 ARV 19,36+3,16%™ | 8,34+3,44° | 2,72+0,05°
MIX 20,12+1,67° | 7,50+1,36%° | 2,74+0,06°
KDP 18,43+1,46° | 7,19+1,62%° | 3,03+0,05°
KFP 24.79+3,17° | 7,97+2,73° | 3,60+0,07"

LSDg01 1,469 1,408 0,098

(MIX) inokulum sac¢injen od S. liquefaciens Z-1 ARV, E. adhaerens 10_ARV, B. amyloliquefaciens D5
ARV i P. putida P1 ARV; (KDP) Kontrola u deposolu II; (KFP) Kontrola u Floradur®Plant Universal
supstratu;

Vrednosti prikazane u istoj koloni oznacene razli¢itim slovima se znacajno statisticki razlikuju (p<0,001)
prema LSD testu, n=5

Efekti inokulacije PGPB zavise od citavog niza faktora poput karakteristika
zemljista, temperature, vlaznosti, sastava korenskih eksudata, interakcije sa autohtonom
mikroflorom ali i izbora izolata, testirane biljne vrste, sorte i kultivara (Khalid et al.,
2004; Malhotra i Srivastava, 2009; Montafiez et al., 2012). Belimov et al. (2007)
naglaSavaju znac¢aj uslova spoljasnje sredine koji modifikuju efekte PGPB. Bakterijski
izolati mogu stimulativno uticati na rast jedne biljne vrste dok na drugoj efekti izostaju.
Ova varijabilnost efekata inokulacije pokazana je i u istrazivanjima u ovoj disertaciji
(Grafik 4-8).
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Rezultati istrazivanja pokazuju da je inokulacija sa S. liquefaciens Z-1 ARV
razli¢ito uticala na ispitivane biljne vrste ali i parametre rasta (Grafik 4). Ovaj izolat je
stimulativno uticao na ispitivane biljne vrste, osim na suncokret. Stimulativan efekat je
uocen na ispitivanim parametrima rasta, izuzev duzine korena i ukupne suve biomase

kod suncokreta i visine biljke kod slacice i suncokreta.

S. liquefaciens Z-1 ARV
120

100

80

60 mH
R 40 — DK
0 L 1 . rusB
0 - —
—la(':ica pSenica  crvenadetelina  suncokret

-20 —

-40

* X osu predstavlja KDP;
* negativne vrednosti odnose se na inhibiciju parametara rasta, H-visina biljaka, DK-duzina korena;
USB-ukupna suva biomasa

Grafik 4. Uticaj inokulacije sa S. liquefaciens Z-1 ARV na parametre rasta
slacice (Sinapis alba L.), pSenice (Triticum vulgare L.), crvene deteline (Trifolium

pretense L.) i suncokreta (Helianthus annuus L.) izrazen u %.

Sli¢ni rezultati dobijeni su i pri inokulaciji sa E. adhaerens 10_ARV, gde
inokulacija nije imala efekat na visinu slacice i suncokreta, duzinu korena suncokreta i
uticala na smanjenje ukupne suve biomase suncokreta (Grafik 5).

Inokulacija sa B.amyloliquefaciens D5 ARV je stimulisala rast korena, visinu
biljke i ukupnu biomasu kod ispitivanih biljnih vrsta, osim visine biljke kod slacice,
duzine korena kod suncokreta i ukupne biomase kod crvene deteline i suncokreta gde je

smanjenje biomase iznosilo 8, odnosno 5% (Grafik 6).
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E. adhaerens 10_ARV
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* negativne vrednosti odnose se na inhibiciju parametara rasta, H-visina biljaka, DK-duzina korena;
USB-ukupna suva biomasa

Grafik 5. Uticaj inokulacije sa E. adhaerens 10_ARV na parametre rasta slacice
(Sinapis alba L.), psenice (Triticum vulgare L.), crvene deteline (Trifolium pretense L.)

i suncokreta (Helianthus annuus L.) izrazen u %.

B. amyloliquefaciens D5 ARV
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* X osu predstavlja KDP;
* negativne vrednosti odnose se na inhibiciju parametara rasta, H-visina biljaka, DK-duzina korena;
USB-ukupna suva biomasa

Grafik 6. Uticaj inokulacije sa B.amyloliquefaciens D5 ARV na parametre rasta
slacice (Sinapis alba L.), pSenice (Triticum vulgare L.), crvene deteline (Trifolium

pretense L.) i suncokreta (Helianthus annuus L.) izrazen u %.
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Inokulacija sa P. putida P1 ARV je stimulisala rast korena kod svih ispitivanih
vrsta biljaka, izuzev kod crvene deteline; stimulisala je visinu biljaka kod psSenice i

ukupnu biomasu kod slacice i pSenice (Grafik 7).

P. putida P1 ARV
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40 =H
® DK
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]aé'ca penica  crvenadetelina  suncokret
_20 i

-40

* X osu predstavlja KDP;
* negativne vrednosti odnose se na inhibiciju parametara rasta, H-visina biljaka, DK-duzina korena;
USB-ukupna suva biomasa

Grafik 7. Uticaj inokulacije sa P. putida P1 ARV na parametre rasta slacice
(Sinapis alba L.), psenice (Triticum vulgare L.), crvene deteline (Trifolium pretense L.)

i suncokreta (Helianthus annuus L.) izrazen u %.

Inokulacija sa mesanim inokulumom je stimulisala visinu biljke, rast korena i
ukupnu biomasu kod ispitivanih biljnih vrsta, osim visine biljke kod slacice, duzine
korena kod sladice i suncokreta i ukupne biomase kod crvene deteline i suncokreta

(Grafik 8). Najmanji stimulativni efekat uocen je na suncokretu.
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Mesani inokulum
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Grafik 8. Uticaj inokulacije sa meSanim inokulumom na parametre rasta slacice
(Sinapis alba L.), psenice (Triticum vulgare L.), crvene deteline (Trifolium pretense L.)

I suncokreta (Helianthus annuus L.) izrazen u %.

Varijabilnost efekata inokulacije PGPB najbolje se ogleda pri inokulaciji pSenice
I suncokreta. Inokulacija pSenice PGPB primenjenim pojedina¢no ili u formi me$anog
inokuluma dovela je do stimulacije rasta klijanaca (Tabela 23; Grafik 4-8), dok je taj
efekat kod suncoketa izostao, a zabelezen je i negativan uticaj inokulacije na produkciju
biomase (Tabela 25; Grafik 4-8).

Razliciti efekti koje su testirani izolati pokazali na razli¢itim biljkama su u
skladu sa rezultatima drugih istraZivaca. Tako su Malhotra 1 Srivastava (2009) zabelezili
da inokulacija semena kineske secerne trske sa Azospirillum brasilense SM, dve nedelje
od setve, dovodi do poboljsanja razvoja korena, veéeg broja lateralnih korenova i suve
biomase biljke. Primena istog izolata na pasulj dovela je do stimulacije rasta korena, ali
je izostao efekat na visinu biljaka. U slucaju kukuruza i pSenice uticaj na duzinu korena
i stabla je izostao, ali je povecan broj bo¢nih korenova dok jecam i proso nisu reagovali
na prisustvo bakterijskog inokuluma. Inokulacija sa Bacillus sp. BS2 je stimulisala
visinu nadzemnog dela pasulja, patlidzana i paradajza dok na kupus i kelerabu nije
imala efekat. Ovaj izolat je ispoljio stimulativan uticaj na duzinu korena svih testiranih

vrsta izuzev na paradajz (Boruah i Kumar, 2003).
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Prisustvo P. flourescens EMA-38 je razlicito delovalo na dve sorte kukuruza.
Tako je 20 dana po inokulaciji sorte NK900 doslo do povecanja suve biomase
nadzemnog dela, dok na sortu DK682 primenjeni inokulum nije imao efekat. Soj P.
flourescens EMA-68 je pokazao drugaciji efekat: na NK900 nije delovao dok je kod
DK682 doveo do znacajnog povecanja suve biomase biljke (Montaiiez et al., 2012).
Razlic¢it efekat inokulacije na sorte psenice konstatovali su Khalid et al. (2004). Ove
varijacije mogu biti posledica genetskih razli¢itosti ali i ¢injenice da sorte, kultivari i
varijeteti iste vrste luce razli¢ite eksudate koji mogu podrzati ili ne podrzati aktivnost
inokuluma (Khalid et al., 2004). Jedan od nacina prevazilazenja ovog problema je
inokulacija izolatima izolovanim iz rizosfere ciljane biljke (Mahalakshmi i Reetha,
2009).

Khalid et al. (2004) su zabelezili da su najveéi uticaj na elongaciju korena i
biomasu psenice (povecanje od 47%), dve nedelje po inokulaciji, ispoljili izolati koji su
se odlikovali visokom produkcijom IAA (> 21 pg mlI™). U ovim istraZivanjima, dve
nedelje nakon setve psenice, izolat E. adhaerens 10 ARV, koji je odabran zbog visoke
produkcije 1AA (44,5 pg ml™) je, takode, uticao na poveéanje biomase psenice (45%).
Ipak, vece povecanje biomase je zabelezeno kod biljaka inokulisanih sa S. liquefaciens
Z-1 ARV (55%), B. amyloliquefaciens D5 ARV (59%) i P. putida P1 ARV (50%) koji
su produkovali daleko nize koncentracije IAA (Tabela 7).

U cilju izbora najefikasnijih izolata PGPB da stimulativne efekte ispolje u
oSteCenim zemljistima i tako postanu alati za primenu u ekoremedijacionim
tehnologijama postavljeni su ogledi sa crvenom detelinom (T. pretense L.) u deposolu Il
(Slika 15) i deposolu 1.

U ogledu u kom je kao supstrat koris¢en deposol II ve¢ nakon prvog koSenja se
uocavaju efekti inokulacije (Tabela 26). Poredenje visina biljaka inokulisanih meSanim,
E. adhaerens 10_ARV i P. putida P1 ARV inokulumima sa KDP pokazuje da je
inokulacija dovela do znaCajne stimulacije rasta biljaka (p<0,01). Inokulacija sa S.
liqguefaciens Z-1 ARV i B. amyloliquefaciens D5 ARV nije dovela do statisticki
znacajnih razlika u visini u odnosu na KDP. Nakon drugog koSenja, poredenje rezultata
postignutih mesanim, E. adhaerens 10_ARV i P. putida P1 ARV inokulumima sa KDP
pokazuje da je inokulacija dovela do znacajne stimulacije rasta biljaka. Najveci uticaj na

visinu crvene deteline imao je mesani inokulum (6,60 cm), dok su biljke inokulisane sa
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E. adhaerens 10_ARV i P. putida P1 ARV znacajno nize od visine biljaka inokulisanih
mesanim inokulumom. Rezultati drugog koSenja, takode, pokazuju da inokulacija sa S.
liquefaciens Z-1 ARV i B. amyloliquefaciens D5 ARV nije dovela do znacajnih razlika u

visini u odnosu na KDP.

Slika 15. Uticaj izolata P. putida P1 ARV na rast crvene deteline (Trifolium pretense L.)

u odnosu na kontrolu u Floradur supstratu (levo) i kontrolu u deposolu Il (desno)

Tabela 26. Uticaj inokulacije na visinu crvene deteline (Trifolium pretense L.) u

deposolu Il
Tretman Visina (cm)

I koSenje IT koSenje III koSenje
S. liquefaciens Z-1 ARV 5,00+0,81% 5,40+1,06™ 5,34+0,80"
E. adhaerens 10 ARV 6,10+1,20" 5,68+0,29" 5,17+1,34°
B. amyloliquefaciens D5 ARV | 5,30+0,88" 5,030,59° 4,41+1,02°
P. putida P1 ARV 6,08+0,72" 5,60+0,77" 5,660,86°
MIX 6,4520,90" 6,60+0,69° 4,87+0,88°
KDP 5,38+0,59° 5,10+0,26° 5,15+1,07°
KFP 7,40+0,84° 8,95+1,28° 9,09+2,02°
LSDo,01 0,456

(MIX) inokulum sac¢injen od S. liquefaciens Z-1 ARV, E. adhaerens 10_ARV, B. amyloliquefaciens D5
ARV i P. putida P1 ARV; (KDP) Kontrola u deposolu Il; (KFP) Kontrola u Floradur®Plant Universal

supstratu;
Vrednosti prikazane u istoj koloni oznacene razli¢itim slovima se znacajno statisticki razlikuju (p<0,001)
prema LSD testu, n=3
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Nakon tre¢eg kosenja poredenje visina biljaka inokulisanih sa P. putida P1 ARV
sa KDP pokazuje da je inokulacija dovela do znaajne stimulacije rasta biljaka
(p<0,01). Biljke inokulisane sa S. liquefaciens Z-1 ARV, E. adhaerens 10 ARV i
meSanim inokulumom nisu pokazale znacajne razlike u odnosu na KDP. Najmanja
visina je zabelezena kod biljaka inokulisanih sa B. amyloliquefaciens D5 ARV,
statisticki znacajno ispod visine biljaka u KDP. Visina inokulisanih biljaka je u sva tri
koSenja statisticki znacajno niza u odnosu na KFP.

Pored visine biljaka, tokom ova tri koSenja su prikupljeni i podaci o biomasi
nadzemnog dela dok je na kraju ogleda zabeleZzena i duzina korena biljaka (Tabela 27).
Poredenje biomasa nadzemnog dela inokulisanih biljaka sa KDP pokazuje da nijedan od
primenjenih inokuluma nije pokazao stimulativan uticaj na prinos biljaka u sva tri
koSenja. Rezultati LSD testa pokazuju da izmedu biomasa inokulisanih biljaka ne
postoji statisticki znacajna razlika. Biomase nadzemnog dela inokulisanih biljaka su

statisti¢ki znacajno nize u odnosu na KFP u sva tri kosenja.

Tabela 27. Uticaj inokulacije na prinos biomase (g) i duzinu korena (cm) crvene

deteline (Trifolium pretense L.) u deposolu Il

Biomasa (Q) Duzina

Tretman - T i korena
osenje koSenje | koSenje (cm)

S. liquefaciens Z-1 ARV 0,69+0,0 | 0,71+0,0 | 0,60+0,0 | 6,98+1,6
E. adhaerens 10 ARV 0,53+0,0 | 0,50+0,0 | 0,47+0,0 | 6,25+1,7
B. amy|0|iquefaciens D5 ARV 0,52i0,0 0,5810,0 0,6110,0 6,95'_"1,7
P. putida P1 ARV 0,72+0,0 | 0,73+0,0 | 0,60+0,0 | 7,23+1,4
MIX 0,54+0,0 | 0,57+0,0 | 0,72+0,0 | 6,74+1,5
KDP 0,74+0,0 | 0,71+£0,0 | 0,49+0,0 | 7,67+£2,0
KFEP 2,14+0,1 | 1,69+0,1 | 4,23+0,0 | 12,03£2,
LSDo,01 0,292 0,856

(MIX) inokulum sac¢injen od S. liquefaciens Z-1 ARV, E. adhaerens 10_ARV, B. amyloliquefaciens D5
ARV i P. putida P1 ARV; (KDP) Kontrola u deposolu Il; (KFP) Kontrola u Floradur®Plant Universal
supstratu;

Vrednosti prikazane u istoj koloni oznacene razli¢itim slovima se znacajno statisticki razlikuju (p<0,001)
prema LSD testu, n=3
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Duzina korena biljaka, utvrdena na kraju eksperimenta, pokazuje da se biljke
inokulisane sa P. putida P1 ARV, S. liquefaciens Z-1 ARV i B. amyloliquefaciens D5
ARV statisticki znacajno ne razlikuju od KDP. Duzine korena biljaka inokulisanih sa E.
adhaerens 10 ARV i meSanim inokulumom su statisti¢ki zna¢ajno nize od duzina u
KDP. Duzina korena inokulisanh biljaka je statisticki znacajno manja u odnosu na KFP.
Uticaj inokulacije na crvenu detelinu gajenu u deposolu Il vidljiv je kroz parametar
visine i taj uticaj slabi od prvog do tre¢eg koSenja. Na samom kraju ogleda jedino je
inokulacija P. putida P1 ARV imala efekat na visinu biljaka.

| u ogledu u kom je kao supstrat koris¢en deposol | uticaj inokulacije je pracen

kroz parametre visine (Tabela 28), suve biomase i duzine korena biljaka (Tabela 29).

Tabela 28. Uticaj inokulacije na visinu (cm) crvene deteline (Trifolium pretense

L.) u deposolu 1

Tretman Visina (cm)

I koSenje IT koSenje [T koSenje
S. liquefaciens Z-1 ARV 7,90+1,21" 6,50+1,54" 8,60+0,96°"
E. adhaerens 10 ARV 7,83+1,13" 6,75+1,47" 9,00:+0,66™
B. amyloliquefaciens DS ARV | 9 53+1 59° 7,95+0,97° 8,50+0,50*
P. putida P1 ARV 8,50+1,31° 5,75+0,44° 9,70+1,19°
MIX 7,30+0,98° 6,75+1,35" 8,30+0,40°
KDG 7,68+1,16% 6,75+1,11° 9,00+0,45"
KFP 8,31:+0,79% 8,95+1,28° 9,10+0,77°
LSDoo1 0,506

(MIX) inokulum sac¢injen od S. liquefaciens Z-1 ARV, E. adhaerens 10_ARV, B. amyloliquefaciens D5
ARV i P. putida P1 ARV; (KDG) Kontrola u deposolu I; (KFP) Kontrola u Floradur®Plant Universal
supstratu;

Vrednosti prikazane u istoj koloni oznaéene razli¢itim slovima se znacajno statisticki razlikuju (p<0,001)
prema LSD testu, n=3

Nakon prvog koSenja, poredenje visina biljaka inokulisanih sa B.
amyloliquefaciens D5 ARV i P. putida P1 ARV sa KDG pokazuje da je inokulacija
dovela do znacajne stimulacije rasta biljaka (p<0,01). Najveci uticaj inokulacije na
visinu biljaka postignut je primenom B. amyloliquefaciens D5 ARV (9,53 cm).
Inokulacija sa E. adhaerens 10_ARV, S. liquefaciens Z-1 ARV i meSanim inokulumom

nije dovela do statisticki znacajnih razlika u visini u odnosu na KDG. Visina biljaka
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inokulisanih sa B. amyloliquefaciens D5 ARV je statisticki znacajno veca od visina u
KFP.

Biljke inokulisane sa S. liquefaciens Z-1 ARV, E. adhaerens 10 ARV i P.
putida P1 ARV nisu pokazale znaajne razlike u odnosu na KFP dok su biljke
inokulisane sa meSanim inokulumom imale statisticki zna¢ajno manje visine.

Visina biljaka inokulisanih sa B. amyloliquefaciens D5 ARV (7,95 cm), prilikom
drugog kosSenja, je bila statisti¢ki znacajno vecéa od visine u KDG. Inokulacija sa ostalim
inokulumima se nije statisticki znacajno razlikovala od KDG u pogledu visine biljaka,
izuzev biljaka inokulisanih sa P. putida P1 ARV koje su bile statisticki znacajno nize.
Visina inokulisanih biljaka je statisti¢ki znac¢ajno niza u odnosu na KFP.

Nakon tre¢eg koSenja poredenje visina biljaka inokulisanih sa P. putida P1 ARV
(9,70 cm) sa KDG pokazuje da je inokulacija dovela do znacajne stimulacije rasta
biljaka (p<0,01). Biljke inokulisane sa S. liquefaciens Z-1 ARV, E. adhaerens 10_ARV
I B. amyloliquefaciens D5 ARV nisu pokazale znacajne razlike u odnosu na KDG.
Visina biljaka inokulisanih sa me$anim inokulumom je zna¢ajno niza od visine biljaka u
KDG. Visina biljaka inokulisanih sa P. putida P1 ARV je statisticki znac¢ajno veca od
biljaka u KFP.

Nakon prvog kosenja, poredenje suvih biomasa biljaka inokulisanih sa P. putida
P1 ARV, S. liquefaciens Z-1 ARV i B. amyloliquefaciens D5 ARV inokulumima sa
KDG pokazuje da je inokulacija dovela do znac¢ajnog povecanja prinosa. Najveci uticaj
inokulacije na biomasu biljaka postignut je primenom B. amyloliquefaciens D5 ARV
(1,33 g), zatim P. putida P1 ARV i S. liquefaciens Z-1 ARV Kkoji se medusobno nisu
statistiCki znacajno razlikovali. Inokulacija sa E. adhaerens 10 ARV i meSanim
inokulumom nije dovela do statisti¢ki znacajnih razlika u odnosu na KDG.

Rezultati drugog kosenja su potvrdili stimulativan uticaj inokulacije sa P. putida
P1 ARV i B. amyloliquefaciens D5 ARV na prinos biomase. Biljke inokulisane sa S.
liquefaciens Z-1 ARV, E. adhaerens 10_ARV i meSanim inokulumom nisu pokazale
znacajne razlike u odnosu na KDG. Poredenje suvih biomasa inokulisanih biljaka
dobijenih nakon tre¢eg koSenja sa KDG pokazuje da ne postoje statisticki znacajne
razlike (p<0,01). Sva tri koSenja su pokazala da su suve biomase biljaka statisticki

znacajno nize od suvih biomasa u KFP.
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Tabela 29. Uticaj inokulacije na biomasu (g) i duzinu korena (cm) crvene deteline

(Trifolium pretense L.) u deposolu |

e Biomasa (g Dusina
I kosenje IT koSenje 111 kosenje | Korena (cm)
- - d
g'_ :'2‘§Ij‘c'e”3 103£0,12" | 085£0,09° | 060£0,09° | :63+2:86
bc
i') ‘fgi‘frens 0,80£0,13® | 047+0.10° | 0,72+0,03 | 8:87+1.07
: : _
E'Sagng{?"q“efac'ens 133+021° | 1,07+0,19° | 0,77+0,06° | 1O¥1:48
= a
Ei‘};’gf/a 107+019% | 0.89£0,09° | 0,80£0,23° | >73*1.30
MIX 074+0,10® | 053+0,08® | 061+0,17° | 6,02+1,46%
KDG 0.67+0,06° | 0504003 | 069+0,08® |6,26+1,43"
KFP 2144019 | 1,69+0,10% | 4,23+044" | 12,03+2,63°
LSDoo 0,351 0,896

(MIX) inokulum sacinjen od S. liquefaciens Z-1 ARV, E. adhaerens 10_ARV, B. amyloliquefaciens D5
ARV i P. putida P1 ARV; (KDG) Kontrola u deposolu I; (KFP) Kontrola u Floradur®Plant Universal
supstratu;

Vrednosti prikazane u istoj koloni oznaéene razli¢itim slovima se znacajno statisticki razlikuju (p<0,001)
prema LSD testu, n=3

Poredenje duzina korena biljaka inokulisanih sa S. liquefaciens Z-1 ARV sa
KDG pokazuje da je inokulacija dovela do znacajne stimulacije rasta korena (p<0,01).
Duzine korena biljaka inokulisanih ostalim inokulumima se nisu statisticki znacajno
razlikovale od KDG. Duzina korena inokulisanih biljaka je statisti¢ki znacajno manja u
odnosu na KFP.

Rezultati predstavljenih ogleda pokazuju vecu sposobnost odabranih PGPB da
stimuliSu rast biljaka u deposolu | u odnosu na deposol Il. Ovi rezultati ukazuju da
ispitivani izolati mogu ispoljiti stimulativan efekat na rast biljaka u zemljistima sa
visokim sadrZzajem organskih zagadivata 1 na taj nacin interakcija biljaka-
mikroorganizama se moze iskoristiti u bioremedijaciji ovih zemljista.

U deposolu 11, koji je okarakterisan kao siromaSan supstrat, izolati su pokazali
stimulativan efekat samo u dvonedeljnim ogledima, dok je u duzem vremenskom
periodu taj efekat izostao. Ovo ukazuje na potrebu popravljanja karakteristika deposola

Il, pre svega kroz unos organske materije. lako je u literaturi zabeleZeno da siromasni

supstrati podsti¢u ispoljavanje PGP efekata u punom izrazu (Egamberdieva, 2007), ipak
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ovakvi uslovi mogu biti i uzrok antagonizma izmedu biljaka i bakterija koje se bore za
iste hranljive elemente.

U ogledima sa crvenom detelinom izolat P. putida P1 ARV je stimulativno
uticao na rast biljaka, a u ogledu sa deposolom Il efekat je vidljiv samo kroz parametar
visine biljaka. Pri rastu u deposolu | ovaj izolat je uticao na biomasu biljke uvecavsi
ukupan prinos crvene deteline za 48% (Tabela 29). Slicne efekte inokulacije sa
predstavnicima roda Pseudomonas su zabelezili i drugi autori. Almaghrabi et al. (2013)
su zabelezili stimulativan uticaj P. putida na biomasu 45 dana starih biljka paradajza.
Pseudomonas sp. je pokazao stimulativan efekat na produkciju biomase korena psenice,
biomasu $ecerne repe i spanaca (Cakmakgi et al., 2006).

Pored ovog izolata u ogledu sa deposolom 1 i izolat B. amyloliquefaciens D5
ARV je stimulativno uticao na rast biljaka i biomasa je povecana za 70% (Tabela 29).
Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima inokulacije slacice (Sinapis alba L.), pSenice
(Triticum vulgare L.) i crvene dateline (Trifolium pretense L.) sa B. amyloliquefaciens
(Grafik 6). Almaghrabi et al. (2013) su =zabelezili stimulativan uticaj B.
amyloliquefaciens na produkciju biomase paradajza. Stimulativan uticaj B.
amyloliquefaciens je ispoljen kroz porast visine biljaka, suve mase nadzemnog dela i
kolicine dobijenog semena (Sharma et al., 2013). Dawwam et al. (2013) su zabelezili
stimulativan uticaj inokulacije sa B. cereus p31 na rast slatkog krompira. Nakon mesec
dana ovaj izolat je doveo do povecéanja visine nadzemnog dela za 87% i biomase
nadzemnog dela za 39%. Predstavnik Bacillus roda koris¢en u ovom radu, izolat B.
amyloliquefaciens D5 ARV, takode je pokazao stimulativan uticaj na crvenu detelinu
gajenu u deposolu I, poveéavsi, nakon mesec dana od inokulacije, biomasu nadzemnog
dela za 99%, a visinu za 24% u odnosu na neinokulisanu negativnu kontrolu. Literaturni
podaci, takode, navode stimulativni uticaj Bacillus sp. na povecanje prinosa pirinca,
Secerne repe, pSenice i kukuruza (GCakmakgi et al., 2006).

Inokulacija sa S. liquefaciens Z-1 ARV je stimulisala razvoj korena crvene
deteline gajene u deposolu I. Efekat na rast korena u kontaminiranom supstratu je
pokazao i izolat Serratia sp. SY5 koji je znacajno stimulisao njegov rast i produkciju
biomase pri povecanoj koncentraiji kadmijuma (Koo i Cho, 2009).

U tromesecnom ogledu sa crvenom detelinom u deposolu I inokulacija sa E.

adhaerens 10_ARYV je povecala biomasu za 67%. Istrazivanja sa predstavnicima roda
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Ensifer ukazuju stimulativan uticaj na pojavu nodula na korenu soje, biomasu
nadzemnog dela i sadrzaj azota u tkivima (Kaur et al., 2014). Ovi autori su, takode,
primetili i postojanje varijacija u stepenu efikasnosti izmedu testiranih Ensifer sp.
izolata.

Bakterijski inokulanti mogu doprineti povecanju efikasnosti agronomske
proizvodnje kroz smanjenje troskova proizvodnje i sSmanjenje zagadenja Zivotne
sredine, a efikasni inokulati mogu smanjiti upotrebu mineralnih dubriva (Souza et al
2015). Sa tog aspekta inokulacija je jedna od najvaznijih odrzivih praksi u
poljoprivrednoj proizvodnji, a mikroorganizmi postaju klju¢ ekoloske strategije za
integrisano upravljanje nutrijentima, sprecavanje bolesti i §tetocina, u cilju smanjenja
upotrebe hemikalija u poljoprivredi (Bhattacharyya et al., 2016).

Efekti interakcije biljaka sa testiranim izolatima u ovim istrazivanjima Su
razli¢iti. Efikasnost inokulacije zavisi od karakteristika inokulanta, ali na uspeh
inokulacije snazno uti¢e i sastav korenskih eksudata kao i sposobnost bakterijske
kolonizacije korena (Souza et al., 2015) sto doprinosi ispoljavanju razli¢itih efekata u
odnosu na biljnu vrstu. Dobijeni rezultati u ovim istrazivanjima su u skladu sa
rezultatima drugih istrazivaca koji ukazuju na to da efekti PGPB zavise od prirode
samog izolata, njegove populacije, koncentracije inokuluma, ali i interakcije biljka-
bakterija (Dobbelaere et al.; 2002; Sahin et al., 2004; Cakmakgi et al., 2006). Zdravlje
zemljista, tip zemljista, sadrzaj nutrijenata, toksi¢ne koncentracije metala, vlaznost
zemljista, mikrobni diverzitet, kao i poremecaji u zemljistu uzrokovani njegovim
upravljanjem su vazani faktori koji uticu na efikasnost inokulacije (Souza et al., 2015).

U cilju dobijanja i primene efikasnog bioinokulanta u ekoremedijacionim
tehnologijama treba uzeti u obzir brojne faktore. Detaljna proucavanja sloZzenih
interakcija bakterija stimulatora biljnog rasta mogu doprineti boljem razumevanju

interakcija biljka-zemljiste (Weidner et al., 2015).
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5.11.2. Uticaj inokulacije PGP bakterijama na rast drvenastih vrsta

In vivo eksperimenti sa drvenastim vrstama su trajali osam meseci, kao supstrat
koriséen je deposol Il, a cilj ovih istrazivanja je ispitivanje uticaja inokulacije PGP
izolatima na rast odabranih drvenastih vrsta (Slika 16). U ovom ogledu je pracen efekat
mesanog bakterijskog inokuluma (S. liquefaciens Z-1 ARV, E. adhaerens 10_ARV, B.
amyloliquefaciens D5 ARV i P. putida P1 ARV) na rast bagrema (Robinia
pseudoacacia L.), platana (Platanus x acerifolia (Aiton) Willd.), belog bora (Pinus
sylvestris L.) i smrce (Picea abies L. Karst).

Rodovi Picea i Pinus su medu najées¢im predstavnicima drvenastih vrsta sa
kojima su vr$eni ovakvi eksperimenti (Chanway, 1997; Mafia et al., 2009; Anand et al.,
2013). Tako su istrazivanja Barriuso et al. (2008) ukazala da inokulacija PGPB Pinus
pinea doprinosi poboljSanju rasta biljke i boljoj stopi prezivljavanja sadnica S§to
predstavlja znacajan potencijal u poSumljavanju. O uticaju PGPB na rast bagrema nema
puno podataka (Hao et al., 2012),a beli bor i bagrem su medu najée$¢im vrstama

koris¢enim u rekultivaciji deposola RB Kolubara (Raki¢ et al., 2011).

Slika 16. Uticaj inokulacije meSanim inokulumom na rast bagrema (Robinia
pseudoacacia L.), platana (Platanus x acerifolia (Aiton) Willd.), belog bora (Pinus
sylvestris L.) i smrce (Picea abies L. Karst) u deposolu II; sadnice na pocetku ogleda

(levo) i sadnice u vreme prvog merenja (desno)
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Bagrem (Robinia pseudoacacia L.) je pionirska vrsta koja trazi peskovito i
rastresito zemljiste, ne podnosi vlagu, hladovinu i glinovito tlo. Veoma je otporna vrsta
pogodna za sprecavanje erozije, rekultivaciju, fitremedijaciju (Monfared et al., 2013).
Istrazivanja Ahn et al. (2007) su pokaza da inokulacija sa mikroorganizmimima koji
imaju PGP sposobnosti moze doprineti brzoj revegetaciji nepolodnih zemljista i goleti.

Sadnice koris¢ene za postavljanje ogleda su bile uniformne i odlikovale su se
istim visinama i pre¢nicima vrata korena (Tabela 30). Najveca visina biljaka izmerena u
julu je zabeleZena kod inokulisanih sadnica (61,13 cm). Njihovo poredenje sa KDP
pokazuje da su inokulisane sadnice znacajno vise (p<0,05). Poredenje sa KFP pokazuje
da ne postoji statisticki znacajna razlika u visinama sadnica.

Najveca visina izmerena u oktobru je, takode, zabelezena kod inokulisanih
sadnica (76,65 cm). Rezultati drugog merenja pokazuju da su inokulisane sadnice
statistiCki znacajno viSe od KDP. Visina inokulisanih sadnica se statisticki znacajno ne
razlikuje od visina u KFP.

Pre¢nik vrata korena inokulisanih sadnica izmeren u julu i oktobru se statisticki
znacajno ne razlikuje od kontrolnih sadnica u KDP. Poredenje sa KFP pokazuje da je

pre¢nik vrata korena inokulisanih sadnica, u oba merenja zna¢ajno manji (Tabela 30).

Tabela 30. Uticaj inokulacije na visinu (cm) i precnik vrata korena (cm) bagrema

(Robinia pseudoacacia L.)

Visina (cm) Pre¢nik vrata korena (cm)

Mesec

Februar Jul Oktobar Februar Jul Oktobar
Tretman
D+B 32,17+6,37% | 61,13+8,04° | 76,65+11,99° | 0,51+0,12% | 0,68+0,15% | 0,92+0,16°
KDP 31,09+7,50% | 47,26+10,59° | 64,61+13,79° | 0,55+0,13% | 0,67+0,14% | 0,84+0,18°
KFP 32,486,747 | 58,90+8,98° | 72,05+8,10° | 0,57+0,23% | 0,83+0,23° | 1,04+0,18°
LSDg 5 5,966 0,107

(D+B) deposol Il sa meSanim inokulumom odabranih izolata; (KDP) Kontrola u deposolu IlI; (KFP)
Kontrola u Floradur®Plant Universal supstratu. Rezultati su izrazeni kao prosek * standardna devijacija.
U tabeli su prikazane i vrednosti najmanje znacajne razlike na nivou 5%; n = 20

120




REZULTATI | DISKUSIJA

Platan (Platanus x acerifolia (Aiton) Willd.) je vrsta koja nema posebnih
zahteva prema osobinama zemljista. Otporna je na niske temperature, suSu, otrovne
gasove i praSinu. Prilagodava se ograni¢enom prostoru za razvoj korena i nezaobilazan
je deo zelenila gradova Severne Amerike i Evrope. Pored ove hamene pogodna je i za
rekultivaciju i za fitoremedijaciju (Skousen i Zipper 2014; Kang et al., 2016).

Sadnice koriS¢ene za postavljanje ogleda su se odlikovale istim visinama i
pre¢nicima vrata korena (Tabela 31). Poredenje visina inokulisanih biljaka, izmerenih u
julu mesecu, sa KDP pokazuje da su inokulisane sadnice znacajno vise na nivou
znacajnosti od 0,05 ukazujuci na stimulativan efekat inokulacije. Visine inokulisanih
biljaka se nisu statisticki znacajno razlikovale od biljaka u KFP.

Rezultati merenja izvrSenog u oktobru pokazuju da su inokulisane biljke
statisticki znacajno vise od KDP. Tada je visina inokulisanih sadnica bila statisti¢ki
znacajno niza od visina sadnica u KFP.

Prec¢nik vrata korena inokulisanih sadnica je statisti¢ki znac¢ajno veci od precnika
kontrolnih sadnica u KDP. Poredenje sa KFP pokazuje da je pre¢nik vrata korena

inokulisanih sadnica zna¢ajno manji (Tabela 31).

Tabela 31. Uticaj inokulacije na visinu (cm) i pre¢nik vrata korena (cm) platana
(Platanus x acerifolia (Aiton) Willd.)

Visina (cm) Prec¢nik vrata korena (cm)

Mesec

Februar Jul Oktobar Februar Jul Oktobar
Tretman
D+B 19,98+4,31° | 37,00+5,11° | 42,60+4,88" | 0,30+0,05% | 0,57+0,07° | 0,68+0,07"
KDP 19,33+3,55% | 28,43+5,03* | 32,33+4,65% | 0,27+0,07% | 0,40+0,08% | 0,47+0,08
KFP 19,35+4,12% | 39,55+6,05° | 47,43+5,98° | 0,30+0,04% | 0,71+0,15° | 0,77+0,13°
LSDos 3,105 0,056

(D+B) deposol Il sa meSanim inokulumom odabranih izolata; (KDP) Kontrola u deposolu II; (KFP)
Kontrola u Floradur®Plant Universal supstratu. Rezultati su izrazeni kao prosek + standardna devijacija.
U tabeli su prikazane i vrednosti najmanje znacajne razlike na nivou 5%; n = 20
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Uticaj inokulacije na visinu i prec¢nik vrata korena je pracen i na dvogodiSnjim
sadnicama belog bora (Pinus sylvestris L.). Ovo je pionirska vrsta koja podnosi $irok
spektar klimatskih 1 zemljiSnih uslova. Najbolji rast pokazuje na peskovitim i
Sljunkovitim zemljiStima. Koristi se za stabilizaciju peskovitih supstrata, rekultivaciju i
fitoremedijaciju (Placek et al., 2016).

Sadnice koris¢ene za postavljanje ogleda su se odlikovale uniformnim visinama
i pre¢nicima vrata korena (Tabela 32). Poredenje visina inokulisanih biljaka izmerenih u
julu i oktobru, sa KDP pokazuje da ne postoje statisticki znacajne (p< 0,05). Poredenje
sa KFP takode pokazuje da ne postoji statisticki znacajna razlika u visinama sadnica
izmerenim u julu i oktobru.

Pre¢nik vrata korena inokulisanih sadnica izmeren u julu i oktobru (Tabela 32)

se statisti¢ki znacajno ne razlikuje od KDP kao ni od sadnica u KFP.

Tabela 32. Uticaj inokulacije na visinu (cm) i prec¢nik vrata korena (cm) belog bora

(Pinus sylvestris L.)

Visina (cm) Prec¢nik vrata korena (cm)
Mesec
Februar Jul Oktobar Februar Jul Oktobar

Tretman

D+B 9,05+1,78° 16,88+3,42° 18,63+2,86* | 0,29+0,09* | 0,41+0,10* | 0,49+0,10°
KDP 8,334+2,27% | 14,90+3,04% | 17,90+2,77% | 0,24+0,09% | 0,34+0,10° | 0,43+0,13%
KFP 7,98+2 412 15,68+4,68° 17,40+4,60* | 0,26+0,11% | 0,39+0,14% | 0,42+0,14%
LSDog 5 2,042 0,071

(D+B) deposol Il sa mesanim inokulumom odabranih izolata; (KDP) Kontrola u deposolu II; (KFP)
Kontrola u Floradur®Plant Universal supstratu. Rezultati su izrazeni kao prosek + standardna devijacija.
U tabeli su prikazane i vrednosti najmanje znacajne razlike na nivou 5%; n = 20

Uticaj inokulacije PGPB konzorcijumom je pracen i na smrci (Picea abies L.
Karst). Ova vrsta podnosi kiselo zemljiste dok joj suva, siromasna zemljiSta i zagaden
vazduh ne pogoduju. Pored upotrebe u Sumarstvu interesantna je za primenu u
fitoremedijaciji (Placek et al., 2016) i jedna je od drvenastih vrsta na kojima je najcesce
ispitivan uticaj inokulacije PGP bakterijama.

Za postavljanje ogleda koris¢ene su sadnice koje su se odlikovale uniformnim
visinama i pre¢nicima vrata korena (Tabela 33). Poredenje visina inokulisanih biljaka

izmerenih u julu i oktobru sa KDP pokazuje da ne postoje statisticki znacajne razlike
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(p<0,05). Visina inokulisanih sadnica izmerena u julu i oktobru mesecu je bila
statisticki znacajno niza od visine sadnica u KFP.

Pre¢nik vrata korena inokulisanih sadnica izmeren u julu (0,34 cm) se statisticki
znacajno nije razlikovao pre¢nika zabelezenih u KDP. U oktobru mesecu, pre¢nik vrata
korena inokulisanih biljaka je bio statisticki znacajno nizi od KDP. Poredenje sa KFP
pokazuje da se pre¢nik vrata korena inokulisanih sadnica znacajno ne razlikuje u julu i

oktobru.

Tabela 33. Uticaj inokulacije na visinu (cm) i prec¢nik vrata korena (cm) smrce (Picea
abies L. Karst)

Visina (cm) Prec¢nik vrata korena (cm)
Mesec
Februar Jul Oktobar Februar Jul Oktobar

Tretman

D+B 17,13+42,40% | 20,65+3,65* | 22,10+2,45% | 0,27+0,08* | 0,34+0,08% | 0,38+0,08?
KDP 17,25+4,90% 21,9815,95ab 22,85+4,84% | 0,28+0,11% | 0,370,132 0,4510,13ID
KFP 17,7544 59° 23,704;4,32b 26,504;4,11b 0,30+0,12* | 0,39+0,11° 0,4110,13alb
LSDo g5 2,703 0,069

(D+B) deposol Il sa mesanim inokulumom odabranih izolata; (KDP) Kontrola u deposolu II; (KFP)
Kontrola u Floradur®Plant Universal supstratu. Rezultati su izrazeni kao prosek + standardna devijacija.
U tabeli su prikazane i vrednosti najmanje znac¢ajne razlike na nivou 5%; n = 20

Na kraju ogleda, pored visine i pre¢nika vrata korena, izmerena je i suva

biomasa nadzemnog dela (Tabela 34) i korena (Tabela 35).

Tabela 34. Uticaj inokulacije na biomasu nadzemnog dela (g) sadnica

Tretman
Vrsta LSDo 05
D+B KDP KFP
Robinia pseudoacacia | 10,83+3,18" | 8,91+3,04% | 13,65+2,21° | 1,801
Platanus x acerifolia 4,34+0,65" | 2,47+0,98% | 7,28+3,46° | 1,336
Pinus sylvestris 3,60+0,82° | 2,73+1,36° | 2,05+0,86° | 0,660
Picea abies 3,17+1,20* | 3,7+1,92* | 6,54+2,79" | 1,312

(D+B) deposol Il sa meSanim inokulumom odabranih izolata; (KDP) Kontrola u deposolu IlI; (KFP)
Kontrola u Floradur®Plant Universal supstratu. Rezultati su izrazeni kao prosek + standardna devijacija.
U tabeli su prikazane i vrednosti najmanje znacajne razlike na nivou 5%; n=20
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Poredenje suvih biomasa nadzemnog dela sadnica bagrema, platana i belog bora
sa KDP pokazuje da je biomasa inokulisanih sadnica statisticki znacajno veca S§to
ukazuje na stimulativan efekat meSanog inokuluma. Biomasa inokulisanih sadnica
bagrema i platana je bila znacajno manja od biomase u KFP. Biomasa inokulisanih
sadnica bora je bila znacajno veca od biomase u KFP.

Suva biomasa nadzemnog dela sadnica smrce se nije statisticki znacajno
razlikovala od kontrole u KDP dok je u odnosu na KFP bila statisticki znac¢ajno niza.

Jedan od parametara rasta koji je sluzio kao pokazatelj uticaja inokulacije je

biomasa korena (Tabela 35).

Tabela 35. Uticaj inokulacije na biomasu korena (g) sadnica

Tretman
Vrsta F test LSD0,05
D+B KDP KFP

Robinia pseudoacacia | 6,40+2,90° | 5,53+1,72° | 15,069,01° | p<0,001 3,493

Platanus x acerifolia | 2,35+0,94° | 1,23+0,91* | 3,73+2,69° | p<0,001 1,091

Pinus sylvestris 3,31+1.28% | 2,97+1,38% | 2.10+1,99* | P=0,053 Nije
e R T Znacajno
Picea abies 1,16+0,607 | 2,5622,09° | 6,30+3,45° | p<0,001 | 1,488

(D+B) deposol Il sa mesanim inokulumom odabranih izolata; (KDP) Kontrola u deposolu II; (KFP)
Kontrola u Floradur®Plant Universal supstratu. Rezultati su izrazeni kao prosek + standardna devijacija.
U tabeli su prikazane i vrednosti najmanje znac¢ajne razlike na nivou 5%; n = 20

Poredenje suvih biomasa korena inokulisanih biljaka bagrema, bora i smrc¢e sa
KDP pokazuje da ne postoji statisticki znacajna razlika. Suve biomase korena
inokulisanih sadnica bagrema, platana i smce su statisticki znacajno nize od KFP. Kod
sadnica platana, biomasa korena inokulisanih biljaka je bila zna¢ajno veca u odnosu na
KDP.

Kao i u ogledima sa ratarskim kulturama tako i rezultati dobijeni u ovim
ogledima pokazuju razliCite efekte inokulacije na rast biljaka. Inokulacija bagrema sa
PGPB stimulativno je uticala na visinu biljaka i biomasu i dovela do povecanja tezine
nadzemnog dela za 20%. Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima Hajnal-Jafari et
al. (2014) koji su utvrdili da je inokulacija bagrema sa Azotobacter chroococcum nakon

180 dana dovela do povecanja visine sadnica. Hao et al. (2012) su zabelezili porast
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duzine i teZzine nadzemnog dela i korena sadnica bagrema nakon samo 45 dana od
inokulacije sa PGP Agrobacterium tumefaciens.

Najbolji efekat inokulacije je zabeleZen kod platana gde je doslo do stimulacije
svih parametara rasta. Poredenje inokulisanih i neinokulisanih sadnica platana gajenih u
deposolu Il pokazuje da je inokulacija uticala na porast biomase nadzemnog dela (75%)
I korena (90%). Dobijeni rezultati su u skladu sa literaturnim podacima o uticaju PGPB
na listopadne vrste. Rodrigez-Barrueco et al. (1991) su zabelezili 90% povecanje
biomase hrasta inokulisanog sa Azospirillum brasilense. Karlidag (2007) je uocio da
inokulacija jabuke sa Bacillus sp. i Microbacterium sp. dovodi do veceg prirasta
sadnica. Azotobacter chroococcum je stimulisao rast sibirskog bresta (Ulmus pumila)
dovode¢i do povecanja visine i veéeg pre¢nika vrata korena u odnosu na neinokulisane
biljke. Inokulacija srebrnolisnog javora (Acer dasycarpum) neznatno je uticala na
povecéanje Vvisine (5%) ali je pre¢nik vrata korena bio veci za 93% (Hajnal-Jafari et al.,
2014). Inokulacija sadnica breze sa Mesorhizobium sp. je nakon sedam meseci ogleda
dovela do povecanja biomase za 60% (Sousa et al., 2015). Rostamikia et al. (2016) su
pokazali stimulativno dejstvo mesanog inokuluma P. putida, B. subtilis i E. cloacae na
sadnice leske. Primenjeni inokulum je doveo do porasta visine sadnica za 57,19% i
pre¢nika vrata korena za 49,48%. Kod sadnica platana primena meSanog inokulum je u
vecoj meri stimulisala rast u Sirinu povecavsi pre¢nik vrata korena za 45% dok je visina
nadzemnog dela povecana za 32% u odnosu na neinokulisanu kontrolu.

Inokulacija belog bora je dovela do povec¢anja biomase nadzemnog dela za 30%,
dok na ostale parametre rasta nije uticala. Sli¢ni rezultati su zabelezeni nakon
inokulacije belog bora sa konzorcijumom Azotobacter chroococcum i nekoliko
predstavnika Bacillus sp. (Gujanic¢i¢ et al., 2012) gde je inokulacija dovela do porasta
biomase korena za 25%.

Odgovaraju¢i inokulum primenjen na Cetinarske vrste moze dati veoma dobre
rezultate. Tako je inokulacija Pinus pinea sa B. pumilus i B. licheniformis dovela je do
povecanja ukupne biomase za 83%, odnosno, za 145% nakon pet meseci gajenja.
Zanimljivo je da su sadnice izlozene meSanom inokulumu ova dva soja pokazale nesto
niZi prinos biomase (71%), kao 1 manju visinu, povrSinu korena i nadzemnog dela u
odnosu na pojedinac¢ne inokulate (Probanza et al., 2002). Do drugacijih rezultata su

dosli Bent et al. (2001) koji su primetili da Pseudomonas fluorescens M20 i
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Paenobacillus polymyxa L6 daju sli¢ne rezultate bilo da su primenjeni pojedina¢no ili u
meSanom inokulumu na Pinus contorta.

U cilju utvdivanja efekata inokulacije na rast sadnica gajenih u supstratu
siromasnom azotom Anand i Chanway (2013) su inokulisali Thuja plicata sa
Paenibacillus polymyxa P2b-2R. Nakon 13 meseci gajenja zabeleZili su porast biomase
nadzemnog dela za 46%. Sli¢ni rezultati su dobijeni i nakon inokulisanja Pinus contorta
istim izolatom (Anand et al., 2013) $to je u skladu sa rezultatima ove studije. Supstrat u
kom su biljke gajene nije sterilisan i ispoljavanje stimulativnog efekta primenjenog
inokuluma cetiri i osam meseci po postavljanju ogleda potvrduje sposobnost izolata da
se prilagode uslovima konkretne niSe i izbore za svoje mesto sa prisutnim mikrobnim
populacijama. Ipak, poredenje rezultata postignutih inokulacijom sa parametrima rasta
sadnica koje su predstavljale pozitivnhu kontrolu pokazuje da iako je inokulacija u vecini
slucajeva stimulisala biljni rast, to nije bilo dovoljno za postizanje efektata koje
obezbeduje supstrat optimalnog sadrZaja nutrijenata.

Na posmatrane parametre rasta sadnica smrce, inokulacija meSanim
inokulumom nije uticala stimulativno i biomasa inokulisanih biljaka je smanjena za
30%. Za razliku od mesanog inokuluma kori$¢enog u nasim istrazivanjima, Chanway et
al. (2000) su zabelezili pozitivan uticaj Bacillus polymixa S20-R na jednogodiSnje
sadnice hibridne smrce (Picea glauca x engelmannii). U ovom slu¢aju je, nakon 17
meseci ogleda u polju, biomasa sadnica povecana za 82%. Medutim, inokulacija istih
sadnica sa Pseudomonas fluorescens Sw1-RN rezultirala je smanjenjem biomase biljke
za 31%, Sto je efekat slican zabelezenom u nasem ogledu. Rezultati ogleda
predstavljenih u ovoj disertaciji kao i rezultati Chanway et al. (2000) naglasavaju
vaznost odabira adekvatnog inokuluma. Jedan od razloga izostanka stimulativnog efekta
pri inokulaciji smrée i rasta u siromasnim supstratima lezi i u ¢injenici da ova vrsta ne
podnosi siromasne supstrate.

Rezultati predstavljenih in vivo ogleda pokazuju razli¢it uticaj inokulacije na
drvenaste vrste sto je u skladu sa literaturnim podacima. Inokulacija platana dovela je
do stimulacije rasta. Inokulacija smrée PGPB se negativno odrazila na biljni rast.
Faktori koji uticu na efekte inokulacije su brojni (biljna vrsta, genotip biljke, faza rasta,
supstrat, interakcija biljka-bakterija, uslovi zivotne sredine itd.) i moraju biti uzeti u

obzir kako bi postignuti efekti bili optimalni. Za uspostavljanje i odrzavanje PGP
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efekata neophodno je da unete bakterije imaju sposobnost razmnozavanja i
uspostavljanja svojih populacija u konkretnim uslovima. Na ovu sposobnost u velikoj
meri uti¢e tip zemljiSta, njegove odlike, prisutne biljne vrste i autohtona mikroflora
(Vieira i Nahas, 2005; Cakmakgi et al., 2006).

Predstavnici autohtone mikroflore modifikuju efekte PGPB. Bent i Chanway
(1998) su zabelezili da je sposobnost Paenobacillus polymyxa Pw-2 da stimuliSe rast
Pinus contorta znatno umanjena ukoliko je u supstratu prisutan zemljis$ni izolat
Curtobacterium flaccumfaciens PF322. Prisustvo ovog izolata nije uticalo na efekte
inokulacije sa Paenobacillus polymyxa L6. Efekti PGPB mogu biti znatno umanjeni u
prisustvu neke druge rizobakterije i PGPB predstavnika (Bent et al., 2001). Ovakva
zapazanja su zabelezena u nekoliko studija (Chiarini et al., 1998; Siciliano i Germida,
1998; Bent et al., 2001) koje pokazuju da kombinacija PGPB ne mora nuzno dovesti do
sinergistickih ve¢ i do kompetitivnih odnosa.

Chanway et al. (2000) napominju da efikasnost PGPB u stimulaciji rasta
drvenastih vrsta moZe zavisiti 1 od osobina krajnje lokacije i da se odnosi izmedu PGPB
izolata i mesta presadnje moraju uzeti u obzir. Pravilan izbor bakterijskog inokuluma
moze rezultirati stimulacijom rasta biljke i u drugoj godini po inokulaciji (Chanway et
al., 2000).

Upotreba pesticida 1 mineralnih dubriva je nezaobilazna kako u poljoprivredi
tako 1 u rasadnicima koji se bave proizvodnjom Sumskog i hortikulturnog sadnog
materijala. Ekonomski i ekoloski aspekt ovih mera su naglasili potrebu za alternativnim
reSenjem. Inokulacija Sumskih sadnica PGPB pre presadnje na konacno odrediSte se
smatra jeftinom, lakom procedurom koja smanjuje upotrebu hemijskih sredstava,
povecava kvalitet sadnica, sposobnost adaptacije na nove uslove sredine, stepen
njihovog prezivljavanja i otpornost na (a)biotic¢ke stresove (Chanway 1997, Dominguez-
Nufiez et al., 2015).

Biljno-mikrobne interakcije u rizosferi su determinante zdravlja biljaka, njihove
produktivnosti i plodnosti zemljista (Souza et al., 2015). Bakterije stimulatori biljnog
spektar mehanizama. Rezultati ovih istrazivanja ukazuju na to da odabrani izolati, kao
Sto je meSani inokulum za inokulaciju platana u siromasnom supstratu, kao $to je

deposol iz RB Kolubara doprinosi brzem bioloskom oporavku povrsina na kojima se
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ovaj supstrat nalazi. Razlic¢iti efekti inokulacije biljaka dobijeni u ogledima u okviru ove
disertacije istic¢u specifi¢nost odnosa biljka-bakterija i potvrduju ¢injenicu da ne postoji
univerzalan inokulum. Prou¢avanje osobina PGPB pokazuje da ova grupa rizosfernih
bakterija poseduje ogroman potencijal za reSavanje brojnih problema savremenog
drustva. One predstavljaju alternativu mineralnim dubrivima i pesticidima, smanjuju
negativne posledice abioti¢kih stresova 1 ubrzavaju fitoremedijaciju. Nova saznanja
vezana za osobine i efekte PGPB Sire krug njihove primene od poljoprivrede ka
Sumarstvu, hortikulturi i ekoremedijacionim tehnologijama.

Buduca istrazivanja u ovoj oblasti, bazirana na molekularnom i biotehnoloskom
pristupu, doprine¢e povecanju nasih znanja o biologiji rizosfere i tako pomoci
integrisanom  upravljanju  mikrobnim  zemljisnim  populacijama.  Kori$¢enje
bioinokulanata, pojedinaé¢nih izolata ili meSanih populacija moze biti efikasan pristup za
smanjenje Stetnog uticaja stresa na rast biljaka, poveéanje prinosa ali i ekonomski i
ekoloski opravdan pristup u remedijaciji oste¢enih ekosistema. Sve ovo u velikoj meri
doprinosi boljem razumevanju interakcija na relacijama biljka — zemljiste - mikrobne

zajednice.
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6. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata eksperimentalnih istrazivanja moze se zakljuciti sledece:

1. Osnovne hemijske analize zemljista su pokazale razlike medu ispitivanim
zemljiStima u pogledu pH vrednosti, sadrzaja humusa, pristupacnih formi azota, fosfora
i kalijuma. Poljoprivredno, Sumsko zemljiste i deposol I se odlikuju visokim sadrzajem
humusa, dok se deposol Il odlikuje niskim sadrzajem. Za razliku od ostalih zemljista,
deposol II se odlikuje niskim sadrzajem N, P, K.

2. Na osnovu mikrobioloskih analiza zemljiSta moZze se zakljuciti da su na
brojnost bakterija, gljiva, aktinomiceta, ukupnih i sporogenih amonifikatora i slobodnih
azotofiksatora, uticale hemijske karakteristike zemljista, antropogeni faktori i prisustvo
biljnog pokrivaca. Najveéa brojnost mikroorganizama je zabelezena u poljoprivrednom
zemljiStu, koje se odlikuje visokim sadrzajem humusa, alkalnom reakcijom sredine,
pokriveno je vegetacijom i koristi se u organskoj poljoprivrednoj proizvodnji. Najmanja
brojnost je u deposolu II, koji se odlikuje niskim sadrzajem humusa, odsustvom
vegetacije i nastao je kao rezultat rudarske aktivnosti.

3. Iz ispitivanih uzoraka zemljiSta formirana je kolekcija od 40 izolata, po sedam
iz poljoprivrednog i Sumskog zemljista, Cetrnaest iz deposola | i dvanaest iz deposola I1.

4. Od izolata koji su ¢inili kolekciju, 38 je posedovalo bar jedno PGP svojstvo.
Najzastupljeniji mehanizmi direktne stimulacije rasta ispitivanih izolata su bili
produkcija amonijaka i indol-3-sir¢etne kiseline Sto ukazuje na to da veliki broj izolata
utice direktnim mehanizmima na rast biljaka.

5. Testiranje antagonisticke aktivnosti izolata je pokazalo da medu izolatima koji
¢ine kolekciju postoje izolati sa visokom (NV5 ARV, Z-1 ARV i 2T ARV) i veoma
visokom (D5 ARYV) antagonistiCkom aktivno$¢u prema Botrytis cinerea i da kao takvi
predstavljaju potencijalne biokontrolne agense. Svi izolati iz kolekcije su pokazali nizak
stepen inhibicije rasta Pythium aphanidermatum.

6. Ispitivani izolati su se razlikovali u odnosu na biohemijske karakteristike.
Izolati koji su inhibirali rast B. cinerea za > 50 % su pokazali sposobnost da produkuju
liticke enzime. Izolat NV5 ARV, visoke antagonisticke aktivnosti prema B. cinerea,
pored aktivnosti proteaze pokazao je i sposobnost produkcije HCN. lzolat Z-1 ARV,
visoke antagonisti¢ke aktivnosti, produkovao je lipazu, p-glukozidazu, N-acetil-g-
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glukozaminidazu i proteazu. Izolat 2T ARV pokazao je visoku antagonisticku aktivnost
prema B. cinerea, ali nije produkovao nijedan od testiranih litickih enzima, pa je
moguc¢e da ispoljava neki dodatni mehanizam delovanja (kompeticija, produkcija
antibiotika). Veoma visoku antagonisti¢ku aktivnost je pokazao izolat D5 ARV koji je
produkovao proteazu i celulazu.

7. Na osnovu direktnih i indirektnih mehanizama za dalja istrazivanja odabrani
su PGP izolati Z-1 ARV; 2T ARV, 333 ARV; 10_ARV; NV5 ARV; D5 ARV; P1 ARV
i T10 ARV koji su imali sposobnost kolonizacije povrsine semena slacice (Sinapis alba
L.), pSenice (Triticum vulgare L.), crvene deteline (Trifolium pretense L.) i suncokreta
(Helianthus annuus L.). Najveéu proseénu brojnost su imali izolati P1 ARV (1,76 x 10°
CFU) i Z-1 ARV (1,3 x 10® CFU). Svi izolati su pokazali sposobnost kolonizacije
povrsine korena biljaka, a najvecu proseénu brojnost su imali P1 ARV i Z-1 ARV (3,21
x 10°, odnosno 1,92 x 10° CFU g). Testirani izolati su pokazali sposobnost endofitne
kolonizacije korena sladice, pSenice, crvene deteline i suncokreta. Najveéu prose¢nu
brojnost su imali izolati 10_ ARV (6,8 x 10* CFU g?), P1 ARV (3 x 10* CFU g?), Z-1
ARV (1,3 x 10* CFU g!) i 2T ARV (1,1 x 10* CFU g™). Brojnost izolata na povrsini
semena i korena i u unutra$njosti korena je varirala u zavisnosti od biljne vrste i izolata.
Brojnost PGP izolata u unutrasnjosti korena je niZa od brojnosti na povrsini korena.
Sposobnost kolonizacije izolata na semenu i korenu testiranih biljaka predstavlja prvi
korak za uspes$nu inokulaciju.

8. Biohemijska karakterizacija API20E, API20NE i API50CH testovima je
omogucila identifikaciju izolata P1 ARV do nivoa vrste (Pseudomonas putida), izolata
Z-1 ARV i D5 ARV do nivoa roda (Serratia sp., Bacillus sp.) dok za izolat 10_ARV
nije dobijena informacija o identifikaciji.

9. Precizna identifikacija do nivoa vrste je izvrSena umnoZavanjem sekvence gyr
B gena. Molekularne metode su omogucile pouzdanu identifikaciju izolata Z-1 ARV kao
Serratia liquefaciens, 10_ARV kao Ensifer adhaerens, izolata D5 ARV kao Bacillus
amyloliquefaciens i izolata P1 ARV kao Pseudomonas putida.

10. Testiranje odnosa odabranih PGP izolata prema ekoloskim karakteristikama,
pokazalo se da najve¢i broj izolata raste pri temperaturi od 40°C, dok Bacillus
amyloliquefaciens D5 ARV raste i na temperaturi od 55°C. Samo je Pseudomonas

putida P1 ARV rastao do maksimalne temperature od 35°C. Odabrani izolati su u
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odnosu na pH vrednosti sredine pokazali optimalan rast pri pH od 5-9. Najsira
amplituda je zabelezena kod izolata S. liquefaciens Z-1 ARV (pH 4-10,5). Svi testirani
izlati mogu da rastu pri koncentraciji NaCl od 3%. Jedini izolat koji je mogao da raste
pri koncentraciji NaCl od 5% je B. amyloliquefaciens D5 ARV. Svi izolati tolerisu
koncentraciju bakra od 10 mM. P. putida P1 ARV je pokazao sposobnost tolerancije
1,25 mM Cr®". Od testiranih izolata, sposobnost tolerancije i do 5 mM kadmijuma su
pokazali S. liquefaciens Z-1 ARV, E. adhaerens 10 ARV i P. putida P1 ARV.
Sposobnost PGPB da toleriSu povecane koncentracije teSkih metala ukazuje na
potencijal za primenu u remedijaciji.

11. Ispitivanjem uticaja inokulacije sa odabranim izolatima PGP bakterija, na
rast slacice (Sinapis alba L.), pSenice (Triticum vulgare L.), crvene deteline (Trifolium
pretense L.) i suncokreta (Helianthus annuus L.) u ranim fazama rasta uoéeno je da
uspeh inokulacije zavisi od bakterijskog izolata i testirane biljne vrste $to ukazuje na
znacaj biljno-mikrobnih interakcija u inokulaciji. Takode, uocen je razlicit uticaj u
zavisnosti od ispitivanog parametra rasta. Inokulacija slacice (Sinapis alba L.) sa S.
liquefaciens Z-1 ARV, E. adhaerens 10_ARV, P. putida P1 ARV i B. amyloliquefaciens
D5 ARV je statisti¢ki znacajno stimulisala rast korena. Inokulacija slac¢ice odabranim
PGP izolatima i njihovim meSanim inokulumom je statisticki znac¢ajno stimulisala
produkciju biomase. Inokulacija slacice sa S. liquefaciens Z-1 ARV je imala najveci
uticaj na duzinu korena (3,18 cm) i ukupnu suvu biomasu (0,48 g). Inokulacija pSenice
(Triticum vulgare L.) odabranim PGP izolatima i njihovim meSanim inokulumom je
statisticki znacajno stimulisala visinu, duzinu korena i1 suvu biomasu pSenice. Najveci
uticaj na produkciju biomase je imao mesani inokulum (2,47 g). Inokulacija crvene
deteline (Trifolium pretense L.) sa S. liquefaciens Z-1 ARV, E. adhaerens 10_ARV, B.
amyloliquefaciens D5 ARV i me$anim inokulumom je statisti¢ki znacajno stimulisala
visinu biljaka i duzinu korena. Inokulacija crvene deteline sa S. liquefaciens Z-1 ARV je
imala najveéi uticaj na visinu (8,28 c¢cm) i duzinu korena (5,02 cm). Inokulacija crvene
deteline sa S. liquefaciens Z-1 ARV i E. adhaerens 10_ARV je statisticki znacajno
stimulisala produkciju biomase. Inokulacija suncokreta (Helianthus annuus L.) sa
mesanim inokulumom i B. amyloliquefaciens D5 ARV je statisticki znacajno stimulisala
visinu biljaka. Inokulacija odabranim PGP sojevima nije imala stimulativan efekat na

duZzinu korena i produkciju biomase.
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12. Odabrani PGP bakterijski izolati su stimulisali rast crvene deteline
(Trifolium pretense L.) gajene u periodu od tri meseca u deposolu koji se odlikuje
povecanim sadrzajem organskih zagadivaca (PAH, PCB i organokalajna jedinjenja).
Efekti inokulacije zavise od testiranog bakterijskog izolata 1 praenog parametra rasta.
Takode, razlike u efikasnosti su uocene izmedu prvog, drugog i treceg kosenja.

Najefikasniji izolati su S. liquefaciens Z-1 ARV, B. amyloliquefaciens D5 ARV i
P. putida P1 ARV, dok izolat E. adhaerens 10 ARV nije pokazao efikasnost. Ovi
rezultati ukazuju da izmedu izolata postoje razlike u mehanizmimima stimulacije rasta
biljaka. Statisticki znacajan uticaj inokulacije na stimulaciju rasta crvene deteline
(Trifolium pretense L.) gajene u deposolu sa visokim organskim optere¢enjem ukazuje
da primena izolata B. amyloliquefaciens D5 ARV i P. putida P1 ARV ima veliki
potencijal u ekoremedijacionim tehnologijama. Statistiticki zna¢ajno povecanje rasta
korena (8,63 cm), kao rezultat inokulacije sa S. liquefaciens Z-1 ARV dodatno ukazuje
na znacaj ovog izolata.

Ispitivani izolati su razli¢ito uticali na parametre rasta crvene deteline (Trifolium
pretense L.) gajene u deposolu sa visokim sadrzajem organskih zagadivaca. Tako,
inokulacija crvene deteline (Trifolium pretense L.) sa B. amyloliquefaciens D5 ARV i P.
putida P1 ARV statisticki znaCajno stimuliSe visinu biljaka i biomasu dok S.
liquefaciens Z-1 ARV statisti¢ki znacajno stimuliSe rast korena (8,63 c¢cm). Rezultati
pokazuju da uspeh inokulacije zavisi i od reakcije biljke na PGP mehanizme.

Uocene su razlike pri inokulaciji, izmedu prvog, drugog i treeg koSenja i
parametara rasta. Tako B. amyloliquefaciens D5 ARV i P. putida P1 ARV statisticki
znacajno stimulisu visinu biljaka i biomasu nakon prvog i drugog kosenja dok rezultati
treceg koSenja pokazuju da inokulacija crvene deteline nije stimulisala produkciju
biomase. Ovi rezultati ukazuju na neophodnost nastavka istrazivanja u pravcu pracenja
prezivljavanja inokulisanih PGPB u zemljistu, ali ukazuju i na slozene interakcije
izmedu mikroorganizama-biljaka-zemljista.

Odabrani PGP izolati nisu pokazali sposobnost stimulacije rasta crvene deteline
(Trifolium pretense L.) gajene u u deposolu iz RB Kolubara koji se odlikuje niskim
sadrzajem humusa, azota, fosfora i kalijuma. Ovi rezultati ukazuju da uspeh inokulacije

zavisi od hemijskih karakteristika zemljista.
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Bakterije stimulatori biljnog rasta kao potencijal u ekoremedijaciji ostecenih zemljista

13. Odabrani PGP izolati su stimulativno uticali na rast bagrema (Robinia
pseudoacacia L.), platana (Platanus x acerifolia (Aiton) Willd.) i belog bora (Pinus
sylvestris L.). Inokulacija bagrema meSanim inokulumom PGP izolata je statisticki
znacajno stimulisala visinu sadnica i produkciju biomase nadzemnog dela, dok je
inokulacija platana statisticki znacajno stimulisala sve ispitivane parametre rasta (visina,
precnik vrata korena, suva biomasa nadzemnog dela, suva biomasa korena). Inokulacija
belog bora meSanim inokulumom PGP izolata je statisticki znacajno stimulisala
produkciju biomase nadzemnog dela. Inokulacija bagrema je povecala biomasu
nadzemnog dela za 22%, platana za 76% i belog bora za 32%. Inokulacija meSanim
inokulumom PGP izolata je stimulisala produkciju biomase korena platana za 91%.
Inokulacija smrée (Picea abies L. Karst) meSanim inokulumom PGP izolata je
negativno uticala na biljni rast i produkciju biomase, §to potvrduje ranije navode da
uspeh inokulacije zavisi od kompatibilnosti biljne vrste i bakterijsog izolata.

14. Rezulatati dobijeni u ovoj disertaciji ukazuju na moguéu primenu izolata
PGPB u bioremedijacionim tehnologijama zemljiSta sa visokim sadrZajem organskih
zagadivaca kao i iskoriStavanja rudnickih deposola. Iskoris¢avanje interakcija izmedu
crvene deteline (Trifolium pretense) i B. amyloliquefaciens D5 ARV, P. putida P1 ARV
i S. liquefaciens Z-1 ARV predstavlja veliki potencijal u ekoremedijaciji zemljista sa
visokim sadrzajem organskih zagadivaca. Takode, porast biomase nadzemnog dela
(76%) i korena (91%) platana (Platanus x acerifolia (Aiton) Willd.), inokulisanog sa
meSanim inokulumom (S. liquefaciens Z-1 ARV, E. adhaerens 10_ARV, B.s
amyloliquefaciens D5 ARV i P. putida P1 ARV) pri rastu na deposolu iz RB Kolubara,
ukazuje da odabrani izolati mogu doprineti brzem bioloSkom oporavku povrSina na
kojima se ovaj supstrat nalazi i mogu naci primenu u revegetaciji rudnickih deposola.

Ovi rezultati ukazuju da identifikovani i okarakterisani izolati, koji ispoljavaju
PGP mehanizme i imaju sposobnost kolonizacije korena biljaka predstavljaju potencijal
za primenu u ekoremedijacionim tehnologijama. Takode, formirana kolekcija bakterija
sa PGP efektima moze posluziti za dalja naucna istraZivanja i razumevanje slozenih
biljno-mikrobnih interakcija. Bolje razumevanje slozenih interakcija biljka-zemljiste-
mikrobne zajednice doprinece optimizaciji procesa inokulacije i povecati moguénosti za
njihovu uspesnu primenu u odrzivoj poljoprivrednoj proizvodnji, Sumarstvu i

ekoremedijacionim tehnologijama.
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