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MIKROBIOLOSKA AKTIVNOST OSTECENIH ZEMLJISTA NA
LOKACIJAMA RUDNIKA MRKOG UGLJA | BILINO MIKROBNE
INTERAKCIJE U PROCESIMA EKOREMEDIJACIJE

Rezime

Rudnik mrkog uglja “Kakanj” je jedan od najstarijih rudnika u Bosni i
Hercegovini. Eksploatacija uglja na teritoriji danaSnjeg basena Kakanj potice jo$ iz
perioda austrougraske vladavine. Godi$nja proizvodnja od nekoliko miliona tona mrkog
uglja doprinela je razvoju ovog dela Bosne i Hercegovine. Medutim, eksploatacija uglja
dovela je i do negativnih posledica po zivotnu sredinu, odnosno kontaminacije
zemljiSta, vazduha i vode, kao i do smanjenja biodiverziteta. U isto vreme, aktivnosti
tokom eksploatacije uglja dovode do nastanka velike koli¢ine otpadnog materijala koji
se odlaze na povrSinu zemljiSta. Degradacija zemljista, usled intenzivne eksploatacije
uglja, je jedna od karakteristika ovog podrucja i vodi ka formiranju zemljiSta sa niskim
proizvodnim kapacitetom. Zbog ovakvih uslova, neophodno je izvrSiti obnavljanje
zemljiSta. Tehnologije zasnovane na aktivnosti biljaka i mikroorganizama su pogodne
za poboljSavanje kvaliteta degradiranih povrSina. Cilj ove doktorske disertacije je
ispitivanje mikrobioloskih osobina degradiranih ekosistema, mikrobnog 1 biljnog
diverziteta 1 njihove interakcije u ekoremedijacionim tehnologijama na podrucju
rudnika mrkog uglja “Kakan;j”. IstraZivanja na ovom podrucju obavljena su 2011, 2012 i
2013. godine na tri lokacije: Vrtliste 1, VrtliSte 2 1 Stara jama 1 jama Haljiniéi.
Determinacija biljnih vrsta izvrSena je pomocu kljua za identifikaciju, dok su
mikrobioloske i hemijske karakteristike i enzimska aktivnost odredeni standardnom
metodologijom.

Rezultati pokazuju dominaciju vrsta iz familije Asteraceae, koje imaju najveci
uticaj na ocuvanje prirodnog vegetacionog pokrivaca. Najveci broj biljnih vrsta je
zabeleZen 2013. godine. U najveéem broju uzoraka, brojnost bakterija je veca u rizosferi
u poredenju sa zonom zemljiSta. Ukupan broj bakterija i broj amonifikatora je u
najveéem broju uzoraka bio veéi u poredenju sa ostalim grupama bakterija

(oligonitrofili i Azotobacter sp.). Zastupljenost gljiva u najve¢em broju uzoraka je veéi u



odnosu na broj aktinomiceta. Najmanja mikrobioloska aktivnost je bila u jalovini. U
najveéem broju uzoraka, dehidrogenazna aktivnost bila je najveca u uzorcima gde je bio
i najveci ukupan broj bakterija.

Dodavanje zemljista jalovini rezultiralo je ve¢com mikrobioloskom aktivnoscu
ispitivanih supstrata. Takode, inokulacija supstrata cCistim kulturama 1 meSanim
bakterijskim populacijama Bacillus sp. uticala je na povecanje stepena klijavosti
semena, kao i suve i sveze biomase klijanaca.

Ovi rezultati mikrobioloske aktivnosti zemljiSta i biljno-mikrobnog diverziteta
na podru¢ju rudnika mrkog uglja “Kakan;” su veoma znacajni za obnavljanje
ekosistema uniStenog eksploatacijom uglja i mogu biti korisni sa aspekta upotrebe
bakterijskih populacija u unapredenju ekoremedijacionih tehnologija, kao i za

formiranje prirodnog ekosistema na lokacijama rudnika mrkog uglja “Kakan;j”.

Kljuéne rec¢i: Biljni diverzitet, mikrobni diverzitet, ekoremedijacija, bakterijske

populacije

Naucna oblast: Biotehnicke nauke
UZza naucna oblast: Melioracije zemljista
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MICROBIOLOGICAL ACTIVITY OF DEGRADED SOILS AT LOCATION OF
BROWN COAL MINE FIELD AND PLANT MICROBIAL INTERACTIONS IN
ECOREMEDIATION PROCESSES

Summary

Coal mine “Kakanj” is one of the ancient coal fields in Bosnia and Herzegovina.
The coal exploitation on the territory of today's Kakanj basin has lasted from the
Austro-Hungarian period. The annual productivity of millions of tons of brown coal has
enabled the development of the this region of Bosnia and Herzegovina. However, coal
exploitation lead to negative consequences of environments, i.e. soil, air and water
pollution and biodiversity loss. In the same time, activities during the coal exploitation
generate a big amount of waste, which is deposited at the soil surface. Soil degradation,
due to intensive coal exploitation is one of the characteristics of this area and leads to
the formation of the soils of the lower land capability class. Because of harsh condition,
these lands require reclamation. Plant-microbe-based technologies are suitable for
improvement of environmental quality of degraded landscapes. The aim of this PhD
thesis is determination of microbiological properties of degraded ecosystems, microbial
and plant diversity and their’s interactions in ecoremediation technologies in coal mine
field “Kakanj”. Investigations in this region were performed in 2011; 2012; and 2013 at
three location: Vrtliste 1; Vrtliste 2; and Stara jama i jama Haljini¢i. Determination of
plant species was conducted using the identification key, while microbial properties and
enzyme activity was determined using the standard methodology.

The results show the domination of Asteraceae species, which hads the most
important effect on natural vegetation restoration. The higher plant species number was
recorded in 2013. In most of samples, bacterial number was higher in rhizosphere
compared with bulk soil. Total bacterial number and number of ammonification bacteria
in most of samples was higher compared with other groups of bacteria (diazotrophs and
Azotobacter sp.). Abundance of fungi in most of samples was higher compared with
actinomycetes number. The lowest microbial activity was detected in barren soil. In

most of samples, dehydrogenase activity was in correlation with total bacterial number.



Addition of soil to barren soil resulted in higher microbiological activity of
examinated substrates. Also, inoculation of substrates with pure cultures and mixed
bacterial populations of Bacillus sp. leads to the increasing of germination rate of seeds,
as well as dry and wet biomass of seedlings.

This results of microbiological activity of soil and plant-microbial diversity in
coal mine field “Kakanj” are important for restoration of mining activities-degraded
ecosystem and can be useful for using of bacterial populations in improvement of
ecoremediation technologies, as well as formation of natural ecosystems at location of

coal mine field “Kakan;j”.
Key words: Plant diversity, microbial diversity, ecoremediation, bacterial populations
Scientific field: Biotechnical sciences

Major scientific field: Soil management
UDK: 631.484 (043.2)
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1. UvOD

Proizvodnja energije u savremenom svetu postala je prioritet danasnjice, a
samim tim i rudnici uglja a i ugalj kao sirovina dobili su na vaznosti. Na teritoriji
Federacije Bosne i Hercegovine postoji devet aktivnih rudnika uglja. Jedan od najvecih
je rudnik mrkog uglja ,,Kakanj“, koji neprestano radi vise od stotinu godina.

Leziste uglja zauzima prostor od oko 450 ha, u obliku nepravilne elipse. Ovaj
rudnik raspolaze sa ukupnim geoloSkim rezervama uglja od 435.050.000 tona od cega
246.400.000 tona su bilansne. Proizvodnja uglja se zasniva na dva rudnika. Podzemna
eksploatacija uglja se obavlja u pogonu Stara jama i jama Haljini¢i, a povrSinska
eksploatacija u pogonu Vrtliste. Oko 90% proizvodnje se isporu¢uje TE Cati¢i u
Kaknju. Postojeci kapaciteti u podzemnoj 1 povrsinskoj eksploataciji uglja omogucavaju
proizvodnju od 1.150.000. tona godis$nje. Eksploatacione rezerve u rudniku Kakanj
iznose 173.210.000 tona uglja.

Podzemna 1 povrSinska eksploatacija uglja, prerada i transport u rudniku
,»Kakanj*“, pored razvoja i prosperiteta ovog kraja, dovele su nuzno i do negativhog
uticaja na Zivotnu sredinu. Decenijskim neplanskim iskopavanjem rude mrkog uglja,
nepovratno je uniSteno na stotine hektara prirodnih travnjaka i orani¢nih povrsina, dok
je kontaminirano 1 degradirano daleko viSe prirodnih zemljiSnih povrSina na lokacijama
gde se odlaze otkrivka. Koeficijent otkrivke u rudniku Vrtliste je 5,8 m®s.m./t, a otpadna
glina se odvaja od uglja 1 transportuje do odlagalista.

Otpad koji se generiSe u rudniku se klasifikuje kao komunalni i tehnoloski
otpad. Ovaj otpad se odvozi transportnim sredstvima na mesta za odlaganje i na taj
nain zauzima nove povrSine zemljiSta Sto predstavlja dodatni ekoloski i ekonomski
problem. Tokom transporta vr$i se dodatna destrukcija 1 kontaminacija znacajnih
zemljisnih povrSina. Ovakva eksploatacija dovela je do negativnog uticaja na zivotnu
sredinu, pre svega na kvalitet povrsinskih i podzemnih voda, vazduha, zemljista, ali i
zdravlja ljudi. Najizrazeniji poremecaji ekosistema su na povrSinama gde Se vrsi
povrsinska eksploatacija, odlaze otkrivka i odlagalistima otpada nastalog nakon
tehnoloske obrade uglja. Sve preduzete radnje indirektno ili direktno dovode do
estetskih promena, poremecaja stabilnosti biocenoze i degradacije stanista. Pored toga,

destrukcija ekosistema izazvana aktivnostima u rudniku ima za posledicu uklanjanje
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bioloski aktivnog povrsinskog sloja zemljiSta, meSanja sa manje plodnim zemljiStem,
¢ime se pogorSava njegov nutritivni kapacitet i uslovi za razvoj biomase. Aktivnosti u
rudniku, takode, uslovljavaju i poremecaje u protoku podzemnih i povrsinskih voda, kao
I kontaminaciju vodenih ekosistema i vazduha. Poremecaji u funkciji ekosistema
uocavaju se pre svega u smanjenju biodiverziteta u zemljistu.

Spontani razvoj biljne vegetacije u osteenim ekosistemima je otezan i spor.
Stoga je neophodno preduzeti razlicite mere koje ¢e doprineti vecoj brojnosti i
aktivnosti mikrobnih populacija, ubrzanom rastu biljaka na ispitivanom lokalitetu i
uspostavljanju normalnog procesa kruZenja nutritijenata.

Imajuéi u vidu specificnost ovog basena, njegovo istorijsko zagadenje kao i
obimnost degradiranih zemljisnih povrsina, u zadnjih dvadesetak godina, pristupilo se
merama rekultivacije. Primenjene su konvencionalne (hemijske, fizicke i dr.) metode za
popravku degradiranih zemljista i voda. Medutim, primena tih metoda ne samo da je
zahtevala znacajna finansijska sredstva i da nije bila efikasna, ve¢ je dovela do
povecéanja kontaminacije ili nepopravljivog ostecenja kako starih tako i novih zemljisnih
i vodenih povrSina. Uzimajuéi u obzir mogucnosti (tehni¢ke i finansijske), iskustva iz
Evropske Unije i drugih razvijenih zemalja ukazuju da se primenom ekoremedijacionih
tehnologija mogu posti¢i zadovoljavajué¢i rezultati. Ekoremedijacione tehnologije
podrazumevaju primenu mikroorganizama i biljaka u cilju stabilizacije biocenoze i
povratka narusenog ekosistema $to je moguce vise u prvobitno stanje. U ovom procesu
glavna uloga pripada autohtonim mikroorganizmima i samoniklim biljkama sa
oStecenih lokacija. U uslovima koji vladaju u oStec¢enim zemljiStima autohtoni zemljiSni
mikroorganizmi, adaptirani na ekoloSke uslove, ubrzano uspostavljaju stabilan nutritivni
ciklus, neophodan za rast biljaka tj. za obnavljanje vegetacionog pokrivaca. S druge
strane, biljni pokriva¢ koji se razvija u ovim uslovima akumulira hranljive materije koje
nakon izumiranja biljaka dospevaju u zemljisSte i postaju dostupne mikrobnim
populacijama. Na ovaj na¢in uz obostranu korist povecava se brojnost i aktivnost i
jednih 1 drugih ,,Cinilaca* a rezultat je ubrzan proces oporavka plodnosti i stabilizacija
zemljisnog ekosistema. Zbog toga, ekoremedijacione tehnologije zasnovane na biljno-
mikrobnim interakcijama, predstavljaju efikasne, ekonomski isplative i ekoloski
opravdane metode u poredenju sa drugim konvencionalnim tehnikama i zauzimaju

znafajno mesto u rekultivaciji ekosistema oSte¢enih dugogodisnjom eksploatacijom
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uglja. Neophodan preduslov za uspesnu primenu ekoremedijacionih tehnologija jeste
poznavanje biljnog diverziteta, mikrobioloske aktivnosti i njihovog medusobnog odnosa

u oSte¢enim ekosistemima.
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2. PREGLED LITERATURE

Poremecaj ekosistema moze se definisati kao pojava ili serija pojava koje
menjaju odnose izmedu organizama i njihove okoline u prostoru i vremenu. Ovi
poremecaji izazvani aktivnostima u rudnicima su negativna odlika industrijalizacije i
urbanizacije. Usled povecanja potros$nje fosilnih goriva kao znafajnog izvora energije
na svetskom nivou, ugalj polako preuzima funkciju primarnog energetskog izvora.
Medutim, aktivnosti vezane za eksploataciju uglja uslovile su poremecaje u flori, fauni,
hidroloskom ciklusu i bioloskm procesima u zemljistu (Sarma, 2005). Basi¢ i sar.
(1993) konstatuju da svaka namena zemljiSta zahteva njegov odgovarajuci kvalitet, a
svaka promena osobina zemljiSta uti¢e na njegovu namenu. Promene osobina zemljista,
gubitak njegove plodnosti i drugih karakteristika, Martinovi¢ (1997) definiSe kao
degradacija ili oste¢enje zemljista, usled ¢ega opada produktivna sposobnost zemljista,
Sto se odrazava i na porast biljaka (Bertovi¢, 2010).

Iako eksploatacija uglja ¢oveku omogucava dobijanje energetskog materijala,
ona je direktno uticala i utice na seriju ekoloskih problema. Ovi problemi su
multipolarni, jer ukljucuju kontaminaciju vode, zemljiSta, atmosfere, ali 1 izazivaju
odredene zdravstvene probleme kod radnika koji su direktno izloZeni procesima tokom
eksploatacije (Bai i sar., 2007). Krajnji rezultat aktivnosti eksploatacije uglja je otpad i
uniStavanje zemljista. Osim toga Sto destruktivno deluje na zemljiSne horizonte i
strukturu, mikrobioloSku aktivnost 1 ciklus biogenih elemenata, otpad utice 1 na
destrukciju vegetacionog pokrivaca i1 zemljiSnog profila (Kundu i Ghose, 1997),
odnosno kompletno pogorSavanje kvaliteta zemljiSta. Eksploatacija uglja izaziva
kontaminaciju zemljiSta teSkim metalima (Horvat i sar., 2003). Istovarivanjem ¢vrstog
otpada nastalog tokom eksploatacije uglja moze trajno dovesti do unoSenja polutanata u
zemljiSte. To se, pre svega, odnosi na teSke metale (Zhang 1 sar., 2010), ali 1 na neka
jedinjenja koja ne postoje u prirodi ve¢ nastaju kao rezultat aktivnosti coveka. Tu
spadaju neka organohlorna jedinjenja (Jung i Thornton, 1997), policikli¢ni aromati¢ni

ugljovodonici (Wang i sar., 2009) itd.
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2.1. Biljne zajednice i obnova podrucja pod eksploatacijom uglja

Ocuvanje biodiverziteta je jedan od najvaznijih zadataka u obnavljanju
ekosistema i moze se definisati kao manipulacija organizmima i ekoloSkim procesima u
cilju stvaranja odrzivog i prirodnog ekosistema, §to sli¢nijeg onom koji je postojao pre
poremecaja nastalih ljudskim aktivnostima (Allen i sar., 2001). UniStavanje biljnog
pokrivacda tokom eksploatacije uglja praceno je konstantnim gubitkom ekosistema.
Razli¢iti neplodni materijali, koji nastaju tokom razli¢itih aktivnosti u rudnicima,
dospevaju do povrsina u okviru i van rudnika. Ovakve povr§ine nemaju povoljne uslove
za rast biljaka. S obzirom da je prirodna kolonizacija veoma spor proces, revegetacija i
druge strategije obnove ekosistema imaju poseban znacaj u obnavljanju i pobolj$anju
uslova na ovim terenima (Sarma, 2005). To se najéesS¢e €ini uvodenjem individualnih
vrsta retkih biljaka ili velikog broja biljnih vrsta (Bowles i Whelan, 1994; Falk i sar.,
1996). Medutim, stvaranje ovakvih uslova je izuzetno tesko zbog konstantnog porasta
ljudske populacije, globalne invazije egzoti¢nih biljnih vrsta, eutrofikacije, intenzivne
urbanizacije 1 poljoprivredne proizvodnje itd. Zbog toga se ceS¢e primenjuje
introdukcija velikog broja vrsta u cilju iniciranja sukcesija i obnavljanja uniStenih
podrucja.

Na podruc¢jima pod direktnim uticajem eksploatacije uglja uslovi za rast i razvoj
biljaka su veoma nepovoljni. Jedan od najznacajnijih ograni¢avaju¢ih Cinilaca za rast
biljaka je kiselost. Ekstremna kiselost se najceS¢e pojavljuje kao rezultat oksidacije
pirita (Chadwick, 1973). U slucaju visegodisnje ekstremne kiselosti dolazi do gubitka
biljnog pokrivaca (Costigan 1 sar., 1981). Osim toga, visok sadrzaj pristupacnih formi
Fe, Al 1 Mn (Sarma, 2005), nizak sadrzaj organske materije (Schafer i sar., 1980),
vlaznost i zbijenost zemljista (Richardson, 1975) takode uti¢u na stvaranje nepovoljnih
uslova za rast biljaka.

Ispitivanje ekoloSkih parametara rudnika wuglja je predmet intenzivnih
proucavanja Sirom sveta (Rodrigues i sar., 2004; Freitas 1 sar., 2004; Wiegleb 1 Felink,
2001; Grant, 2003; Bell i sar., 2001). Medutim, intenzivna ispitivanja floristickog
sastava ovih podruc¢ja vrsena su jo§ 80-ih godina 20. veka (Richardson i sar., 1971;
Dancer i sar., 1977; Moore i Zimmermann, 1977). Saxena (1979) objavio je listu biljnih

vrsta za revegetaciju kopova u Radzastanu (Indija), dok je Prasad (1989) takode ukazao
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na bolji rast nekih biljaka (Dalbergia sisso, Albizzia procera, Pongamia pinnata) na
lokacijama gde se vrSi eksploatacija rude gvozda. Pordevi¢-Miloradovi¢ 1 Pulakovié¢
(1997) su ispitivajuéi jalovine ugljenog basena ,,Kostolac* utvrdili da ve¢ u prvoj godini
pocinje spontana rekolonizacija biljaka na jalovinama. U pocetnim fazama nastanka
biljnih zajednica dominiraju Tusillago farfara L., Lactuca seriola L. i Matricaria
inodora L. Broj biljnih vrsta u funkciji vremena se povecavao, tako da je nakon 5
godina detektovano 56 vrsta, od kojih su najznacajnije Chenopodium album L.,
Erigeron canadensis L., Bromus arvensis L., Trifolium repens L. itd. Medutim, nakon
7-8 godina menja se floristi¢ki sastav zajednice, uz drasti¢no opadanje broja vrsta. Na
spontanu rekolonizaciju jalovine ukazuju i Motorina i sar. (1980), koji razlikuju 3 etape
obrazovanja ekosistema: 1-5(7) godina, 7-15 godina i 15-20 godina. Svaka etapa
pracena je razvojem specificnih biljnih vrsta, odnosno biljnih zajednica.

Proces prilagodavanja biljnih zajednica na razli¢itim terenima usko je vezan za
ekoloske parametre. Uslovi koji vladaju na odredenim lokacijama daju informacije o
uslovima za potencijalno uspevanje biljaka. Ovde svakako spadaju vremenski uslovi,
postojeca vegetacija, karakteristike terena (MacDougall 1 sar., 2008; Stohlgren 1 sar.,
1999; Burke i sar., 1998) itd. Odredene biljne vrste se odlikuju karakteristikama koje im
omogucéavaju opstanak i razmnoZavanje u specificnim uslovima stanista (Walker i sar.,
2006). Dakle, biljne zajednice koje samoniklo uspevaju na specificnim lokacijama
predstavljaju populaciju koja je u vecoj ili manjoj meri tolerantna na postojece uslove
staniSta (Holdaway 1 Sparrow, 2006). Medutim, ove populacije nisu apsolutno stati¢ne;
ekoloski uslovi se menjaju, menjajuéi pri tom i ekoloSku niSu za date lokacije. Ove
promene izazivaju porast broja ekotipova i ekoregiona, ¢ime se povecava moguénost
pojave novih vrsta (Stanton-Kenedy, 2008).

Biljne sukcesije oznacavaju promene u sastavu i strukturi biljnih zajednica u
funkciji vremena 1 na terenima pod eksploatacijom uglja se mogu podstaci razli¢itim
tehnologijama (Bradshaw, 2000). Na ovim podruéjima rast biljaka je veoma znacajan za
formiranje i razvoj zemljiSta. Prisustvo vegetacije na lokacijama sa intenzivnom
eksploatacijom uglja znacajno poboljSava karakteristike zemljiSta u poredenju sa
lokacijama bez biljnog pokrivaca (Carter i Ungar, 2002). Za ovakva specificna
podrucja, biljke imaju veliki znacaj u intenziviranju mineralizacije i mikrobioloske

aktivnosti (Berendse, 1998; Van Breemen i Finzi, 1998). Osim toga, prisustvo
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vegetacije utiCe na strukturu zemljiSta, stabilnost agregata, akumulaciju organskih
materija i vodni rezim (Angers i Caron, 1998). Medutim, biljke za koje se utvrdi da su
pogodne za obnavljanje ekosistema, mogu uticati na sporiji razvoj prirodnog biljnog
pokrivaca (Leps i1 sar., 2007; Hodacova i Prach, 2003), tako da ne dolazi do
zadovoljavajuceg razvoja biljnog pokriva¢a (Martinez-Ruiz i Marrs, 2007). Sa druge
strane, i u nepovoljnim sredinama, dolazi do stvaranja ekoregiona malih dimenzija u
kojima je izrazena ekspanzija vegetacije i smena biljnih populacija (Campbell i sar.,
1990).

Aktivnost Coveka znaCajno utiCe na sastav 1 strukturu biljnih zajednica
(Bernhardt-Romermann i sar., 2006; Hill i Pickering, 2006). Stres kojem je biljni
pokriva¢ izlozen i promena uslova u zemljiStu stvaraju mogucnost za invaziju drugih
biljnih vrsta i kompeticiju za hranljivim materijama sa prirodnom vegetacijom
(Bartuszevige i sar., 2007; Barthram i sar., 2005). Invazijom ovih biljaka spre¢ava se
prezivljavanje arbuskularne mikorize i drugih mikroorganizama (Jasper i sar., 1989)
znacajnih za biogeohemijske cikluse u zemljistu (Enkhtuya i sar., 2005). Usled
dominacije invazivnih u odnosu na prirodne biljne vrste, oteZzano je formiranje
prirodnog biljnog pokrivaca (Batten i sar., 2008). Zbog toga se povecanje prirodnog
biodiverziteta smatra uspeSnom barijerom protiv invazionih vrsta, pri ¢emu se eliminisu
uslovi pogodni za njihovu pojavu (Kennedy i sar., 2002). MacDougall i sar. (2008)
konstatuju da je uklanjanje invazivnih vrsta i sistematska introdukcija prirodne
vegetacije neophodno za ocuvanje ekosistema.

Biljne vrste razliCito uti¢u na karakteristike zemljista, njegov potencijal za
obnavljanjem (Mitchell i sar., 1997) i stvaraju uslove za razvoj drugih biljnih vrsta
(Hobbie 1 sar., 2007). Uvodenje biljnih vrsta, posebno poljoprivrednih, je cesto
koris¢ena metoda za obnavljanje podruc¢ja, pri ¢emu se mogu koristiti i vrste Kkoje
poboljsavaju fizicke, hemijske 1 bioloske karakteristike zemljiSta. Ispitivanje
floristickog sastava pruza znaCajne informacije koje mogu posluziti za poredenje
sastava 1 strukture biljnih zajednica u razli¢itim vremenskim periodima (Stanton-

Kennedy, 2008).
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2.2. Mikrobne populacije na podruc¢jima pod eksploatacijom uglja

U poredenju sa biljkama, mikroorganizmi se znatno razlikuju i predstavljaju
poseban izazov u razumevanju znaCaja biodiverziteta u procesima restauracije
ekosistema. Mikroorganizmi su temelji svake diskusije o biodiverzitetu i predstavljaju
osnovu svakog diverziteta svake lokacije svakog ekosistema. Mikroorganizmi su glavni
Cinilac restauracije naruSenih ekosistema. Bez Zzivotinja 1 biljaka, oporavak i
funkcionisanje ekosistema se moze ostvariti, ali bez mikroorganizama ekosistem
prestaje da funkcioniSe i postoji (Allen i sar., 2001).

MikrobioloSka aktivnost zemljiSta se koristi kao parametar biodiverziteta i
ekoloskih procesa (Society for Ecological Restoration, 2002) na podru¢jima pod
intenzivnom eksploatacijom uglja. U ovom kontekstu, postoje dva osnovna pristupa u
cilju uspes$nog obnavljanja ekosistema. To su povratak uslova u stanje koje je prethodilo
eksploataciji uglja i maksimalno funkcionisanje ekosistema (Harris, 2003). Prednost
primene mikroorganizama ogleda se u vecoj osetljivosti prema svim biotickim i
abiotickim faktorima u odnosu na krupnije organizme, ¢ime se dobija znatno jasnija
slika u pogledu opsteg stanja ekosistema. Zato se mikroorganizmi vrlo ¢esto koriste za
biotestove kontaminiranih terena (Strachan i sar., 2002).

Postoji veliki broj metoda za ispitivanje mikrobioloskih osobina kontaminiranih
zemljiSta (Alef 1 Nannipieri, 1995). Primenom jedne od metoda Cesto se dobija veliki
broj informacija o ve¢em broju karakteristika. U osnovi, ciljevi istrazivanja su veli€ina,
sastav 1 aktivnost, pri ¢emu se ispituje veli¢ina kolonija mikroorganizama, prisustvo
odredenih fizioloskih 1 sistematskih grupa mikroorganizama, metabolizam itd.

Konstantno funkcionisanje ekosistema je neophodno za odrzivost i
produktivnost zemljiSta u buduénosti. Poznavanje tolerancije zemlji$ta prema razli¢itim
procesima moze omoguciti donosenje boljih odluka za generacije koje dolaze. Kapacitet
zemljiSta po pitanju ove tolerancije nije beskonacan, jer je zemljiSte Ziv ekosistem gde
zive razliCite zajednice zivih bica. Uz promene nivoa kontaminacije ili intenziteta
drugih procesa, mnoge grupe mikroorganizama prezivljavaju i nastavljaju da zive bez
ikakvih posledica. Medutim, promene u diverzitetu i funkcionalnim karakteristikama
mikrobnih zajednica mogu imati nesagledive posledice po kruzenje biogenih elemenata,

strukturu i produktivnost prirodnih biljnih zajednica. Ovakve promene mikrobnih
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zajednica mogu takode uticati i na produktivnost biljaka neophodnih za ishranu ljudi
(Morgan i sar., 2005).

Ispitivanjem parametara mikrobioloske aktivnosti tokom uniStavanja,
obnavljanja i ocuvanja ekosistema naruSenih eksploatacijom uglja, mogu se dobiti
validni i korisni rezultati. Insam i Haselwandter (1989) su konstatovali povecanje
mikrobne biomase pri tretmanu gleCera, §to je bilo praceno i1 razvojem biljnog
pokrivaca. Do sli¢nih rezultata dosli su i Ohtonen 1 sar. (1999) pri tretmanu glecera u
americ¢koj saveznoj drzavi Vasington. Oni ukazuju na dominantnost bakterija na nekim
lokalitetima, odnosno gljiva na drugim lokalitetima. Sli¢ne trendove konstatuju 1 Singh 1
sar. (2001) na kliziStima u Sumama Nepala, kao 1 Merila i sar. (2002) ispituju¢i uzviSene
obale zapadne Finske. Insam i Domsch (1988) su konstatovali povecanje mikrobne
biomase i1 smanjenje sadrzaja CO; tokom obnavljanja eckosistema narusenog
eksploatacijom uglja. Do sli¢nih zaklju€aka doSli su 1 Johnson 1 Williamson (1994).
Harris i sar. (1989) su takode ispitivali mikrobnu biomasu u cilju determinacije osobina
povrsinskog sloja zemljista tokom eksploatacije uglja i konstatovali degradaciju ovog
sloja usled nagomilavanja otpadnih materijala. Harris i sar. (1993) su radili na razvoju
teorijskih strategija na bazi mikrobioloske aktivnosti u cilju pravilne interpretacije
dobijenih rezultata. Tako je ustanovljeno da tretman azotnih dubriva i setve trava utice
na poboljSanje hemijskog sastava uklonjenog povrSinskog sloja zemljista, tako da je
nakon tri godine sadrzaj azota bio veéi za 65% a mikrobna biomasa za 62% (Hart i sar.,
1999). Ruzek i sar. (2001) konstatuju korelaciju izmedu postupaka obnavljanja
narusenog ekosistema i povecanja mikrobne biomase, pre svega usled promene sadrzaja
organske materije i karakteristika zemljista. Medutim, Lukesova (2001) je konstatovala
smanjenje mikrobne biomase na terenima sa intenzivnom eksploatacijom uglja u Ceskoj
1 Nemackoj.

Degens i Harris (1997) koristili su metode za determinisanje katabolizma
mikroorganizama i konstatovali da se intenzitet disanja razlikovao u zavisnosti od
karakteristika zemljiSta. Schipper i sar. (2001) su istrazivali naruSena podruc¢ja sa
spontanim biljnim pokriva¢em i konstatovali da se heterotrofija brzo uspostavlja nakon
procesa naruSavanja, ali se posle izvesnog vremena gubi, §to je uslovljeno
pristupac¢nos$¢u hranljivih materija (Grime, 1979). Harris i Birch (1989) su pratili

promene u zemljiStu na lokacijama koje su obnovljene nakon eksploatacije uglja 1
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konstatovali povecanje enzimske aktivnosti i intenziteta nitrifikacije. Do sli¢nih
rezultata dosli su i Coyne i sar. (1998) nakon dodavanja organskog otpada zemljistu gde
je eksploatisana ruda. Obnavljanje ekosistema naruSenih na slican nacin takode utice i
na intenzitet drugih procesa kao S$to su mineralizacija (Kaye i Hart, 1998a) i1 disanje
(Kaye i Hart, 1998b). Vance i Entry (2000) su uspeh obnavljanja jalovina pratili
ispitivanjem mikrobioloSkih parametara i1 ustanovili da da je ispitivanje enzimske
aktivnosti znatno bolji indikator od merenja mikrobne biomase, jer bolje odslikava
procese akumulacije organske materije. Yin i sar. (2000) su obavili uzorkovanje
zemljiSta sa viSe lokaliteta (pod eksploatacijom uglja, obnovljeno zemljiste, nenarusene
Sume) u DZamari (Brazil) 1 konstatovali porast broja bakterija, kao i celokupnog
diverziteta idu¢i od naruSenih ka nenarusenim terenima, $to su povezali i sa prisustvom
obnovljenog biljnog pokrivaca. Literaturni podaci ukazuju i na prisustvo azotofiksatora
u naruSenim ekosistemima sa nedovoljno razvijenim biljnim pokrivacem, ¢ija aktivnost
se moze povezati sa deficitom pristupacnog azota (Nemergut i sar., 2007; Duc 1 sar.,
2009), dok dalji razvoj ekosistema i biljnog pokrivaca uti¢e na intenziviranje
mineralizacionth procesa i1 ukazuje na znacajnu ulogu ekstracelularnih enzima tokom
stvaranja normalnog zemljista (Schipper i sar., 2001; Tscherko i sar, 2005).

Mikrobna aktivnost ukljucuje sve metaboliticke reakcije koje nastaju pod
uticajem mikroorganizama u zemljiStu (Nannipieri 1 sar., 1990) i ima vaznu ulogu u
odrzavanju produktivnosti zemljiSta, a takode pozitivno utiCe na neke karakteristike
zemljista, kao Sto su plodnost i struktura (Kujur i Patel, 2012). Mikrobna biomasa
zemljiSta, koja predstavlja zivi deo organske materije zemljiSta, deluje kao vaZan
ekoloski indikator 1 odgovorna je za transformaciju 1 mineralizaciju biljnih 1 Zivotinjskih
ostataka prisutnih u zemljiStu. Zbog toga, promene mikrobne biomase zemljisSta mogu
dovesti do promene znacajnih funkcija, kao Sto su transformacija organskih materija i
kruzenje hranljivih materija, Sto ukazuje da mikroorganizmi veoma brzo reaguju na
promene zemljiSnih uslova (Brookes, 1995). Na mikroorganizme takode utice i
prisustvo teSkih metala, koji su toksicni za vecéinu bakterija, jer inhibiraju osnovne
funkcije ¢elije 1 metabolizam (Walker i sar., 2000; Lorenz i sar., 2006), kao i enzimsku
aktivnost (Chen i sar., 2005; Yang i sar., 2006). Intenzivna eksploatacija smanjuje
zemljiSnu plodnost i dovodi do negativnog uticaja razlicitih teSkih metala na floru i

faunu (Kujur i Patel, 2012), ali i na mikrobne zajednice (Khosla i Reddy, 2008). Zbog
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toga su veoma znacajne informacije o mikrobioloskim karakteristikama kontaminiranog
podrucja kako bi se primenile odgovaraju¢e ekoremedijacione tehnologije (Vidali,
2001).

Mikrobna biomasa, kao i pristupacne hranljive materije, imaju vaznu ulogu
transformacijama u zemljiStu (Singh 1 sar., 1989). Bilo kakve promene u mikrobnoj
biomasi direktno uticu na tok transformacija organskih materija u zemljistu (Kujur 1
Patel, 2012). Zato podaci o aktivnosti mikroorganizama pruzaju znacajne podatke o
promenama bioloskih osobina zemljista (Jordan i sar., 1995).

Enzimska aktivnost je karakteristika zemljiSta koja je u svojoj osnovi hemijska,
ali ima direktno biolosko poreklo. S ozirom da su veoma osetljivi na kontaminaciju,
enzimi se mogu koristiti kao dobar indikator ili parametar procene kvaliteta zemljista.
Enzimska aktivnost efikasno reprezentuje bioloski status zemljista (Sisa, 1993). Dick i
sar. (1996) smatraju da su analize enzima dobar metod procene kvaliteta zemljista zbog
toga Sto su direktno vezani za najvaznije osobine zemljista i mikrobiolosku aktivnost i
sporije podlezu promenama od ostalih parametara, a za njihovu determinaciju koriste se
relativno jednostavne metode. Enzimska aktivnost zavisi od sadrZaja organskih i
mineralnih koloida i hemijskih osobina (Kucharski i Wyszkowska, 2004). Mnoga
istrazivanja ukazuju da su mikrobioloska i1 enzimska aktivnost uslovljene prisustvom
teSkih metala u zemljiStu (Chen 1 sar., 2005; Yang i sar., 2006; Gao i sar., 2009).

Osim §to ucestvuju u transformacijama i1 biogeohemijskom kruzenju ugljenika,
azota i fosfora (Schoenholtz, 2000), mikroorganizmi produkuju enzime koji imaju veliki
znaaj za biohemijske transformacije u zemljiStu, tako da su ispitivanja enzimske
aktivnosti zemljista direktno vezana za brojnost i aktivnost mikroorganizama (Riffaldi i
sar., 2002). Tako rezultati nekih istrazivanja ukazuju da je enzimska aktivnost povezana
sa sadrZzajem ukupnog ugljenika i azota, kao 1 biomasom bakterija i gljiva (Bandick 1
Dick, 1999). Kao parametar mikrobne aktivnosti, posebno veliki znacaj pripada
dehidrogenaznoj aktivnosti, koja je direktno vezana za sadrZaj organskog ugljenika u
zemljiStu (Aon 1 Colaneri, 2001). Enzimska aktivnost je povezana i sa procesima
kruzenja azota (amonifikacija, nitrifikacija, denitrifikacija) i fosfora (transformacije
neorganskog fosfora) u zemljiStu i1 koristi se i kao parametar plodnosti zemljiSta

(Brohon i sar., 2001).
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2.3. Znacaj rizosfere 1 biljno-mikrobnih interakcija u naruSenim ekosistemima

Termin “rizosfera” prvi put je upotrebio Hiltner (1904). Od tada do danas,
rizosferni procesi kod biljaka su veoma dobro prouceni, dok mikoorganizmima i
mikrobnim zajednicama u rizosferi nije posvecena dovoljna paznja (Khan, 2005).
Rizosfera se definiSe kao uska zona zemljista koja je pod direktnim uticajem korenovog
sistema (Hrynkiewicz i Baum, 2012). Zemljisni mikroorganizmi, koji ukljucuju
slobodne i simbiotske rizobakterije i mikorizne gljive, su integralni deo rizosferne
mikroflore, ali i neki drugi organizmi (sl. 1). U rizosferi je konstatovano prisustvo
bakterija, gljiva, nematoda, protozoa, algi, virusa, arhea i artropoda (Lynch, 1990a,
Bonkowski i sar., 2009; Buee i sar., 2009; Raaijmakers i sar., 2009). Najve¢i broj
Clanova ove rizosferne zajednice predstavlja deo kompleksnog lanca ishrane i koristi
velike koli¢ine hranljivih materija koje nastaju kao posledica aktivnosti biljaka (Mendes
i sar., 2013).

PROTOZOE

BILIKE

ARCHAEA
(107-10%g) ®

GLJIVE

* VIRUSI (107 - 10%g)

ALGE

BAKTERIJE
(105-10%g)

NEMATODE

ARTROPODE

Sl. 1.- Predstavnici zivog sveta u rizosferi. Za svaku grupu organizama, u zagradi ili u

polju, je data i njihova prosecna zastupljenost (Izvor: modifikacija Mendes i sar., 2013)
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Najvazniji rezultat ovih interakcija izmedu biljaka i rizosferne mikroflore je
velika brojnost i metaboliticka aktivnost mikroorganizama u rizosferi, ak i u narusenim
1 oSteCenim ekosistemima (van der Lelie, 1998). Eksudati korenovog sistema, kao i
produkti drugih procesa, predstavljaju hranu za rizosfernu mikrofloru, usled cega i
dolazi do intenziviranja mikrobioloske aktivnosti u rizosferi (Brimecombe i sar., 2007),
Sto stimulativno uti¢e na razvoj korenovog sistema i porast biljaka. Istrazivanja ukazuju
da eksudati korenovog sistema ¢ine oko 5% biljne mase i znacajno uticu na brojnost i
aktivnost mikroorganizama (Mrkovacki i sar., 2012). Eksudati se razlikuju po svom
hemijskom sastavu, koji najvise zavisi od biljne vrste, i ugraduju se u biomasu
mikroorganizama (Das 1 Debnath, 2005). Interakcije izmedu biljaka 1 mikroorganizama
imaju veliki znacaj u kruzenju hranljivih materija (Rosenvald i sar., 2011). Ove
interakcije direktno determiniSu karakteristike zemljista (Dilly i sar., 2000).

Tokom formiranja zemljiSta na lokacijama pod eksploatacijom uglja dolazi do
povecanja bakterijske biomase i1 aktivnosti mikroorganizama (Banning i sar., 2008;
Chodak i sar., 2009, Kristufek i sar., 2005). Visoka mikrobioloska aktivnost ima
pozitivne efekte na kvalitet zemljista, tako da je znacaj ovih interakcija znatno veci pri
surovim ekoloS§kim uslovima, pogotovo na lokacijama sa intenzivnom eksploatacijom
uglja (Lohmus i sar., 2006; Walker i sar., 2004).

Dakle, mikroorganizmi predstavljaju posrednike izmedu biljaka (sl. 2), koje
zahtevaju pristupacne hranljive materije, 1 zemljista, koje poseduje ove materije, ali
¢esto u niskim koncentracijama i/ili u kompleksnoj nepristupacnoj formi. Zbog toga se
rizosferni mikroorganizmi smatraju kljuénom komponentom interakcije izmedu biljaka i
zemljiSta (Lynch, 1990b).

Od svih grupa mikroorganizama, u zoni rizosfere najcesce su prisutne bakterije i
gljive. U poredenju sa zemljiStem, u zoni rizosfere je zastupljenost gljiva i bakterija
veca i do 20 puta (Morgan i sar., 2005). Kompeticija za hranljivim materijama u zoni
rizosfere je vrlo velika. Zbog toga su rizosferni mikroorganizmi razvili €itav niz
specifi¢nih strategija (od antagonistickih do sinergistickih), ili medusobno ili sa
biljkama (Perotto i Bonfante, 1997). Razumevanje ovih, a posebno biljno-mikrobnih
interakcija je od kljune vaznosti za upotrebu mikroorganizama u cilju stimulacije

biljnog rasta, kao i restauracije unistenih ekosistema.
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KOREN RIZOSFERA ZEMLJISTE

- sloj zemljista (1-5 mm) oko korena
- veci broj gljiva i bakterija u odnosu na okolno zemljiste

—

- visok diverzitet i aktivnost mikroorganizama

i 4
korenski eksudati
Bakterije
organka .jedinj gnja povecana pristupacnost o D
(eksudati. mucigel) hranljivih materija []
za mikroorganizme -
| °o o |

Mikorizne gljive

Sl. 2. - Rizosferni mikroorganizmi i njihova uloga u odnosima izmedu biljaka i

zemljista (Izvor: Richardson i sar., 2009)

2.4. Dosadas$nja istrazivanja na podrucju rudnika mrkog uglja ,,Kakan;j*

Biljni 1 mikrobni diverzitet na lokacijama rudnika mrkog uglja ,,Kakanj*“ u
proteklom peridu nije dovoljno istrazen, dok je nesto vise paznje posveceno hemijskim
analizama razli¢itih tipova zemljiSta.

Biljni diverzitet na lokacijama rudnika nije sistematski proucavan, ve¢ su u
radovima uglavnom prikazivan grub opis terena uz isticanje iskljuc¢ivo najzastupljenijih
vrsta. Takode, koliko je poznato, ucestalost biljnih vrsta nije ispitivana, kao ni smena
biljnih zajednica u funkciji vremena. Sva ispitivanja biljnog diverziteta nisu vrSena sa
jasno determinisanim ciljem, ve¢ su obavljana u okviru drugih istraZzivanja, uglavnom
vezanih za rekultivaciju povrSina ili ispitivanje mogucnosti koriS¢enja zemljiSta u
razli¢ite svrhe. Tako Rahman (2004), opisujuci prirodne karakteristike opStine Kakanj
navodi da su severni, severoistocni i istoni deo opstine pod Sumskom vegetacijom i da
je uglavnom cine bukva, grab, jasen, glog, jela, bor i smr¢a, dok u centralnom, juznom i
jugozapadnom delu dominiraju livade i1 paSnjaci. Poljoprivredna prozvodnja, a samim

tim i prisustvo ratarskih i povrtarskih kultura konstatovana je samo pri oku¢nicama. Isti
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autor, takode, istiCe znacaj drvenastih 1 zeljastih biljaka u obogacivanju zemljista
organskom materijom. Ahmetovi¢ (2003) je ispitivao rekultivaciju jalovine povrSinskog
kopa ,,Vrtliste* i1 konstatovao da su najcesci tipovi zemljista na ovom kopu rendzina i
smeda zemljiSta. Reakcija sredine ispitivanih uzoraka je neutralna do vrlo alkalna,
sadrzaj karbonata osrednji do visok, sadrzaj humusa i pristupacnog fosfora nizak, a
sadrzaj kalijuma visok. Custovié i sar. (2012), analizirajuéi stanje zemlji§ta na podrudju
opstine Kakanj, konstatuju poveéan sadrzaj nekih teskih metala, prvenstveno nikla i
kadmijuma. Medutim, zbog visoke pH vrednosti pretpostavlja se da su ti metali u
inaktivnom obliku. Osim toga, ni sadrzaj policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika
(PAH) nije visok.

Detaljnija istrazivanja u vezi sa biljnim i mikrobnim diverzitetom na podrucju

rudnika mrkog uglja ,,Kakanj* nisu obavljana.
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3. CILJISTRAZIVANJA

Osnovni cilj ovih istrazivanja je ispitivanje mogucnosti sanacije posledica
izazvanih viSedecenijskom eksploatacijom uglja na podru¢ju rudnika mrkog uglja
»Kakanj“ primenom ekoremedijacionih tehnologija. S obzirom na nesagledive posledice
po zivotnu sredinu i slabu efikasnost konvencionalnih metoda, primena ekoremedijacije
uslovi¢e oporavak i stabilizaciju ekosistema. Zbog toga je kao pocetni cilj postavljena
karakterizacija ekosistema S§to podrazumeva hemijsku i mikrobiolosku karakterizaciju
zemljista koji nastaje eksploatacijom uglja, kao i determinaciju prisutnih biljnih vrsta.
Otpad koji nastaje u rudniku, dodatno doprinosi naruSavanju ekoloSke ravnoteze i
smanjenju bioloskog diverziteta. Zbog toga je kao poseban cilj u disertaciji postavljeno
ispitivanje hemijskih i mikrobioloskih karakteristika jalovine.

Detaljna karakterizacija ekosistema je predstavljala osnovu za dalja istrazivanja
u okviru ove disertacije. Determinacija biljnih vrsta na kontaminiranim lokacijama, kao
i pracenje smene biljnih zajednica, predstavlja vazan parametar koji ukazuje na prirodne
procese oporavka naruSenog ekosistema.

Mikroorganizmi, kao znafajna komponenta ekosistema, su vazan Cinilac
ekoremedijacionih tehnologija, tako da je jedan od ciljeva istraZivanja njihova izolacija
iz zemlji$ta i jalovine. Imajuéi u vidu, da samo precizno okarakterisane populacije
mikroorganizama imaju potencijal za primenu u ekoremedijacionim tehnologijama,
vazan cilj ove disertacije je identifikacija mikrobnih populacija koja ¢e se izvrsSiti
primenom biohemijskih testova i molekularnih metoda. Na ovaj nacin formirae se
kolekcija autohtonih mikrobnih populacija sa lokacije rudnika ,,Kakanj®, §to predstavlja
vazan cilj ove disertacije

Slozene interakcije koje se uspostavljaju u rizosferi biljaka izmedu mikrobnih
populacija i korena biljaka doprinose prezivljavanju razli¢itih grupa mikroorganizama i
povecanja mikrobnog diverziteta Sto se odraZzava na povecanje mikrobioloSke aktivnosti
u zoni rizosfere. Zbog toga je jedan od vaznih ciljeva disertacije, ispitivanje
mikrobioloske aktivnosti zone rizosfere.

Treba imati u vidu da otpad koji nastaje u toku tehnoloskog procesa u rudniku
zauzima nove povrSine zemljiSta 1 time dopronosi estetskim i funkcionalnim

poremecajima i opStem naruSavanju kvaliteta zivotne sredine. Vazan cilj istrazivanja
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predstavlja ispitivanje bioloSke vrednosti jalovine iz rudnika ,,Kakanj“ i sagledavanje
mogucnosti da se ovaj otpadni materijal koristi kao supstrat za rast biljaka. U cilju
boljeg iskoriS¢avanja jalovine, ispitae se moguénost primene selekcionisanih
autohtonih mikrobnih populacija na rast razlicitih biljnih vrsta.

Vazno je ista¢i, da c¢e istrazivanja u okviru ove disertacije doprineti
sagledavanju moguénosti iskoriS¢avanja biodiverziteta i biljno mikrobnih interakcija u
sanaciji posledica visedecenijske eksploatacije uglja. Takode, disertacija ¢e doprineti i

sagledavanju otpada kao resursa, koji se moze iskoristiti u korisne svrhe.
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4. MATERIJAL | METODE RADA

4.1. Opste karakteristike podrucja rudnika mrkog uglja ,,Kakanj*

Rudnik mrkog uglja ,,Kakanj* je smesSten na podruc¢ju opstine Kakanj (6 km od
grada) u srednjem i juznom delu Zeni¢ko-dobojskog kantona. Zauzima centralni deo
Sarajevsko-zenicke kotline koja se nalazi severno od Visokog i jugoisto¢no od Zenice,
privredno najznacajnijeg regiona Bosne i Hercegovine. Rudnik pripada Sarajevsko-
zenickom ugljenom basenu.

PovrSinski kop ,,Vrtliste* se nalazi na severnom delu leZiSta uglja. Sa juZne
strane oivic¢en je rekom Bosnom a sa zapadne Ribnicom. Celokupno leziste ima oblik
nepravilne elipse. Ispitivane lokacije imaju razli¢ite morfoloske forme, ispresecane

manjim ili ve¢im udolinama, pri ¢emu se teren postepeno izdize od juga ka severu.

4.1.1. Klimatske karakteristike

Na ispitivanom podrucju zastupljena je tipi¢na kontinentalna klima, koja ima
dva osnovna oblika: umereno kontinentalna i planinska. Umereno kontinentalna klima
se odlikuje umereno toplim do toplim letima 1 hladnim zimama sa osrednjom koli¢inom
padavina na niZim nadmorskim visinama, odnosno velikom koli¢inom u predelima sa
nadmorskom visinom od preko 1000 m. Planinska klima se karakteriSe hladnijim i
vlaZnijim letima 1 o$trim zimama sa velikom koli¢inom padavina.

S obzirom da ne postoje meteoroloski podaci za opStinu Kakanj, radi preciznije
interpretacije klimatskih karakteristika, koriS¢eni su podaci meteoroloSke stanice

Zenica, kao najblize Kaknju i najsli¢nije po svojoj morfologiji.

4.1.1.1. Temperatura vazduha

Za period od 47 godina (1961-2008), najhladniji mesec bio je januar, dok je juli

najtopliji (tab. 1). Srednja mesecna temperatura vazduha bila je najniza u januaru 1964.

godine (-6,4) a najviSa u avgustu 2003. godine (23,8°C).
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Tabela 1. - Srednje mese¢ne temperature (°t) vazduha (Zenica, 1961-2008)

Mesec | | i v V | VI | VIl |VIII| IX X | X1 | XII'| Prosek

°t -051201(6,2| 10,7 |153|185|20,2|198 157|111 |55|0,7| 104

U godinama kada je izvrSeno uzorkovanje, srednje mesecne temperature vazduha

pokazuju blaga odstupanja u odnosu na visegodisnje proseke (tab. 2).

Tabela 2. - Srednja mese¢na temperatura vazduha (°C) za 2011, 2012 i 2013. godinu
(Zenica)

God.| I | I [ | IV|V |V [IVI|VIlIlIX| X |Xl|XI|Sred.

2011 | 04 | 16 | 6,2 |12,7|152]199(214|222|196(10,2| 3,7 | 2,7 | 11,3

2012 | 00 |-36| 86 |11,5(151(229(245|24,0(18,7|125| 9,2 | 0,7 | 120

2013|129 | 20|63 |131(16,2|199(220|228|16,2|133| 75| 10 | 120

4.1.1.2. Padavine 1 relativna vlaznost vazduha

Za period od 39 godina (1951-1990) srednja godi$nja suma padavina iznosila je
804 mm (tab. 3). Godis$nja koli¢ina padavina bila je najveca 2001. godine (1051 mm) a
najmanja 1990. godine (543 mm).

Tabela 3. - Srednja mese¢na koli¢ina padavina u mm (Zenica, 1951-1990)

Mesec vV vV vl IEX | X | XTI XI | Ukupno

Padavine

53|48 |54 |64 |73|85|70 | 65 |73 68|80 | 70 | 804
(mm)

U godinama uzorkovanja, srednja mese¢na koli¢ina padavina je manja u odnosu

na visegodi$nji prosek (tab. 4).
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Tabela 4. - Srednja mese¢na koli¢ina padavina (mm) u godinama uzorkovanja (Zenica)

God. I mmijpinvy v [ v Vvl |Vl IX| X | Xl |XIl|Suma

2011164160244 27,1 788 | 749(120,6| 93 |21,1|59,2|139|57,5| 519,2

2012 1652(88,2| 57 [9991264| 92 | 495 | 0,6 |57,1|89,0|455|66,6 | 7029

2013 | 82,0 |107,5/ 90,2 | 38,9|120,6 | 58,7 | 51,5 | 25,6 | 61,2 | 56,7 | 96,4 | 3,9 | 793,2

Prosec¢na godisnja relativna vlaznost vazduha je relativno visoka iznosi 81% i
posledica je blizine reke Bosne. U godinama kada je vrSeno uzorkovanje, prosecna
godisnja relativna vlaznost vazduha je neSto manja u odnosu na visegodi$nji prosek

(tab. 5).

Tabela 5. - Srednja relativna vlaznost vazduha (%) u 2011, 2012 i 2013. godini (Zenica)
God. [ I | I [ 1| IV|V VI [VI|VIl|lIX| X |XI|XI|Sred.
2011 | 85 | 76 | 69 | 62 | 73 |69 | 70 | 66 | 68 | 77 | 82 | 83 | 73
2012 | 82 | 76 | 61 | 70 | 72 | 62 | 59 | 50 | 68 | 79 | 80 | 83 | 70

2013 | 87|87 | 75|68 | 75|76 | 7269|818 |8 |9 79

4.1.2. Pedoloske karakteristike

Na ispitivanim lokacijama dominiraju automorfna zemljiSta tipa rendzine (A —
C). Ove rendzine su nastale na kreénjaku i peSCarima, ali su one na ispitivanom
podrucju pretezno nastale na laporcima. Na podrucju cele opstine Kakanj, rendzine ¢ine

30% svih tipova zemljista.

4.2. Uzimanje uzoraka zemljista, rizosfere i jalovine

Pocetni materijal za ova istrazivanja predstavljali su uzorci zemljista, rizosfere |

jalovine na lokalitetu rudnika "Kakanj" (Bosna i Hercegovina). Istrazivanja su
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obuhvatila tri lokacije: Vrtliste 1, VrtliSte 2 1 Jama Haljini¢i 1 Stara jama. Ove lokacije
se karakterisu intenzivnim spontanim razvojem biljnih zajednica.

Uzorkovanje je obavljeno u leto 2011, 2012 i 2013. godine. Nakon iskopavanja
biljaka, izvrSeno je odvajanje zemljista i rizosfere, koje je odvojeno mehanickim putem
pomocu sterilne pincete. Uzorci jalovine su uzeti sa povrSinskog (0-10 cm) i

podpovrsinskog sloja (10-25 cm).

4.3. Hemijska karakterizacija zemljista i jalovine

Hemijske analize zemljiSta i jalovine izvrSene su 2011. godine. Uzorci zemljiSta
(FS-1, FS-2, FS-3 i FS-4) uzeti su na lokacijama gde je izvrSena determinacija biljnih
vrsta. Pojedinacni uzorci zemljista sakupljeni su iz povrSinskog sloja, nakon cega je
formiran reprezentativan uzorak u okviru svake od 4 lokacije posebno. Uzorak jalovine
je takode uzet sa viSe mesta u okviru deponije, posle Cega je formiran reprezentativan
uzorak. Nakon donoSenja uzoraka zemljista, rizosfere i jalovine, suSenja do vazdusno
suvog stanja, usitnjavanja i prosejavanja kroz sito veli¢ine pora do 2 mm, izvrSene su
osnovne hemijske analize, analize sadrzaja teSkih metala i organskih zagadivaca, prema
slede¢im metodama:

- odredivanje reakcije (pH vrednost u H,O i 1M KCI) potenciometrijski

- odredivanje zemno-alkalnih karbonata volumetrijski, po Scheibler-ovoj metodi
(DIN 1SO 10693:1997)

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

- odredivanje sadrzaja ukupnog azota po Kjeldahl-u (Bremner i Keeney, 1965);

- odredivanje sadrzaja pristupa¢nih oblika azota (NH4'-N i NOs-N) destilacijom
sa vrelom vodenom parom iz nKCl ekstrakta (za nitratni azot koriS¢ena je Devardova
legura);

- odredivanje sadrzaja pristupacnog fosfora i1 kalijjuma AL metodom (Egner i
sar., 1960);

- odredivanje ukupnih sadrzaja teskih metala metodom atomske apsorpcione
spektrofotometrije (AAS), oCitavanjem u plamenu acetilen/vazduh, nakon razaranja po

metodi U.S. EPA 3050;
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- odredivanje pristupacnih sadrzaja mikroelemenata i teskih metala metodom
atomske apsorpcione  spektrofotometrije (AAS), ocitavanjem u plamenu
acetilen/vazduh, nakon ekstrakcije sa 0,005M rastvorom DTPA (Lindsay i Norvell,
1978); pristupacni bor (B) odreden je metodom kolorimetrije (curcumin), nakon
ekstrakcije vrelom vodom (DZami¢ i sar., 1996);

- pristupaéni sadrzaji kalcijuma (Ca) i magnezijuma (Mg) odredeni su
metodom atomske apsorpcione spektrofotometrije (AAS), ocitavanjem u plamenu
acetilen/vazduh, nakon ekstrakcije sa 1M NH;OAc (pH 7,0) (Sumner i Miller, 1996);

- policikli¢éni aromati¢ni ugljovodonici (polycyclic aromatic hydrocarbons-
PAH) i polihlorovani bifenili (polychlorinated biphenyls-PCB) metodom gasne
hromatografije (HP6890) sa masenom spektrometrijskom detekcijom (HP5973 MSD)
primenom medunarodnog standarda ISO 18287:2006 prema slede¢em protokolu:
temperaturni program: 60°C (2 min); 30°C/min do 120°C; 5°C/min do 300°C; 300°C
(15 min); temperatura injektora 260°C; splitless injection: 1ul, keep the split closed
1,8min; noseci gas helijum, at 0,8 ml/min to 1 ml/min;

- ugljovodonici (Cyo do C4o) metodom gasne hromatografije (6890N Network
GC System) sa PTV inletom i FID detektorom (Agilent Technologies) primenom
medunarodnog standarda ISO 16703:2004 prema slede¢em protokolu: temperaturni
program:od 35°C (1,5 min), 5°C/min do 60°C, a zatim 15°C/min do 350°C u toku 5
minuta; sistem za injektiranje CIS4 injektor: 45°C, 0,06 min, 12°C/min do 350°C,
2min; mode solvent vent: split vent 60 ml/min, 1,06 min, vent pressure: 0,0 psi, 0,06
min, vent flow: 200 ml/min, gas saver: 20 ml/min, 2,0 min; detektor FID: 375°C;
vodonik protok 40 ml/min; vazduh protok: 450ml/min; nose¢i gas: helijum; protok
noseceg gasa: 7,4 ml/min, konstantan protok pritisak 2,8 psi; make-up gas: azot; protok
make up gasa: 37,7 ml/min (samo azot); 45 ml/min (kombinovan sa protokom kolone);

injektirana zapremina: 4 pl.

4.4. Determinacija biljnih vrsta

Terenska istrazivanja su obavljena tokom leta 2011., 2012. i 2013. godine i

obuhvataju vegetaciju koja se razvija na ispitivanim lokacijama. U fitocenoloskoj analizi
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vegetacije koriS¢ene su metode Svajcarsko-francuske fitocenoloSke Skole (Braun-Blanquet,
1964). Determinacija biljnih vrsta izvrSena je prema Josifovi¢ (1970-1980) i Flora
Europaea (2001).

4.5. Mikrobni diverzitet zemljista, rizosfere i jalovine

Diverzitet mikroorganizama u uzetim uzorcima je odreden metodom
razredenja na standardnim mikrobioloskim podlogama. Kao medijum za razredivanje u
ovim ispitivanjima koris¢en je fizioloski rastvor (sterilna vodovodska voda), prethodno
sterilizovan u autoklavu na temperaturi od 120°C i pritisku od 1,5 atm u trajanju od 20
min.

U zavisnosti od analizirane grupe mikroorganizama, izvrSeno je zasejavanje
uzoraka (24 sata nakon donosenja) sa 0,5 ml inokuluma razli¢itih razredenja na
odgovarajuce hranljive podloge.

U proucavanim uzorcima zemljista, rizosfere i jalovine odreden je: ukupan
broj bakterija, brojnost gljiva, aktinomiceta, ukupnih i sporogenih amonifikatora,
ukupan broj oligonitrofila i brojnost Azotobacter-a.

Ukupan broj bakterija odreden je na hranljivoj podlozi 10 puta razblaZen tripton

soja agar - TSA (tab. 6).

Tabela 6. - Sastav podloge deset puta razblazen TSA

Naziv hemikalije Kolic¢ina (g)
Tripton 1,5

Soja pepton 0,5

NaCl 0,5

Agar 15
Destilovana voda 1000 ml

pH nakon sterilizacije 7,3
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Brojnost gljiva odredena je na hranljivoj podlozi roze bengal streptomicin agar
(Peper i sar., 1995) - RBSA (tab. 7). Nakon sterilizacije, RBSA podlozi dodat je
streptomicin sulfat u koli¢ini od 0,03 mg/1000 ml hranljive podloge.

Brojnost aktinomiceta odredena je na skrobno-amonijacnom agaru (tab. 8).

Tabela 7. - Sastav podloge roze bengal streptomicin agar (RBSA)

Naziv hemikalije Koli¢ina (g)
Pepton 50

MgSQO,4 x 7 H,0O 0,5
Glukoza 10,0
K>HPO, 1,0

Roze bengal 0,033

Agar 15,0
Destilovana voda 1000 ml

Tabela 8. - Sastav podloge skrobno-amonija¢ni agar

Naziv hemikalije Koli¢ina (g)
Skrob 10,0
(NH,4)2SO4 1,0

MgSQO,4 x 7 H,0O 1,0

NaCl 1,0

KNO; 1,0

CaCOs; 3,0

Agar 20,0
Destilovana voda 1000 ml

Brojnost ukupnih i sporogenih amonifikatora odreden je na meso-peptonskom
agaru - MPA (tab. 9), a brojnost oligonitrofila i Azotobacter-a sp. na Fjodorovom agaru
(tab. 10).
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Tabela 9. - Sastav mesopeptonskog agara (MPA)

Naziv hemikalije Koli¢ina (g)
Pepton 15,0

Mesni ekstrakt 3,0

NaCl 5,0

K3POy 0,3

Agar 18,0
Destilovana voda 1000 ml

pH nakon sterilizacije 7,3

Tabela 10. - Sastav podloge Fjodorov agar

Naziv hemikalije Koli¢ina (g)
K>HPO, 0,3
CaHPO, 0,2
MgSO, 0,3
NaCl 0,5
FeCls 0,1
CaCO; 2,5
Manit 20,0
Agar 16,0
Mikroelementi 1,0
Destilovana voda 1000 ml

pH nakon sterilizacije 7,0

Mikroelementi (na 1000 ml):

H3BO,4 5,0
(NH,4) 2M00O, 5,0
KJ 0,5
NaBr 0,5
ZnS0Oy 0,2
Aly(S04)3 0,3
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Pripremljene hranljive podloge su sterilizirane postupkom vlazne sterilizacije sa
povecanim atmosferskim pritiskom, u autoklavu, na temperaturi od 120°C i pritisku od
1,5 atm u trajanju od 20 min.

Mikrobioloska aktivnost ispitivanih uzoraka zemljista, rizosfere i jalovine
odredivana je standardnim mikrobioloSkim metodama, indirekthom metodom
zasejavanja iz odgovarajuceg razredenja uzoraka na hranljive podloge. Za inokulaciju

odgovarajucih hranljivih podloga koris¢ena su sledeéa razredenja (tab. 11):

Tabela 11. - Hranljive podloge i razredenja za mikrobioloske analize uzoraka

Hranljive podloge
_ TSA
Uzorcli RBSA
MPA Azotobacter sp.
| skrobno-amonija¢ni agar
Oligonitrofili
zemljiste -4 -3 -2
rizosfera -4 -3 -2
jalovina -4 -3 -2

Po 10 ml sterilne i na 45°C ohladene podloge uneto je u Petri kutiju u kojoj je
prethodno dodat inokulum. Sve mikrobioloske analize obavljene su u tri ponavljanja.
grupe

mikroorganizama period inkubacije je bio razli¢it i na razli¢itim temperaturama (tab.

Inkubacija je obavljena u termostatu, a u zavisnosti od ispitivane
12). Biogenost ispitivanih uzoraka zemljista odredivana je nakon inkubacije, brojanjem
izraslih kolonija na odgovaraju¢im hranjivim podlogama. Brojnost ispitivanih grupa
mikroorganizama preracunata je na 1g vazdusno suvog uzorka zemljista i izrazena kao

broj kolonija po gramu suvog zemljista (CFU/g).

Tabela 12. - Trajanje inkubacije za razlicite grupe mikroorganizama

Grupa mikroorganizama | Trajanje inkubacije (dani) Temperatura (°C)
bakterije 5-6 28-30
gljive 4-5 25
aktinomicete 10-14 28-30
Azotobacter sp. 1-2 28-30
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Vlaznost uzoraka zemljiSta mjerena je suSenjem U suSnici ha temperaturi od
105°C u trajanju od 120 min.

4.6. Enzimska aktivnost zemljista, rizosfere i jalovine

Dehidrogenazna aktivnost zemljista odredena je metodom Casida i sar. (1964) i
zasnovana je na transformaciji  2,3,5-trifeniltetrazolium hlorida (TTC) do
trifenilformazana (TRF). Postupak se sastoji u meSanju 10 g ispitivanih uzoraka
zemljista s 0,1 g CaCOs. Zatim je smesa podeli na tri dela (po 3 g) i stavlja u po tri test
kolbe. U svaku kolbu dodato je po 1,25 ml destilovane vode i 0,5 ml 3%-nog rastvora
TTC-a. Nakon inkubacije na temperaturi od 37°C u trajanju od 24 sata, u svaku kolbu
dodato je po 5 ml metanola, nakon Cega je izvrSena filtracija uzoraka. Filtrati su zatim
razblazeni metanolom, tako da je ukupna zapremina dobijenih filtrata iznosila 50 ml.
Intenzitet obojenosti determinisan je pomocu spektrofotometra (T70 UV/VIS
Spectrometer, PG Instruments LTD), pri talasnoj duzini od 485nm. Kao blank koris¢en
je metanol. Dehidrogenazna aktivnost uzoraka je izrazena u ug TPF/g/h.

Fosfatazna aktivnost zemljista odredena je na osnovu transformacije p-
nitrofenilfosfata do p-nitrofenola (Tabatabai, 1994). Postupak se sastoji u tome $to se
odmeri 1g suvog uzorka zemljista prosejanog kroz sito promera 2 mm i prenese u kolbu.
Postupak se obavlja u 4 ponavljanja (po dva uzorka i dve kontrole za kiselu i alkalnu
fosfatazu). U svaku kolbu dodato je po 0,2 ml toluena, 4 ml MUB pufera (pH 6,5 za
kiselu i 11 za alkalnu fosfatazu) i 1ml 0,05 M p-nitrofenil fosfata. Nakon inkubacije na
temperaturi od 37°C u trajanju od 1 sata, u svaku kolbu dodano je po 1 ml 0,5M CacCl; i
4 ml 0,5 M NaOH, nakon cega je izvrSena filtracija. U kontrolnim varijantama p-
nitrofenilfosfat je dodat nakon inkubacije. Intenzitet obojenosti determinisan je pomoc¢u
spektrofotometra (T70 UV/VIS Spectrometer, PG Instruments LTD), pri talasnoj duzini
od 410 nm. Aktivnost kisele i alkalne fosfataze uzoraka je izrazena u ug PNP/g/h.

Aktivnost arilsulfataze u zemljiStu odredena je 2013. godine na osnovu
transformacije p-nitrofenil sulfata do p-nitrofenola (Tabatabai, 1994). Nakon
odmeravanja 1 g suvog uzorka zemljista prosejanog kroz sito od 2mm i prenosenja u
kolbu, dodato je po 0,25 ml toluena, 4 ml acetatnog pufera i 1 ml rastvora p-nitrofenil

sulfata. Posle homogenizacije uzorka, inkubacija je obavljena na 37°C u trajanju od 1h.
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Nakon inkubacije dodato je 1 ml 0,5 M CaCl, i 4 ml NaOH. Intenzitet obojenosti je,
posle filtracije uzoraka, meren spektrofotometrijski (T70 UV/VIS Spectrometer, PG
Instruments LTD) pri talasnoj duzini od 400 nm (Elsgaard i sar., 2002). U kontrolnoj
varijanti p-nitrofenil sulfat je dodat nakon inkubacije, i to neposredno pre filtracije.

Arilsulfatazna aktivnost je izrazena u ug PNP/g/h.

4.7. 1zolacija i identifikacija mikroorganizama

Nakon karakterizacije uzoraka, izvrSena je i identifikacija bakterija, gljiva i

aktinomiceta prema odgovaraju¢im klju¢evima za idetifikaciju.

4.7.1. 1zolacija i identifikacija bakterija

Nakon odredivanja mikrobioloske aktivnosti ispitivanih uzoraka, izvrSena je
izolacija i identifikacija bakterija i gljiva. lzolirane su kolonije koje su bile
najzastupljenije u ispitivanim uzorcima. Odabrane kolonije bakterija su presejane na
hranljivu podlogu TSA. Dobijeni izolati odrzavani su koriS¢enjem istih hranljivih
podloga.

Ciste kulture bakterija dobijene su presejavanjem odabranih izolata, metodom
iscrpljivanja. Nakon 24-Casovne inkubacije Cistih kultura na TSA podlozi pri
temperaturi od 30°C, izvrSeno je ispitivanje morfoloskih osobina dobijenih ¢istih
kultura (oblik, prisustvo spora, bojenje po Gramu) pomoc¢u mikroskopa Leica DMSL
(Nemacka).

U cilju precizne determinacije bakterijskih izolata, identifikacija je obavljena

primenom brzog biohemijskog API testa i molekularnim metodama.

4.7.1.1. ldentifikacija bakterija primenom API testa

Selekcionisane Ciste kulture bakterija identifikovane su primenom API i
APIWEB sistema (bioMerieux Inc., Francuska). Pre postupka identifikacije, Ciste
kulture su presejane na podlogu MPA, na kojoj je vrSeno i odrzavanje Cistih kultura

bakterija. Identifikacija je obavljena nakon inokulacije API-50 CH sistema kolonijama

dipl. inz. Saud Hamidovi¢ 28



24-ocasovnih selekcionisanih Cistih kultura bakterija. Ocitavanje dobijenih rezultata

vrseno je nakon 24, odnosno 48 sati inkubacije na 30°C.

4.7.1.2. ldentifikacija bakterija molekularnim metodama

Ekstrakcija 1 analiza bakterijske DNK, ukljucujuéi i pripremu umnozenih PCR
produkata za sekvencioniranje obavljena je u laboratoriji Odseka za StetoCine bilja,
Instituta za zasStitu bilja 1 Zivotnu sredinu, Zemun. Primenom molekularnih metoda

analizirana su dva bakterijska izolata: izolat 13k i izolat 19Kk.

Ekstrakcija DNK iz bakterijske kulture

Genomska DNK svakog pojedinac¢nog izolata ekstrahovana je pomoc¢u DNeasy
Blood & Tissue Kit (QIAGEN). Ciste kulture bakterijskih izolata presejane su na
0,IxTSA podlogu 1 inkubirane na temperaturi od 30°C u vremenu od 24 ¢asa. Nakon
inkubacije, pojedinacne kolonije bakterijskih izolata su uzorkovane pomocu sterilne
pipete i rastvorene u 200 pl smese pufera za lizu éelija i proteinaze K. Nakon inkubacije
na temperaturi od 56°C u trajanju od 2 ¢asa, izolacija DNK je izvr§ena pomoc¢u DNeasy
Blood & Tissue Kit (QIAGEN) prema uputstvu proizvodaca. Ekstrahovana DNK je

rastvorena u 100 ul AE pufera, a zatim ¢uvana na -20°C.

Umnozavanje DNK metodom lan¢ane reakcije polimeraze (PCR) i sekvencioniranje

produkata reakcije

Region 16S rDNK bakterijskih izolata 13k 1 19k umnoZen je metodom lancane
reakcije polimeraze (PCR) pomoc¢u univerzalnih prajmera za amplifikaciju 16S rRNK
gena bakterija 27F 5'-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' (Gdrtler i Stanisich, 1996) i
1523R 5-AGGAGGTGATCCAGCCG-3' (Gonzales i sar., 1997). Ovi univerzalni
prajmeri umnozavaju produkt 16S rDNK duzine 1500 baznih parova (bp).
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PCR amplifikacija je uradena u 20 ul PCR smese sadrzaja: PCR pufer A sa
MgCI2 (1x), MgCI2 (0.5mM), dNTPs (0.3mM), prajmeri (0.75uM), KAPATaq
polimeraza (KAPA Byosistems) 0.0375U/p i 1ul 1:10 razredene ekstrahovane DNK
uzorka. UmnoZavanje produkta je izvrSeno u Eppendorf Mastercycler®ep prema
slede¢em termalnom protokolu: inicijalna denaturacija 95°C (5 minuta), denaturacija
95°C (1 minut), elongacija 50°C (1 minut), ekstenzija 72°C (1 minut) u 33 ciklusa i
finalna ekstenzija 72°C (7 minuta).

Provera uspesnosti sinteze 16S rDNK regiona vrSena je propustanjem PCR
produkta uzoraka kroz agarozni gel obojen etidijum-bromidom i vizualiziran pod UV
transiluminatorom. Precis¢avanje produkata PCR umnozavanja obavljeno je pomocu
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) prema uputstvu proizvodaca.

Sekvencioniranje je obavljeno na automatskom sekvencionatoru Macrogen Inc.
(Seul, Juzna Koreja). Umnozeni 16S rDNK region uzoraka je sekvencioniran u oba
pravca koriS¢enjem istih prajmera kao i pri umnozavanju DNK. Nukleotidne sekvence
su analizirane koriS¢enjem FinchTV v.1.4.0 (www.geospiza.com), sastavljene pomocu
programa Clustal W, integrisanog unutar softvera MEGAS5 (Tamura i sar., 2011), i
deponovane u GenBank bazu podataka pod pristupnim brojevima KF494373 za izolat
13k 1 KF494374 za izolat 19k. Taksonomska identifikacija izolata je izvrSena
uporedivanjem njihovih 16S rDNK sekvenci sa sekvencama bakterija NCBI GenBank

baze podataka pomo¢u BLAST analize (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

4.7.2. Izolacija i identifikacija gljiva

Ciste kulture gljiva dobijene su presejavanjem izolata na podlogu RBSA, na
kojoj je vrseno i odrzavanje Cistih kultura gljiva. Identifikacija ¢istih kutura obavljena je
ispitivanjem morfoloskih karakteristika rasta gljiva na hranljivim podlogama sladni agar
sa 3% sladnog ekstrakta i Capek kvaséev agar (CYA) uz dodatak mikroelemenata (tab.

13), primjenom kljuca za identifikaciju gljiva (Samson i sar., 2004).
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Tabela 13. - Sastav hranljive podloge Capek kvaséev agar (CYA)

Naziv hemikalije Koli¢ina (g)
NaNO; 3,0
KCI 0,5
FeSO, 0,01
K2HPO, 1,0
MgSO4x 7 H,O 0,5
Kvascev ekstrakt 0,5
Saharoza 30,0
Agar 20,0
TMS (rastvor mikroelemenata) iml
Destilovana voda 1000 ml
TMS:
ZnSOq 1,0
CuSO4 0,5
Destilovana voda 100 ml

pH nakon sterilizacije 6-6,5

4.8. Rast biljaka na supstratima

Potencijalna bioloska vrednost jalovine odredena je u ogledu gde su praceni
stepen klijavosti semena razli¢itih biljaka i biomasa klijanaca.

U ovom ogledu kori§éeno je 5 biljnih vrsta: salata (Lactuca sativa L.), slacica
(Sinapis alba L.), pSenica (Triticum aestivum L.), ovas (Avena sativa L.) i tritikale (x
triticosecale Wittm ex A. Camus.) Ogled je postavljen u staklari Poljoprivrednog
fakulteta Univerziteta u Beogradu. Semena su pre setve sterilisane u 30%-tnom rastvoru
H,0; u trajanju od 20 sekundi.

U ogledu je koriS¢eno 5 supstrata:

- 100% jalovine (u daljem tekstu: varijanta 100)

- 75% jalovine + 25% zemljista (u daljem tekstu: varijanta 75)
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- 50% jalovine i 50% zemljista (u daljem tekstu: varijanta 50)
- 25% jalovine i 75% zemljista (u daljem tekstu: varijanta 25)

- 100% zemljista (kontrola)

Rezultati najvaznijih agrohemijskih osobina kori§¢enog zemljista prikazani su u
tabeli 14.

Tabela 14. - Agrohemijske analize zemljista

pH CaCO3 | Humus | Ukupni | P20s | K;O | NHs | NO3s | NH4+NO3 CN

H,O | KCI | (%) (%) N (%) | mg/100g mg/kg

821|772 39 3,2 0,218 | 20,0 | 12,8 | 3,5 | 455 49,0 8,5:1

Uzorci zemljista 1 jalovine su pre postavljanja ogleda isitnjeni, prosuSeni i
prosejani kroz sito precnika pora 2 mm. Nakon vlaZenja destilovanom vodom, ogledni
sudovi (plasticne ¢aSe) su napunjene supstratima, u koje su zasejana semena. Ogled je
postavljen u 5 ponavljanja a broj semenki po sudu bio je 5, osim za sladicu i salatu gde
je koris¢eno 10 semenki po sudu. Ogled je trajao 25 dana. Na kraju ogleda isklijale
biljke su vadene iz supstrata, merena je sveza i suva biomasa (posle prirodnog susenja a
zatim na 60°C u trajanju od 120 min).

Na isti na¢in postavljena su jo$ dva ogleda: u jednom su supstrati inokulisani
¢istom kulturom bakterije Bacillus sp. 13k a u drugom inokulacija je izvrSena meSanim
bakterijskim populacijama Bacillus sp. 13k i Bacillus sp. 19k. Obe bakterijske vrste
izolovane su iz jalovine. Veli¢ina bakterijskog inokuluma je odredena nakon
zasejavanja na podlogu MPA i inkubacije od 6 dana na temperaturi od 30°C.

Nakon postavljanja ogleda, izvrSene su mikrobioloske analize supstrata odmah
nakon setve semena. Ove analize su takode ponovljene nakon zavrSetka ogleda.
MikrobioloSke analize su obuhvatile ispitivanje ukupnog broja bakterija, ukupnih 1
sporogenih amonifikatora, oligonitrofila i Azotobacter sp., na isti nadin opisan u
poglavlju 4.5. Takode, izvrSeno je 1 odredivanje enzimske aktivnosti uzoraka

(dehidrogenaze) na isti nacin kao $to je opisano u poglavlju 4.6.
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

5.1. Hemijske karakteristike zemljista i jalovine

Ispitivani uzorci zemljista se razlikuju po reakciji 1 sadrzaju karbonata. Prema

dobijenim pH vrednostima, uzorci FS-1 i FS-2 imaju slabo alkalnu reakciju, uzorak FS-

3 slabo kiselu, uzorak FS-4 neutralnu, a uzorak jalovine jako kiselu reakciju. Reakcija

zemljista u saglasnosti je sa utvrdenom koli¢inom slobodnih karbonata, odnosno uzorci

FS-1 i FS-2 pripadaju klasi jako karbonatnih zemljista, uzorak FS-4 slabo karbonatnim

zemljistima, dok su uzorci FS-3 i jalovina bez slobodnih karbonata. Sadrzaj organskog

ugljenika je u svim ispitivanim uzorcima vrlo visok, sadrzaj pristupacnog fosfora nizak,

dok je sadrzaj pristupacnog kalijuma srednji, osim u uzorku FS-2 koji se odlikuje

visokim sadrzajem ovog elementa (tab. 15). Sadrzaji Cu, Zn i teSkih metala su niski

(tab. 16), dok je sadrzaj nikla visok (tab. 17).

Tabela 15. - Osnovna hemijska svojstva zemljista i jalovine

pH CaCOs | Organski | Ukupni NH;" | NOs- | P,Os | K,0

uzorak C/N
H,O | KCI | (%) C (%) N (%) mg/kg mg/100g
FS-1 [8,10|7,60| 364 5,738 0,255 | 2251 | 14,7 | 9,1 40 |17,0
FS-2 | 7,74 737 | 13,6 39,716 0,383 | 103,7:1| 21,7 | 1,4 12 | 22,6
FS-3 | 6,36 | 6,02 0,0 37,708 0,772 | 48,8:1 | 455 | 11,2 | 56 | 125
FS-4 |719/6,88| 5.3 10,908 | 0,345 | 31,6:1 | 21,0 | 119 | 0,6 | 17,0
jalovina | 5,96 | 5,23 | 0,0 15,282 | 0,486 | 31,4:1 | 238 | 84 | 3,0 | 129

Tabela 16. - Ukupni sadrzaji mikroelemenata u zemljistu i jalovini

Fe Mn Cu Zn
uzorak
mg/kg
FS-1 1,68 558,5 27,73 53,40
FS-2 1,32 261,7 42 29 87,20
FS-3 2,12 110,3 48.36 89,25
FS-4 1,77 54,3 37,63 52,69
jalovina 3,69 268,0 39,59 76,23
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U poredenju sa vrednostima za poljoprivredna zemlji$ta, u svim uzorcima
sadrzaj pristupacnog Fe je veoma visok. Sadrzaj Zn je srednji do visok a Cu srednji do

veoma visok. Pristupacni sadrzaji Ca su visoki a Mg mnogo nizi (tab. 18).

Tabela 17. - Ukupni sadrzaji teSkih metala u zemljistu i jalovini

Cd Co Cr Ni Pb
uzorak
mg/kg
FS-1 0,10 16,64 41,76 106,28 12,14
FS-2 0,20 19,66 49,66 144,00 20,30
FS-3 0,30 17,21 78,36 154,49 24,99
FS-4 0,05 11,65 124,70 169,34 28,15
jalovina 0,70 24 86 84,97 167,80 23,90

Tabela 18. - Pristupa¢ni mikroelementi i sekundarni makroelementi u zemljistu i

jalovini

Lzorak Fe Mn Zn | Cu Ca Mg Ca/Mg B
ppm mg/100g mmol/100g | mg/kg

FS-1 28,14 | 8,87 | 1,66 | 1,22 | 2131,3 | 34,7 37,3:1 0,92
FS-2 35,69 | 6,12 | 511 | 5,7 |2350,3| 77,1 18,5:1 5,4
FS-3 | 378,56 | 14,7 | 3,61 | 3,19 | 8256 | 20,3 24,7:1 1,34
FS-4 | 120,64 | 14,86 | 3,78 | 3,66 | 1901,7 | 36,3 31,7:1 3,7
jalovina | 123,05 | 7,38 | 3,96 | 3,86 | 337,2 | 26,8 7,6:1 2,32

U svim uzorcima jedinjenja iz grupe polihlorovanih bifenila nisu detektovana.
Sadrzaj PAH-ova je veoma nizak u uzorku jalovine kao i u uzorku FS-3, nesto veéi u
uzorcima FS-2 i FS-4, dok je najveéi sadrzaj u uzorku FS-1. Sadrzaj ugljovodonika je
nizak u svim uzorcima, osim u uzorku jalovine, gde je njihova koli¢ina veéa od 1 g/kg.
Uzorak jalovine ima visok sadrzaj ugljovodonika iz grupe Cig — Cao, dok ostali uzorci

imaju znatno nizi sadrzaj ove grupe zagadivaca (tab. 19).
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Tabela 19. - Organski zagadivaci u uzorcima zemlji$ta i jalovine (mg/kg)

Parametar/uzorak FS-1 |FS-2 | FS-3 FS-4 | jalovina
PAH naftalen 0,789 |0,261 |0,110 | 0,451 | 0,061
acenaftilen 0,028 | 0,013 |<0,005 0,013 | <0,005
acenaften 0,076 | <0,005 | <0,005 | 0,061 | <0,005
fluoren 0,014 | 0,037 |<0,005 0,104 | <0,005
fenantren 0,891 | 0,255 |0,104 |0,163 | 0,073
antracen 0,870 |0,101 |0,013 |0,0/0 |0,044
fluoranten 0,074 |0,100 |0,024 |0,046 |0,035
piren 0,064 | 0,092 |0,024 |0,088 | 0,040
benzo(a)antracen 0,061 |0,070 |0,012 |0,037 |0,027
Krizen 0,121 |0,029 |0,027 | <0,005 |0,012
benzo(b)fluoranten 0,046 | 0,043 |0,024 |<0,005 | <0,005
benzo(k)fluoranten 0,019 |0,034 |0,011 |<0,005 | <0,005
benzo(a)piren 0,015 | 0,021 | <0,005 | <0,005 | <0,005
indeno 1,2,3-cd piren 0,005 | 0,015 | <0,005 | <0,005 | <0,005
dibenzo(ah)antracen <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005
benzo(ghi)perilen 0,032 | 0,019 |<0,005 | <0,005 | <0,005
ukupno 3,096 |1,089 |0,350 |1,034 |0,291
PCB 18 <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005
28131 <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005
44 <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005
52 <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005
101 <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005
118 <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005
138 <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005
149 <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005
153 <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005
180 <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005
194 <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005
ugljovodonici | C1o— Cyo 297,2 | 1935 |113,0 |1156 |1263,6
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5.2. Determinacija biljnih vrsta

Na lokacijama ,,Vrtliste 1, ,,Vrtliste 2, ,,Stara Jama i1 Jama Haljini¢i*, u 2011.
godini, konstatovano je prisustvo 34 biljne vrste iz 32 roda i 20 familija. Najbrojnija je
familija Asteraceae sa 7 vrsta i rodova i ¢ini 20,6% od ukupnog broja determinisanih
biljnih vrsta, odnosno 21,9% od ukupno definisanih rodova. Predstavnici ostalih
determinisanih familija su slabije zastupljeni na ispitivanim lokalitetima. Predstavnici
familija Amaranthaceae (2 vrste, 1 rod), Betulaceae (2 vrste, 2 roda), Caryophyllaceae
(2 wvrste, 2 roda), Chenopodiaceae (2 vrste, 2 roda), Poaceae (2 vrste, 2 roda),
Polygonaceae (2 vrste, 1 rod), Rosaceae (2 vrste, 2 roda) i Scrophulariaceae (2 vrste, 2
roda) ¢ine 47,1% ukupno determinisanih biljnih vrsta, odnosno 43,8% ukupno
identifikovanih rodova. Ostale familije (Brassicaceae, Dipsacaceae, Equisetaceae,
Phytolaccaceae, Plantaginaceae, Polypodiaceae, Portulacaceae, Ranunculaceae,
Resedaceae, Salicaceae i Typhaceae) zastupljene su sa po jednom vrstom, odnosno
rodom, i ¢ine 32,3% od ukupno determinisanih biljnih vrsta, odnosno 34,3% od ukupno
determinisanih rodova (tab. 20). Nasuprot tome, na jalovini nije konstatovano prisustvo
biljaka.

U 2012. godini na lokacijama rudnika mrkog uglja ,,Kakanj* nisu zabeleZene
znacajne razlike u pogledu broja biljnih vrsta, rodova 1 familija u odnosu na 2011.
godinu (tab. 21). Ukupno je identifikovano 29 biljnih vrsta iz 27 rodova i 18 familija.
Kao i u 2011. godini, dominiraju predstavnici familije Asteraceae i ¢ine 17,2% od
ukupno determinisanih vrsta, odnosno 18,5% ukupno determinisanih rodova. Familije
koje su zastupljene sa dve vrste su Amaranthaceae (1 rod), Betulaceae (2 roda),
Caryophyllaceae (2 roda), Poaceae (2 roda), Polygonaceae (1 rod), Rosaceae (2 roda) i
Salicaceae (2 roda). Sve zajedno sacinjavaju 48,3% ukupno definisanih biljnih vrsta,
odnosno 44,4% od ukupno determinisanih rodova. Familije Chenopodiaceae,
Dipsacaceae, Equisetaceae, Phytolaccaceae, Plantaginaceae, Polypodiaceae,
Portulacaceae, Ranunculaceae, Resedaceae i Scrophulariaceae su zastupljene sa po
jednom vrstom, odnosno rodom i sacinjavaju 34,5% od ukupno determinisanih biljnih
vrsta, odnosno 37,1% determinisanih rodova. Za razliku od 2011. godine, na jalovini je
konstatovano prisustvo samo jedne biljne vrste i to Amaranthus albus L.
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Tabela 20. - Determinisane biljne vrste na lokacijama rudnika mrkog uglja
“Kakanj*“ u 2011. godini

Familija Biljna vrsta Familija Biljna vrsta
Amaranthaceae | Amaranthus albus L., Poaceae Digitaria sanguinalis
Amaranthus etroflexus L. (L.) Scop, Setaria
viridis (L.) P. B.
Asteraceae Artemisia absinthium L., Polygonaceae | Polygonum aviculare
Doronicum sp. L., L., Polygonum
Erigeron canadensis L., lapathifolium L.
Matricaria inodora L., Polypodiaceae | Pteridium aquilinum
Taraxacum officinale (L.) Kuhn
Web., Tussilago farfara L.,
santhium italicam Mor. Portulacaceae | Portulaca oleracea L.
Betulaceae Betula pendula Roth., Ranunculaceae | Clematis vitalba L.

Carduus acanthoides L.

Brassicaceae | Diplotaxis muralis (L.) Resedaceae Reseda luteola L.
DC.
Caryophyllaceae | Saponaria officinalis L., Rosaceae Prunus avium L.,
Silene vulgaris (Moench) Potentilla reptans L.
Garcke
Chenopodiaceae | Chenopodium botrys L., Salicaceae Salix alba L.
Salsola ruthenica Iljin Scrophulariaceae | Verbascum
Dipsacaceae | Dipsacus laciniatus L. phlomoides L.

Equisetaceae

Equisetum talmateia Ehrh.

Chaenorrhinum

minus (L.) Lange

Phytolaccaceae

Phytolacca americana L.

Plantaginaceae

Plantago lanceolata L.

Typhaceae

Typha latifolia L.
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Sl. 3. - Polygonum aviculare L.

Verbascum phlomoides L.

Sl. 4.
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Tabela 21. - Determinisane biljne vrste na lokacijama rudnika mrkog uglja
“Kakanj“ u 2012. godini

Familija Biljna vrsta Familija Biljna vrsta
Amaranthaceae | Amaranthus albus L., Plantaginaceae Plantago
Amaranthus retroflexus lanceolata L.
L. Poaceae Digitaria
sanguinalis (L.)
Scop, Setaria
viridis (L.) P. B.
Asteraceae Artemisia absinthium Polygonaceae Polygonum
L., Doronicum sp. L., aviculare L.,
Matricaria inodora L., Polygonum
Tussilago farfara L., lapathifolium L.
Xanthium italicum Mor. Polypodiaceae Pteridium
aquilinum
(L)) Kuhn
Betulaceae Betula pendula Roth., Portulacaceae Portulaca oleracea

Carduus acanthoides L.

L.

Caryophyllaceae

Saponaria officinalis

Ranunculaceae

Clematis vitalba L.

L., Silene vulgaris Resedaceae Reseda luteola L.
(Moench) Garcke
Chenopodiaceae | Chenopodium botrys L. Rosaceae Prunus avium L.,
Potentilla  reptans
L.
Dipsacaceae Dipsacus laciniatus L. Salicaceae Salix alba L.,

Equisetaceae Equisetum  talmateia Populus nigra L.
Ehrh.
Phytolaccaceae Phytolacca americana | Scrophulariaceae Verbascum
L. phlomoides L.
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SI. 5. - Betula pendula Roth.

U 2013. godini ukupno je determinisano 104 biljnih vrsta koje su svrstane u 34
familije i 87 rodova. Najbrojnija je familija Asteraceae sa 20 vrstom, zatim familija
Poaceae sa 12 vrsta i familija Fabaceae sa 9 biljnih vrsta, §to ¢ini ukupno 39,4% od
svih vrsta. Ove tri familije su ukupno zastupljene sa 35 rodova, $to ukupno ¢ini 40,2%
od ukupnog broja rodova. Familije Rosaceae i Lamiaceae imaju po 6 vrsta, odnosno
rodova i zajedno ¢ine 11,5% od svih biljnih vrsta, odnosno 13,8% od ukupno
determinisanih rodova. Familije Salicaceae (2 roda) i Apiaceae (5 rodova) zastupljene

Su sa po 5 vrsta. Obe familije ucestvuju sa ukupno 9,6% od svih vrsta, odnosno 8,1% od
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svih rodova. Ostale familije su slabije zastupljene. Cetiri predstavnika ima familija
Polygonaceae, po tri Boraginaceae i Euphorbiaceae, po dva Amaranthaceae,
Caryophyllaceae, Chenopodiaceae, Malvaceae, Ranunculaceae, Resedaceae,
Rubiaceae i Sapindaceae, i ukupno ¢ine 25,0% od svih determinisanih vrsta, odnosno
20,7% od svih rodova. Sve ostale familije imaju po jednog predstavnika (Verbenaceae,
Scrophulariaceae, Primulaceae, Plantaginaceae, Papaveraceae, Liliaceae, Oleaceae,
Hypericaceae, Adoxaceae, Betulaceae, Brassicaceae, Convolvulaceae, Cornaceae,
Dipsacaceae, Equisetaceae), sto ukupno ¢ini 14,5% svih determinisanih vrsta, odnosno
17,2 rodova (tab. 22). Fitocenoloski snimci pojedinih lokaliteta prikazani su u tabelama
23,24, 25,26 27.

Tabela 22. - Determinisane biljne vrste na lokacijama rudnika mrkog uglja
“Kakanj* u 2013. godini

Familija Biljna vrsta Familija Biljna vrsta
Adoxaceae Sambucus ebulus L. Hypericaceae | Hypericum
perforatum L.
Amaranthaceae | Amaranthus blitoides Oleaceae Ligustrum vulgare L.
Watson,  Amaranthus
albus L.
Apiaceae Daucus carota L. Lamiaceae Clinopodium vulgare
L.
Eryngium campestre L. Prunella vulgaris L.
Pastinaca sativa L. Mentha longifolia (L.)
Hudson
Tordylium maximum L. Origanum vulgare L.
Torilis arvensis Salvia verticillata L.
(Hudson) Link
Asteraceae Achillea millefolium L. Stachys annua L.
Anthemis arvensis L. Liliaceae Allium
scorodoprasum L.
Artemisia  absinthium Malvaceae Althaea cannabina L.
L.
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Carduus acanthoides

L.

Malva sylvestris L.

Centaurea splendens L.

Papaveraceae

Papaver rhoeas L.

Cichorium intybus L.

Plantaginaceae

Plantago lanceolata

L.

Cirsium arvense (L.)

Scop

Cirsium
(L.)Scop

eriophorum

Cirsium vulgare (Savi)

Ten. Cirsium

Conyza canadensis (L.)

Cronquist

Crepis foetida L. subsp.
rhoeadifolia (M. B.)
Fiori et Paol.

Doronicum

sp. L.

Inula britannica L.

Lactuca serriola L.

Picris hieracioides L.

Tripleurospermum
inodorum (L.) Sch.

Tussilago farfara L.

Xanthium italicum
Mor.

Xanthium strumarium
L.

Poaceae

Bromus arvensis L.

Bromus hordaceus L.

Bromus inermis Leyss

Calamagrostis

arundinacea (L.) Roth

Cynodon
(L.) Pers.

dactylon

Digitaria sanguinalis
(L.) Scop

Dactylis glomerata L.

Elymus repens (L.)
Gould
Festuca pratensis
Huds.

Lolium perenne L.

Poa compressa L.

Vulpia myuros (L.) C.
C. Gmel.

Sonchus asper Hill.

Polygonaceae

Bilderdykia
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Betulaceae

Betula pendula Roth.

Boraginaceae

Anchusa officinalis L.

Echium vulgare L.

convolvulus (L.) Dum.

Polygonum aviculare
L

Polygonum

lapathifolium L.

Rumex crispus L.

Lappula sguarosa Primulaceae Anagallis foemina
(Retz.) Dumort. Mill.
Brassicaceae | Erysimum repandum L. | Ranunculaceae | Clematis vitalba L.
Ranunculus  sardous
Crantz
Caryophyllaceae | Arenaria serpyllifolia Resedaceae Reseda lutea L.
L.
Petrorhagia prolifera Reseda phyteuma L.
(L.) P.W.Ball &
Heywood
Chenopodiaceae | Atriplex  oblongifolia Rosaceae Agrimonia eupatoria
Waldst. & Kit. Ledeb.
Atriplex patula L. Crataegus monogyna
Jacq.
Convolvulaceae (Llonvolvulus arvensis Potentilla reptans L.
Cornaceae Cornus sangiunea L. Rosa canina L.
Dipsacaceae | Dipsacus laciniatus L. Rubus fruticosus L.
Equisetaceae | Equisetum telmateia Sanguisorba  minor
Ehrh. Scop.
Euphorbiaceae | Euphorbia exigua L. Rubiaceae Galium album Mill
Euphorbia falcata L Galium verum L.
Euphorbia stricta L. Salicaceae Populus nigra L.

Fabaceae

Dorycnium herbaceum
Vill.

Salix alba L.
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Lathyrus tuberosus L

Lotus corniculatus L.

Medicago falcata L.

Salix caprea L.

Salix fragilis L.

Salix purpurea L.

Medicago lupulina L.

Scrophulariaceae

Chaenorrhinum
minus(L.) Lange in
Willk. & Lange

Melilotus officinalis

(L.) Pallas

Ononis spinosa L.

Sapindaceae

Acer campestre L.

Acer negundo L.

Securigera varia (L.)

Lassen

Trifolium pratense L.

Verbenaceae

Verbena officinalis L.

Tabela 23. - Fitocenoloski snimak 1, Vrtliste 1, dimenzije 5x5 m:

Familija Biljna vrsta Familija Biljna vrsta
Apiaceae Daucus carota L. 1.1 | Fabaceae Dorycnium herbaceum | 1.2
Vill.
Torilis arvensis | + Lotus corniculatus L. +
(Hudson) Link
Asteraceae Carduus acanthoides L. | + Medicago falcata L. 1.1
Lactuca serriola L. 1.1 Ononis spinosa L. 1.1
Sonchus asper Hill. + | Poaceae Bromus inermis Leyss. | 1.2
Boraginaceae Echium vulgare L. 1.1 Dactylis glomerata L. 1.2
Convolvulaceae | Convolvulus arvensis L. | + | Rosaceae Sanguisorba minor | +
Scop.
Euphorbiaceae | Euphorbia exigua L. + Rubiaceae Galium verum L. 3.3
Euphorbia falcata L. 1.1
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Tabela 24. - Fitocenoloski snimak 2, Vrtliste 2, dimenzije 20x10 m

Familija Biljna vrsta Familija Biljna vrsta
Adoxaceae Sambucus ebulus L. | 1.1 | Fabaceae Lathyrus 1.1
tuberosus L.
Apiaceae Pastinaca sativaL. | 1.1 Lotus +
corniculatus L.
Asteraceae Anthemis arvensis L. | 1.1 Medicago +
lupulina L.
Cirsium arvense (L.) | 3.3 Melilotus +
Scop. officinalis Lam.
Cirsium vulgare | + Securigera varia
(Savi) Ten. (L.) Lassen +
Lactuca serriola L. | 1.1 | Malvaceae Malva sylvestris | +
L.
Picris hieracioides | 1.1 | Papaveraceae Papaver rhoeas | 1.2
L. L.
Tripleurospermum 1.1 | Poaceae Bromus +
inodorum (L.) Sch hordeaceus L.
Tussilago farfara L. | 1.1 | Polygonaceae Bilderdykia 1.1
convolvulus (L.)
Dum.
Xanthium + Polygonum 1.1
strumarium L. aviculare L.
Boraginaceae Anchusa officinalis | 1.1 Polygonum +
L. lapathifolium L.
Echium vulgare L. +
Lappula  squarosa | 1.1 Rumex crispus L. | +
(Retz.) Dumort.
Chenopodiaceae | Atriplex patula L. + | Ranunculaceae | Ranunculus +
sardous Crantz.
Resedaceae Reseda luteaL. |+
Convolvulaceae | Convolvulus 3.3 Reseda +
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arvensis L. phyteuma L.
Equisetaceae Equisetum telmateia | 4.4 | Rosaceae Potentilla +
Ehrh. reptans L.
Euphorbiaceae | Euphorbia exiguaL. | + | Verbenaceae Verbena +
officinalis L.
Sl. 6. - Xanthium strumarium L.
Tabela 25. - Fitocenoloski snimak 3, Stara jama, lokacija 1, dimenzije 20x10 m:
Familija Biljna vrsta Familija Biljna vrsta
Apiaceae Daucus carota L. 1.1 | Fabaceae Lotus 1.1
corniculatus L.
Tordylium 1.1 Securigera varia | +
maximum L. (L.) Lassen.
Asteraceae Achillea millefolium | + Trifolium 11
L. pratense L.
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Anthemis arvensis | 1.1 | Liliaceae Allium +
L. scorodoprasum
L.
Artemisia 3.3 | Papaveraceae | Papaver rhoeas | 1.1
absinthium L. L.
Conyza canadensis | 1.1 | Poaceae Dactylis 1.1
(L.) Cronquist glomerata L.
Crepis foetida L. 1.1 Elymus  repens | 1.1
subsp. rhoeadifolia (L.) Gould.
(M. B.) Fiori et
Paol
Lactuca serriolaL | 1.1 | Ranunculaceae | Clematis vitalba | 1.1
L.
Picris hieracioides | 1.1 | Rosaceae Crataegus +
L. monogyna Jacq.
Tripleurospermum | 1.1 Potentilla 4.4
inodorum (L.) Sch reptans L.
Brassicaceae Erysimum + Sanguisorba 1.1
repandum L. minor Scop.
Caryophyllaceae | Arenaria 1.1 | Rubiaceae Galium  album | +
serpyllifolia L. Miller.
Petrorhagia 1.1 | Salicaceae Populus nigraL. | 1.1
prolifera (L.) P. W.
Ball & Heywood.
Dipsacaceae Dipsacus laciniatus | + Salix alba L. +
L.
Euphorbiaceae | Euphorbia stricta L. | + Salix purpurea L. | +
Salix caprea L. +
Verbenaceae Verbena +
officinalis L.
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Tabela 26. - Fitocenoloski snimak 4, Stara jama, lokacija 2, dimenzije 10x10 m:

Familija Biljna vrsta Familija Biljna vrsta
Asteraceae Anthemis arvensis | + | Lamiaceae Prunella +
L. vulgaris L.
Conyza canadensis | 4.4 | Papaveraceae Papaver rhoeas | 2.2
(L.) Cronquist L.
Crepis foetida L. 2.2 | Plantaginaceae | Plantago +
subsp. rhoeadifolia lanceolata L.
(M. B.) Fiori et
Paol.
Tripleurospermum | 1.1 | Poaceae Calamagrostis 2.2
inodorum (L.) Sch arundinacea (L.)
Roth
Xanthium + Vulpia  myuros | 1.2
strumarium L. (L) C. C. Gmel
Caryophyllaceae | Petrorhagia 1.1 | Polygonaceae Polygonum +
prolifera (L.) P. W. lapathifolium L.
Ball & Heywood
Euphorbiaceae | EuphorbiastrictalL. | + | Rosaceae Sanguisorba 2.2
minor Scop.
Fabaceae Dorycnium + | Salicaceae Populus nigraL. | 2.2
herbaceum Vill.
Lotus corniculatus | + | Sapindaceae Acer campestre | +
L. L
Trifolium pratense | +
L.
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Sl. 7. - Tripleurospermum inodorum (L.) Sch.

Na jalovini je uoceno prisustvo pet familija (Amaranthaceae, Chenopodiaceae

Convolvulaceae, Poaceae i Polygonaceae).

Tabela 27. - Fitocenoloski snimak 5 (jalovina)

Familija Biljna vrsta Familija Biljna vrsta
Amaranthaceae | Amaranthus 1.1 | Poaceae Festuca pratensis | 2.2
blitoides Watson. Huds.

Elymus repens (L.) | +
Gould.
Chenopodiaceae | Atriplex + Vulpia myuros (L.) | +
oblongifolia C. C. Gmel
Waldst. & Kit.
Convolvulaceae | Convolvulus + | Polygonaceae | Polygonum 1.2
arvensis L. aviculare L.
Poaceae Bromus 1.2 Polygonum 1.1
hordeaceus L. lapathifolium L.
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Cynodon dactylon | 2.2
(L.) Pers.

5.3. Mikrobni diverzitet i enzimska aktivnost u zemljiStu i rizosferi

5.3.1. Mikrobni diverzitet u zemljistu i rizosferi u periodu od 2011-2013. godine

U 2011. godini dominantne biljne vrste na ispitivanim lokacijama bile su:
Polygonum aviculare L., Potentilla reptans L., Plantago lanceolata L., Doronicum sp.
L., Equisetum telmateia Ehrh., Polygonum lapathifolium L., Saponaria officinalis L.,
Matricaria inodora L., Erigeron canadensis L. i Reseda luteola L. Mikrobioloskim
analizama ispitana je brojnost razliCitih fizioloskih 1 sistematskih grupa
mikroorganizama u zoni zemljiSta i rizosfere ovih biljnih vrsta.

Brojnost bakterija u uzorcima zavisila je od vrste biljaka i zone uzimanja
uzoraka (tab. 28). U svim uzorcima ukupan broj bakterija je ve¢i u uzorcima koji su
uzeti 1z zone rizosfere u poredenju sa uzorcima iz zemljiSta. Najveca brojnost bakterija
zabeleZzena je u uzorcima rizosfere biljke Reseda luteola L. Visoka brojnost bakterija
zabelezena je i u uzorku zemljista iste biljke. Equisetum telmateia Ehrh. se takode
odlikuje visokim ukupnim brojem bakterija, dok je brojnost bakterija u uzorcima ostalih
biljaka znatno manja. Najnizi ukupan broj bakterija bio je u uzorku zemljiSta vrste
Polygonum lapathifolium L.

Prisustvo vegetacije uglavnhom je stimulativno uticalo na razvoj amonifikatora
(tab. 28). Veoma visoka brojnost ukupnih amonifikatora je zabelezena u uzorcima
zemljista i rizosfere vrsta Reseda luteola L. i Equisetum telmateia Ehrh. u poredenju sa
ostalim vrstama. U svim uzorcima brojnost ukupnih amonifikatora je ve¢a u uzorcima
rizosfere u odnosu na zemljiste, osim kod vrsta Equisetum telmateia Ehrh. i Erigeron

canadensis L.
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Tabela 28. - Ukupan broj bakterija i amonifikatora (CFUx10°/g) u zemljistu i rizosferi

ukupan broj ukupan broj sporogeni
Uzorak bakterija amonifikatora amonifikatori
zemljiste | rizosfera | zemljiste | rizosfera | zemljiste | rizosfera

Polygonum aviculare L. 19,6 40,6 26,8 51,9 0,8 0,7
Potentilla reptans L. 29,4 50,7 20,8 30,9 2,1 1,6
Plantago lanceolata L. 30,0 105,3 44,3 53,1 1,2 2,5
Doronicum sp. L. 65,2 318,0 45,7 69,2 0,7 0,2
Equisetum telmateia Ehrh. 143,2 1074,4 662,3 499,3 31,6 0,3
Polygonum lapathifolium L. 5,0 98,4 20,2 82,6 0,3 0,8
Saponaria officinalis L. 29,2 137,5 8,4 91,7 0,1 0,1
Matricaria inodora L. 48,7 1135 26,5 52,9 0,1 0,3
Erigeron canadensis L. 59,5 89,8 56,6 46,5 1,3 0,5
Reseda luteola L. 1839,3 | 2298,2 1483,7 | 2270,7 6,9 14,2

prosek 226,91 | 432,64 | 239,53 | 324,88 4,51 2,12

U uzorcima zemljiSta, zastupljenost sporogenih amonifikatora je najveca kod

vrste Equisetum telmateia Ehrh., dok je u uzorcima rizosfere najveca brojnost kod vrste
Reseda luteola L. Najmanja zastupljenost sporogenih amonifikatora u zemljistu bila je
kod vrsta Saponaria officinalis L. i Matricaria inodora L. Saponaria officinalis L. se, u
poredenju sa ostalim vrstama, odlikuje 1 najmanjim brojem sporogenih amonifikatora u
uzorcima iz zone rizosfere.

U uzorcima rizosfere konstatovana je veca zastupljenost oligonitrofila u odnosu
na zemljiSte (tab. 29). U svim uzorcima, brojnost ove grupe mikroorganizama bila je
najveca kod vrsta Equisetum telmateia Ehrh. i Reseda luteola L. Nasuprot tome, vrste iz
roda Polygonum odlikuju se slabom =zastupljeno$¢u oligonitrofila. Visoka brojnost
Azotobacter sp. u odnosu na ostale ispitivane vrste konstatovana je kod uzoraka
zemljista i rizosfere vrste Reseda luteola L. (sl. 8). Slaba zastupljenost Azotobacter sp.
konstatovana je u uzorcima zemljista vrsta Plantago lanceolata L., Erigeron canadensis

L. i Doronicum sp. L. Odsustvo Azotobacter sp. zabelezeno je u uzorku rizosfere vrste
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Erigeron canadensis L., dok je njegova slaba zastupljenost bila u uzorcima rizosfere
Saponaria officinalis L. i Plantago lanceolata L.

Tabela 29. - Brojnost oligonitrofila i Azotobacter sp. (CFUx10%/g) u zemljistu i rizosferi

Usorak oligonitrofili Azotobacter sp.
zemljiSte | rizosfera | zemljiste | rizosfera

Polygonum aviculare L. 218,8 579,8 5,7 3,9
Potentilla reptans L. 338,7 456,3 3,5 4,1
Plantago lanceolata L. 548,7 618,0 2,6 3,3
Doronicum sp. L. 800,1 1196,0 3,0 3,8
Equisetum telmateia Ehrh. 1345,9 1410,2 4,7 5,6
Polygonum lapathifolium L. 120,5 563,4 5,6 44
Saponaria officinalis L. 308,0 741,0 5,6 2,4
Matricaria inodora L. 669,0 995,6 3,1 4,5
Erigeron canadensis L. 829,6 1007,0 2,8 0,0
Reseda luteola L. 2149,6 | 3028,7 20,2 31,0

prosek 732,89 | 1059,60 5,86 6,30

Sl. 8. - Kolonije Azotobacter sp. u zoni zemljista vrste Reseda luteola L.
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Zastupljenost gljiva u uzorcima je veoma razli¢ita. Najmanja zastupljenost bila
je u uzorcima zemljiSta vrsta iz roda Polygonum, dok se vrste Saponaria officinalis L.,
Matricaria inodora L. i Erigeron canadensis L. odlikuju znatno ve¢im brojem gljiva u
zoni zemljista u poredenju sa ostalim biljnim vrstama. Vrsta Matricaria inodora L., kod
koje je najveca zastupljenost gljiva u zoni zemljista, odlikuje se najmanjom brojnoscu
gljiva u zoni rizosfere u odnosu na ostale ispitivane vrste. Visoka brojnost gljiva u zoni
rizosfere je takode bila kod vrsta Saponaria officinalis L. i Erigeron canadensis L., ali
je njihova najveéa zastupljenost zabelezena u uzorku vrste Reseda luteola L. Uzorci
uzeti iz zone zemljiSta i1 rizosfere ove vrste odlikuju se i najslabijom zastupljenoséu
aktinomiceta u poredenju sa ostalim uzorcima. Slaba zastupljenost aktinomiceta bila je
u uzorcima zemljista i rizosfere vrsta Equisetum telmateia Ehrh. i Polygonum
lapathifolium L. U zoni zemljiSta najveca zastupljenost aktinomiceta bila je kod vrste
Erigeron canadensis L., dok se vrste Potentilla reptans L. i Saponaria officinalis L.
takode odlikuju visokom zastupljeno$¢u aktinomiceta. Obe ove vrste u zoni rizosfere

imaju najvecu brojnost aktinomiceta u poredenju sa ostalim ispitivanim uzorcima (tab.

30).

Tabela 30. - Brojnost gljiva i aktinomiceta (CFUx10%/g) u zemljistu i rizosferi

Usorak gljive aktinomicete
zemljiste | rizosfera | zemljiste | rizosfera
Polygonum aviculare L. 0,2 0,9 3,0 3,3
Potentilla reptans L. 1,8 0,7 4,7 3,5
Plantago lanceolata L. 4,6 2,5 4,0 3,0
Doronicum sp. L. 2,9 4,0 2,7 1,6
Equisetum telmateia Ehrh. 3,6 34 1,0 1,7
Polygonum lapathifolium L. 0,7 1,6 1,4 0,6
Saponaria officinalis L. 9,3 10,5 4,5 53
Matricaria inodora L. 18,1 0,6 3,8 2,3
Erigeron canadensis L. 10,9 14,6 51 2,8
Reseda luteola L. 54 20,9 0,3 0,0
prosek 5,75 5,97 3,05 2,41
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U 2012. godini dominantne biljne vrste na ispitivanim lokacijama bile su:
Amaranthus retroflexus L., Matricaria inodora L., Saponaria officinalis L., Equisetum
telmateia Ehrh., Plantago lanceolata L., Polygonum aviculare L., Polygonum
lapathifolium L., Tussilago farfara L., Potentilla reptans L., Doronicum sp. L.
Artemisia absinthium L., Xanthium italicum Mor., Populus nigra L. i Amaranthus albus
L.

Prisustvo biljnih vrsta stimulativno je uticalo na brojnost ukupnih bakterija u
2012. godini (tab. 31). Najmanja zastupljenost bakterija bila je u uzorcima zemljiSta
vrste Amaranthus albus L., dok je najveéa zastupljenost bila kod vrsta Polygonum
aviculare L. i Equisetum telmateia Ehrh. U zoni rizosfere najveca brojnost bakterija
konstatovana je kod vrsta Tussilago farfara L., Plantago lanceolata L. i Polygonum
aviculare L., dok je kod vrste Populus nigra L. zabeleZena najmanja brojnost ukupnih
bakterija.

Najveci broj ukupnih amonifikatora bio je u uzorku zemljiSta vrste Equisetum
telmateia Ehrh., a visoka brojnost zabeleZzena je i u uzorku Tussilago farfara L.
Najmanji broj ukupnih amonifikatora u uzorcima zemlji$ta bio je kod vrste Artemisia
absinthium L., u ¢ijoj je rizosferi zabelezen i najvec¢i broj ukupnih amonifikatora u
poredenju sa ostalim uzorcima iz zone rizosfere (tab. 31). U rizosferi vrsta Potentilla
reptans L. i Xanthium italicum Mor. je takode zabelezen visok broj ukupnih
amonifikatora, dok je vrlo niska brojnost ove grupe mikroorganizama konstatovana u
rizosferi vrsta Amaranthus albus L., Plantago lanceolata L. i vrsta iz roda Polygonum.
Nasuprot tome, uzorci zemljiSta i rizosfere vrste Polygonum aviculare L. odlikuju se
najvecom brojnos$cu sporogenih amonifikatora.

Sto se tice brojnosti oligonitrofila u uzorcima iz zone zemljista (tab. 32), njihov
najveci broj bio je kod vrste Potentilla reptans L., dok je najmanji broj konstatovan kod
vrste Plantago lanceolata L. U najveéem broju uzoraka iz zone rizosfere, broj
oligonitrofila je ve¢i u odnosu na zonu zemljiSta. Najveca brojnost bila je u zoni
rizosfere vrste Artemisia absinthium L. a najmanja kod vrste Polygonum lapathifolium
L.
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Tabela 31. - Ukupan broj bakterija i amonifikatora (CFUx10°/g) u zemljistu i rizosferi

ukupan broj

ukupan broj

sporogeni

Uzorak bakterija amonifikatora amonifikatori
zemljiste | rizosfera | zemljiste | rizosfera | zemljiste | rizosfera

Amaranthus retroflexus L. 77,4 96,3 24,0 28,2 2,0 1,2
Matricaria inodora L. 72,7 100,4 28,8 31,0 0,8 0,2
Saponaria officinalis L. 43,2 1219 25,0 40,9 1,2 0,8
Equisetum telmateia Ehrh. 161,7 159,1 112,1 46,3 1,8 1,3
Plantago lanceolata L. 54,4 186,8 24,1 17,2 1,5 2,1
Polygonum aviculare L. 2274 173,1 20,7 16,8 3,1 2,9
Polygonum lapathifolium L. 93,5 98,6 8,9 14,0 0,4 1,4
Tussilago farfara L. 110,3 299,6 51,7 40,9 0,1 2,3
Potentilla reptans L. 75,4 105,0 36,3 86,7 2,5 2,2
Doronicum sp. L. 51,2 64,6 31,0 47,8 2,2 0,7
Artemisia absinthium L. 56,5 165,0 4,2 139,7 1,1 2,4
Xanthium italicum Mor. 53,2 69,2 24,8 74,0 0,5 0,1
Populus nigra L. 50,8 57,1 29,8 39,9 0,6 0,3
Amaranthus albus L. 26,8 65,4 15,7 16,0 1,1 1,7

prosek 82,46 125,86 31,22 45,67 1,35 1,40

U odnosu na sve uzorke iz obe ispitivane zone, brojnost Azotobacter sp. (tab. 32)

je najmanja kod vrste Xanthium italicum Mor. U uzorcima iz zone zemljista visoka

brojnost Azotobacter sp. je konstatovana kod vrsta Saponaria officinalis L. i Polygonum

lapathifolium L., dok je u zoni rizosfere vrsta Polygonum aviculare L., Matricaria

inodora L., Plantago lanceolata L. i Tussilago farfara L. zabelezena visoka brojnost

Azotobacter sp.
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Tabela 32. - Brojnost oligonitrofila i Azotobacter sp. (CFUx10%/g) u zemljistu i rizosferi

Lzorak oligonitrofili Azotobacter sp.
zemljiste | rizosfera | zemljiste | rizosfera

Amaranthus retroflexus L. 255,0 458,5 55 3,8
Matricaria inodora L. 173,0 403,5 1,3 7,6
Saponaria officinalis L. 275,2 348,0 16,0 6,8
Equisetum telmateia Ehrh. 255,7 251,6 5,8 5,0
Plantago lanceolata L. 112,6 3335 6,2 7,4
Polygonum aviculare L. 261,4 362,4 6,9 7,9
Polygonum lapathifolium L. 225,3 178,3 9,4 5,4
Tussilago farfara L. 273,9 359,6 5,3 7,0
Potentilla reptans L. 430,2 360,4 0,9 1,1
Doronicum sp. L. 384,3 347,2 1,0 0,4
Artemisia absinthium L. 201,4 1430,0 1.3 0,4
Xanthium italicum Mor. 252,4 415,6 0,1 0,2
Populus nigra L. 259,5 287,3 0,9 0,8
Amaranthus albus L. 1475 559,8 0,5 0,3

prosek 250,5 435,41 4,36 3,86

U veéini uzoraka, brojnost gljiva je veca u odnosu na broj aktinomiceta (tab. 33).
U uzorcima zemljista najveca brojnost gljiva bila je kod vrsta Saponaria officinalis L. i
Matricaria inodora L., dok ih je najmanje kod vrsta Doronicum sp. L. i Equisetum
telmateia Ehrh. U uzorcima rizosfere gljive su najbrojnije kod vrsta Artemisia
absinthium L. i Saponaria officinalis L. (sl. 9), dok ih je najmanje kod vrste Amaranthus
retroflexus L. U brojnosti aktinomiceta ne postoje velike razlike izmedu uzoraka.
Najveci njihov broj bio je u uzorku zemljiSta vrsta Matricaria inodora L., Amaranthus
retroflexus L. i Plantago lanceolata L., dok ih je najmanje kod vrsta Saponaria
officinalis L. i Amaranthus albus L. U uzorcima rizosfere najveci broj aktinomiceta
zabeleZzen je kod vrste Artemisia absinthium L., dok ih je najmanje kod vrsta

Amaranthus retroflexus L. i Equisetum telmateia Ehrh.
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SI. 9. - Kolonije gljiva u zoni rizosfere vrste Saponaria officinalis L.

Tabela 33. - Brojnost gljiva i aktinomiceta u zemljistu i rizosferi (CFUx10/g)

Usorak gljive aktinomicete
zemljiSte | rizosfera | zemljiste | rizosfera

Amaranthus retroflexus L. 4,1 0,4 3,7 0,9
Matricaria inodora L. 17,0 14,5 3,9 11
Saponaria officinalis L. 18,6 40,9 0,7 1,2
Equisetum telmateia Ehrh. 1,5 1,6 1,2 0,9
Plantago lanceolata L. 11,6 6,9 3,8 2,7
Polygonum aviculare L. 7,5 3,9 2,4 3,9
Polygonum lapathifolium L. 3,1 4,3 1,5 1,5
Tussilago farfara L. 7,0 16,1 3,1 1,2
Potentilla reptans L. 2,1 1,7 2,5 2,8
Doronicum sp. L. 0,8 1,6 3,3 4,2
Artemisia absinthium L. 3,5 46,4 2,0 53
Xanthium italicum Mor. 18 1,4 1,7 2,7
Populus nigra L. 3,0 2,2 3,3 3,5
Amaranthus albus L. 3,6 15,5 1,0 1,1

prosek 6,08 11,24 2,44 2,36
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U 2013. godini izvrSeno je ispitivanje mikrobnog diverziteta u zemljiStu i
rizosferi sledec¢ih biljnih vrsta: Euphorbia exigua L., Salix fragilis L., Galium verum L.,
Equisetum telmateia Ehrh., Amaranthus albus L., Tripleurospermum inodorum (L.)
Sch., Tordylium maximum L., Dorycnium herbaceum Vill. i Conyza canadensis (L.)
Cronquist.

Zone zemljiSta i rizosfere vrste Galium verum L. karakteriSu se najveéim
ukupnim brojem bakterija (tab. 34). Najmanji broj bakterija u zoni zemljista bio je kod
vrste Conyza canadensis (L.) Cronquist, odnosno kod vrste Amaranthus albus L. u zoni
rizosfere.

U zoni rizosfere, ukupan broj amonifikatora (tab. 34) bio je veci u zoni rizosfere
u odnosu na zonu zemljiSta, osim kod vrsta Galium verum L. i Tordyllium maximum L.
U zoni zemljista vrste Galium verum L. zabeleZen je najveci ukupan broj amonifikatora,
dok ih je u zoni rizosfere najvise kod vrste Tripleurospermum inodorum (L.) Sch..
Najmanji broj amonifikatora konstatovan je u obe ispitivane zone vrste Amaranthus
albus L. Sporogeni oblici su najzastupljeniji u zoni zemljista kod vrsta Euphorbia
exigua L. i Salix fragilis L., odnosno u zoni rizosfere kod vrste Equisetum telmateia
Ehrh. Najmanji broj sporogenih oblika bio je u zoni zemljista vrsta Dorycnium
herbaceum Vill. i Tordyllium maximum L., dok je u zoni rizofere njihov broj najmanji
kod vrsta Tordyllium maximum L. i Conyza canadensis (L.) Cronquist.

Brojnost oligonitrofila bila je veca u uzorcima rizosfere u odnosu na zonu
zemljiSta, osim kod vrsta Salix fragilis L., Galium verum L. i Equisetum telmateia Ehrh.
Najmanji broj oligonitrofila konstatovan je u zoni zemljista vrsta Euphorbia exigua L. i
Conyza canadensis (L.) Cronquist, dok je njihov najve¢i broj bio kod vrste Galium
verum L.. Kod vrste Amaranthus albus L. brojnost ove grupe mikroorganizama u obe
ispitivane zone bila je niska. Najveci broj oligonitrofila u zoni rizosfere bio je kod vrste

Dorycnium herbaceum Vill.
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Tabela 34. - Ukupan broj bakterija i amonifikatora (CFUx10°/g) u zemljistu i rizosferi

ukupan broj ukupan broj sporogeni
Uzorak bakterija amonifikatora amonifikatori
zemljiste | rizosfera | zemljiste | rizosfera | zemljiste | rizosfera
Euphorbia exigua L. 11,4 18,3 8,4 14,6 15 1,4
Salix fragilis L. 39,1 10,9 12,8 13,9 14 1,3
Galium verum L. 68,2 442 27,3 20,8 1,2 1,6
Equisetum telmateia Ehrh. 41,5 18,7 18,8 20,6 0,5 51
Amaranthus albus L. 12,8 8,4 5,2 7,6 0,6 0,9
Tripleurospermum
) 41,7 30,5 7,6 23,3 0,6 1,7
inodorum (L.) Sch.
Tordylium maximum L. 23,4 18,8 8,6 8,3 0,5 0,5
Dorycnium herbaceum
) 14,6 40,8 7,6 13,0 0,4 1,0
Vill.
Conyza canadensis
_ 55 33,9 91 9,8 1,0 0,4
(L.) Cronquist
prosek 28,69 24,94 11,71 14,66 1,88 1,54

Brojnost Azotobacter sp. zavisila je takode od zone uzimanja uzoraka i biljne

vrste. Kod vrste Equisetum telmateia Ehrh. zabelezen je najmanji broj Azotobacter sp. u
zoni zemljiSta, ali 1 najveéi broj u zoni rizosfere u poredenju sa ostalim uzetim
uzorcima. U zoni zemlji$ta, brojnost ovog slobodnog azotofiksatora bila je najveca kod
vrsta Tordyllium maximum L. i Dorycnium herbaceum Vill., dok je u rizosfernoj zoni
njegova zastupljenost bila najmanja kod vrsta Dorycnium herbaceum Vill. i Salix
fragilis L. (tab. 35).

U zoni zemljista konstatovana je veca zastupljenost gljiva u odnosu na zonu
rizosfere, osim kod vrste Conyza canadensis (L.) Cronquist. Zastupljenost gljiva je
najmanja u zoni zemljiSta ove vrste, a slaba zastupljenost bila je i kod vrste Tordyllium
maximum L. Najveca brojnost gljiva bila je kod vrste Amaranthus albus L. Kod ove
vrste je zabeleZzena i najveca zastupljenost gljiva u zoni rizosfere, dok je u ovoj zoni
najmanja zastupljenost ove grupe mikroorganizama konstatovana kod vrsta Tordyllium

maximum L. i Galium verum L.

dipl. inz. Saud Hamidovi¢ 59



Tabela 35. - Brojnost oligonitrofila i Azotobacter sp. (CFUx10%/g) u zemljistu i rizosferi

Lzorak oligonitrofili Azotobacter sp.
zemljiste | rizosfera | zemljiste | rizosfera

Euphorbia exigua L. 34,3 164,5 5,7 51
Salix fragilis L. 142,9 83,4 53 49
Galium verum L. 615,9 2425 3,6 7,4
Equisetum telmateia Ehrh. 280,0 132,7 2,0 13,7
Amaranthus albus L. 39,7 55,6 4,2 8,1
Tripleurospermum inodorum (L.) Sch. 113,9 235,8 4,7 6,8
Tordylium maximum L. 111,4 184,6 8,4 8,2
Dorycnium herbaceum Vill. 71,3 366,3 8,3 4,6
Conyza canadensis (L.) Cronquist 36,4 162,1 59 8,4

prosek 160,64 180,83 5,34 7,47

Najveca brojnost aktinomiceta u zemljistu bila je kod vrste Euphorbia exigua L.,

odnosno u zoni rizosfere kod vrste Tordyllium maximum L., dok ih je najmanje u obe

ispitivane zone kod vrste Conyza canadensis (L.) Cronquist (tab. 36).

Tabela 36. - Brojnost gljiva i aktinomiceta u zemljistu i rizosferi (CFUx10/g)

Urorak gljive aktinomicete

zemljiste | rizosfera | zemljiste | rizosfera
Euphorbia exigua L. 1,0 0,9 14,5 1,8
Salix fragilis L. 31 2,5 0,9 3,3
Galium verum L. 2,8 0,1 3,0 8,5
Equisetum telmateia Ehrh. 2,2 1,3 6,7 8,4
Amaranthus albus L. 9,6 5,0 4,8 53
Tripleurospermum inodorum (L.) Sch. 2,6 1,4 6,0 7,6
Tordylium maximum L. 0,4 0,1 11,3 11,2
Dorycnium herbaceum Vill. 1,6 1,0 12,6 10,4
Conyza canadensis (L.) Cronquist 0,1 0,9 0,8 1,2
prosek 2,60 1,47 6,66 6,41
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5.3.2. Enzimska aktivnost zemljista i rizosfere u periodu od 2011-2013. godine

U 2011. godini u ispitivanim uzorcima uocavaju se razlike u vrednostima

dehidrogenazne aktivnosti. Zemljiste i rizosfera kod vrsta Reseda luteola L.i Equisetum

telmateia Ehrh. odlikuju se najve¢om dehidrogenaznom aktivno$¢u u poredenju sa

ostalim biljnim vrstama, dok je u zonama zemlji$ta i rizosfere Saponaria officinalis L.,

kao i vrsta iz roda Polygonum, zabelezena najmanja dehidrogenazna aktivnost (tab. 37).

Fosfatazna aktivnost takode pokazuje razlic¢ite vrednosti u zavisnosti od biljne vrste i

zone uzimanja uzoraka. Zona zemljista kod vrsta Erigeron canadensis L. i Equisetum

telmateia Ehrh. odlikuju se najvec¢om aktivnoséu kisele fosfataze, dok je u zoni rizosfere

najveca vrednost i kisele i alkalne fosfataze konstatovana kod vrste Reseda luteola L.

Najmanja vrednost kisele fosfataze u obe zone zabelezena je kod vrste Polygonum

lapathifolium L. Vrednost alkalne fosfataze u zemljistu najmanja je kod vrste

Matricaria inodora L., odnosno u zoni rizosfere kod vrste Erigeron canadensis L.

Tabela 37. - Enzimska aktivnost zemljista i rizosfere u 2011. godini

Dehidrogenazna

Fosfatazna aktivnost

aktivnost
Uzorak (x10®° pg TPF/g/h) (ng PNP/g/h)
zemljiSte | rizosfera zemljicte rizosfera
kisela | alkalna | kisela | alkalna

Polygonum aviculare L. 1,78 3,08 3,9 7,2 6,0 5,0
Potentilla reptans L. 2,08 2,75 6,3 4,3 3,7 55
Plantago lanceolata L. 2,17 3,03 7,8 3,6 7,7 3,7
Doronicum sp. L. 3,25 5,42 7,5 4,0 3,0 4,2
Equisetum telmateia Ehrh. 5,82 8,10 10,0 10,5 2,9 39
Polygonum lapathifolium L. 1,48 1,92 3,2 6,5 2,5 34
Saponaria officinalis L. 1,69 2,08 4,4 7,5 3,0 3,5
Matricaria inodora L. 3,03 3,89 4,0 3,0 3,5 55
Erigeron canadensis L. 3,77 6,41 11,0 6,0 6,2 2,0
Reseda luteola L. 9,08 9,63 6,5 6,0 9,5 7,0
prosek 3,42 4,63 6,46 586 | 4,80 | 4,37
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Dehidrogenazna aktivnost ispitivanih uzoraka u 2012. godini nije visoka (tab.

38). Najveca vrednost u zemljiStu zabeleZena je kod vrste Saponaria officinalis L. Kod

ove, kao i kod vrste Matricaria inodora L. najveca dehidrogenazna aktivnost bila je i u

zoni rizosfere. Vrste Potentilla reptans L., Doronicum sp. L., Xanthium italicum Mor. i

Amaranthus albus L. imaju nisku dehidrogenaznu aktivnost u zemljistu i rizosferi. Kod

vrste Saponaria officinalis L. u zemljistu konstatovana je i najveca fosfatazna aktivnost

u poredenju sa ostalim ispitvanim biljnim vrstama, dok je u zoni rizosfere najveca

fosfatazna aktivnost zabelezena kod vrste Polygonum aviculare L. U zoni zemljista

najmanja fosfatazna aktivnost bila je kod vrste Populus nigra L., dok je u zoni rizosfere

najniza fosfatazna aktivnost bila kod vrsta Artemisia absinthium L. i Populus nigra L.

Tabela 38. - Enzimska aktivnost zemljista i rizosfere u 2012. godini

Dehidrogenazna

Fosfatazna aktivnost

aktivnost
uzorak (x10° pg TPF/g/h) (hg PNFg/)
zemljiste | rizosfera zemijiste fizosfera
kisela | alkalna | kisela | alkalna

Amaranthus retroflexus L. 1,73 1,68 2,2 1,4 1,2 1,5
Matricaria inodora L. 1,08 4,10 3,2 2,5 2,2 2,1
Saponaria officinalis L. 3,22 3,22 5,3 4,2 1,8 3,2
Equisetum telmateia Ehrh. 1,74 2,08 1,3 1,5 2,5 1,8
Plantago lanceolata L. 1,94 1,22 2,1 1,4 1,9 1,5
Polygonum aviculare L. 1,07 2,49 1,2 2,1 4,2 3,5
Polygonum lapathifolium L. 1,73 1,71 1,8 1,4 1.4 1,4
Tussilago farfara L. 1,65 2,50 1,6 2,2 1,0 1,3
Potentilla reptans L. 0,62 0,47 2,1 1,7 2,1 1,0
Doronicum sp. L. 0,43 0,31 3,1 2,4 1,2 1,1
Artemisia absinthium L. 1,14 0,21 1,4 1,9 0,9 0,7
Xanthium italicum Mor. 0,36 0,80 2,4 2,1 1,3 1,1
Populus nigra L. 1,15 0,57 1,1 1,2 1,0 0,8
Amaranthus albus L. 0,67 0,57 2,3 2,5 1,3 1,5

prosek 1,32 1,57 2,22 2,04 1,71 1,61
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Najveca dehidrogenazna aktivnost 2013. godine u zoni zemljista i rizosfere bila

je kod vrste Galium verum L. Visoka dehidrogenazna aktivnost je takode konstatovana

u zoni zemljista vrsta Euphorbia exigua L. i Equisetum telmateia Ehrh., odnosno kod

vrsta Tripleurospermum inodorum (L.) Sch. i Tordyllium maximum L. u zoni rizosfere

(tab. 39). Niska dehidrogenazna aktivnost u obe ispitivane zone bila je kod vrsta

Dorycnium herbaceum Vill. i Conyza canadensis (L.) Cronquist.

Tabela 39. - Dehidrogenazna i fosfatazna aktivnost zemljista i rizosfere

Dehidrogenazna

Fosfatazna aktivnost

aktivnost
uzorak (x10”° pg TPF/g/h) (hg pNP/gh)
zemljiSte | rizosfera zemnljiste fizosfera
kisela | alkalna | kisela | alkalna

Euphorbia exigua L. 15,00 3,53 14,0 4,4 1,4 8,1
Salix fragilis L. 3,86 3,35 7,5 51 0,7 6,1
Galium verum L. 15,62 23,47 2,8 3,8 12,1 1,5
Equisetum telmateia Ehrh. 10,55 2,20 4,5 4,0 3,6 2,1
Amaranthus albus L. 5,06 1,58 0,5 1,3 1,6 2,9
Tripleurospermum inodorum 1,99 8,36 55 3,5 6,2 3,9
(L.) Sch.
Tordylium maximum L. 3,20 8,82 1,2 3,0 1,3 4,6
Dorycnium herbaceum Vill. 2,11 1,83 0,6 1,8 8,5 3,6
Conyza  canadensis (L. 1,82 2,25 2,5 2,1 59 2,1
Cronquist

prosek 6,58 6,15 4,34 3,22 4,59 3,88

Aktivnost kisele 1 alkalne fosfataze bila je najniza u zoni zemljiSta vrste

Amaranthus albus L. Niske vrednosti zabelezene su i kod vrste Dorycnium herbaceum

Vill., dok su najvise vrednosti ovih enzima bile u zoni zemljista kod vrsta Euphorbia

exigua L. i Salix fragilis L. U zoni rizosfere najvec¢a aktivnost kisele i najmanja

aktivnost alkalne fosfataze zabelezena je kod vrste Galium verum L. Kao i u zoni
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zemljiSta, u ovoj zoni najvece vrednosti alkalne fosfataze su konstatovane kod vrsta
Euphorbia exigua L. i Salix fragilis L. Kod ove dve vrste zabeleZene su i veoma niske
vrednosti kisele fosfataze.

Kod vecine ispitivanih uzoraka, aktivnost arilsulfataze je veca u zoni rizosfere u
poredenju sa zonom zemljiSta. Uzorci iz zone zemljista vrsta Galium verum L. i
Equisetum telmateia Ehrh. imale su najmanju arilsulfataznu aktivnost, dok je u zoni
rizosfere ova aktivnost najmanja kod vrsta Euphorbia exigua L. i Conyza canadensis
(L.) Cronquist. Vrste Tripleurospermum inodorum (L.) Sch. i Equisetum telmateia Ehrh.

imale su najvecu aktivnost arilsulfataze u zoni rizosfere (tab. 40).

Tabela 40. - Arilsulfatazna aktivnost zemljista i rizosfere

Arilsulfatazna
Lzorak aktivnost
(ug PNP/g/h)
zemljiste | rizosfera
Euphorbia exigua L. 90 50
Salix fragilis L. 250 100
Galium verum L. 10 70
Equisetum telmateia Ehrh. 10 250
Amaranthus albus L. 50 150
Tripleurospermum inodorum (L.) Sch. 150 250
Tordylium maximum L. 50 160
Doronicum herbaceum Vill. 350 200
Conyza canadensis (L.) Cronquist 100 50
prosek 117,78 142,22

5.4. Mikrobni diverzitet i enzimska aktivnost jalovine u periodu od 2011-2013.

godine

U 2011. godini ukupan broj bakterija u jalovini nije bio visok. U povrsinskom

sloju ukupan broj bakterija je ve¢i u odnosu na podpovrsinski sloj. Zastupljenost
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amonifikatora je takode bila vrlo niska, dok sporogeni amonifikatori nisu konstatovani
(tab. 41). Zastupljenost oligonitrofila je takode bila niska, dok Azotobacter sp. nije
detektovan. Brojnost oligonitrofila bila je ve¢a u podpovrsinskom sloju u odnosu na
povrsinski. Brojnost gljiva je ve¢a u poredenju sa brojem aktinomiceta. Osim toga,
brojnost obe grupe mikroorganizama je ve¢a u podpovrSinskom u odnosu na povrSinski
sloj.

Jalovina se odlikuje slabom enzimskom aktivnos¢u (tab. 42). U povrSinskom

sloju aktivnost dehidrogenaze i alkalne fosfataze je ve¢a u odnosu na potpovrsinski sloj.

Tabela 41. - Brojnost mikroorganizama (CFUx10%g) u jalovini 2011. godine

] ukupan broj amonifikatori oligoni- |  Azoto- B aktino-
Dubina B N gljive ]
bakterija - — trofili | bacter sp. micete
ukupni | sporogeni
0-20 cm 1219 33,9 0,0 74,5 0,0 11,5 2,0
20-40 cm 55,8 79,7 0,0 119,5 0,0 29,5 5,6
prosek 88,85 56,80 0,0 97,00 0,0 20,50 3,8

Tabela 42. - Enzimska aktivnost jalovine u 2011. godini

Dehidrogenazna Fosfatazna aktivnost
Dubina aktivnost (ug pNP/g/h)
(x10”° pg TPF/g/h) | kisela | alkalna
0-20 cm 0,24 0,5 3,6
20-40 cm 0,16 3,4 2,0
prosek 0,20 1,95 2,80

U 2012. godini ukupan broj bakterija, amonifikatora i oligonitrofila je ve¢i nego
u 2011. godini. U povrSinskom sloju zabelezen je veéi broj ovih grupa bakterija u
odnosu na podpovrsinski sloj. Sporogeni amonifikatori i Azotobacter sp. nisu
detektovani. Brojnost gljiva i aktinomiceta je ve¢a u podpovrsinskom sloju u odnosu na
povrsinski (tab. 43). Enzimska aktivnost je vec¢a u povrSinskom sloju jalovine u odnosu

na podpovrsinski (tab. 44).
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Tabela 43. - Brojnost mikroorganizama (CFUx10%g) u jalovini 2012. godine

) ukupan broj amonifikatori oligoni- |  Azoto- B aktino-
Dubina N . gljive )
bakterija - — trofili | bacter sp. micete
ukupni | sporogeni
0-20 cm 2.384,3 280,4 0,0 984,6 0,0 59 2,3
20-40 cm 1.350,4 2215 0,0 822,5 0,0 11,8 33
prosek 1.867,35 | 250,95 0,0 903,55 0,0 8,85 2,65

Tabela 44. - Enzimska aktivnost jalovine u 2012. godini

Dehidrogenazna Fosfatazna aktivnost
Dubina aktivnost (ug pNP/g/h)
(x10° pg TPF/g/h) | kisela | alkalna
0-20 cm 0,32 0,9 11
20-40 cm 0,22 0,8 0,7
prosek 0,27 0,85 0,90

U 2013. godini ukupan broj bakterija, broj amonifikatora, oligonitrofila, gljiva i
aktinomiceta bio je vec¢i u povrSinskom sloju jalovine u odnosu na podpovrSinski. Za
razliku od prethodnih godina, u 2013. godini prisutni su i sporogeni amonifikatori.
Azotobacter sp. nije detektovan ni u trec¢oj godini istrazivanja (tab. 45).

Rezultati ispitivanja enzimske aktivnosti jalovine ukazuju na vece vrednosti
dehidrogenazne, fosfatazne 1 arilsulfatazne aktivnosti u povrsinskom sloju u odnosu na

potpovrsinski (tab. 46).

Tabela 45. - Brojnost mikroorganizama (CFUx10%g) u jalovini 2013. godine

) ukupan broj amonifikatori oligoni- |  Azoto- 3 aktino-
Dubina N . gljive )
bakterija - — trofili | bacter sp. micete
ukupni | sporogeni
0-20 cm 312,8 326,7 76,5 118,2 0,0 24,3 4,17
20-40 cm 225,5 254,2 43,1 92,1 0,0 16,7 2,24
prosek 269,15 290,45 59,80 105,15 0,0 20,5 3,20
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Tabela 46. - Enzimska aktivnost jalovine u 2013. godini

Dehidrogenazna | Fosfatazna aktivnost | Arilsulfatazna
Dubina aktivnost (ng pNP/g/h) aktivnost
(x10° pg TPF/g/h) | kisela | alkalna | (ugPNP/g/h)
0-20 cm 6,52 2,0 0,4 250
20-40 cm 1,12 0,5 0,1 223
prosek 3,82 1,25 0,25 236,50

5.5. Izolacija i identifikacija mikroorganizama

5.5.1. Izolacija i identifikacija bakterija

Iz uzoraka zemljista, rizosfere i jalovine na lokacijama rudnika mrkog uglja
,,Kakanj“ izolovan je 21 bakterijski izolat (tab. 47). Iz uzoraka jalovine izolovano je 2
bakterijska izolata, dok je iz uzoraka zemljiSta i rizosfere sa lokacija ,,Vrtliste™ 1 ,,Stara

jama 1 jama Haljini¢i“ izolovano 19 bakterijska izolata.

Tabela 47. - Oznaka izolata, poreklo i morfoloske osobine kolonija bakterija

oznaka poreklo opis kolonija opis preparata
izolata
19K jalovina Pojedinacne Gram-pozitivni

belicaste  okrugle | sporogeni Stapic¢i

kolonije

13K jalovina Pojedinaéne  bele | Gram-pozitivni

okruglaste kolonije | sporogeni Stapici

4K rizosfera Pojedinacne Gram-pozitivni
belicaste  okrugle | sporogeni Stapici

kolonije

3K zemljiste Pojedinaéne  bele | Gram-pozitivni

okruglaste kolonije | sporogeni Stapici

T4K zemljiste Okruglaste Gram-negativne
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pojedinacne crvene | pojedinacne koke
kolonije

MP3K rizosfera Okruglaste bele | Gram-pozitivni
kolonije kozaste | sporogeni Stapici
konzistencije

FAK zemljiste Sitne prozraéne | Gram-negativne
kolonije diplokoke

MPA4K zemljiste Kolonije Gram-negativni
nepravilnog oblika, | asporogeni Stapici
u vidu skrame

F17 zemljiste Krupne sluzave | Gram-negativne
prozra¢ne kolonije | diplokoke

225AZ zemljiSte Sitne prozraéne | Gram-negativne
kolonije diplokoke

9MCM rizosfera Pojedinacne  bele | Gram-pozitivni
okruglaste kolonije | sporogeni Stapici

175F zemljiste Sitne prozra¢ne | Gram-negativne
kolonije diplokoke

75F zemljiste Krupne sluzave | Gram-negativne
prozracne kolonije | diplokoke

8M zemljiste Sitnije i krupnije | Gram-pozitivni
okrugle svetloZute | sporogeni Stapici
kolonije

9K zemljiste Krupne bele | Gram-pozitivni
kolonije sporogeni Stapici

13K-1 zemljiste Krupne bele | Gram-pozitivni
kolonije sporogeni Stapici

17 zemljiste Belicaste  kolonije | Gram-negativni
nepravillnog oblika, | asporogeni Stapici
u vidu prevlake

16PK zemljiste Bele krupne | Gram-negativni
kolonije u  vidu | asporogeni Stapici
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skrame
33 zemljiste Zute prozrac¢ne | Gram-negativni
kolonije asporogeni Stapici
12KP zemljiste Sitne  Zute  mat | Gram-pozitivni
kolonije sporogeni Stapici
PKF rizosfera Sitne svetlozute | Gram-  pozitivne
sjajne kolonije koke

5.5.1.1. Identifikacija bakterija API testom i molekularnim metodama

Primenom brzih biohemijskih testova (API testa) izvrSena je identifikacija dva
bakterijska izolata (13k i 19K) koji su izolovani iz jalovine rudnika mrkog uglja
,»Kakanj“.

Primena API 50 CH i APIWEB sistema za identifikaciju izolata 13k pokazuje da
izolovane Ciste kulture bakterija pokazuju najvecu sli¢nost sa vrstom Bacillus
thuringiensis.

Izolat 13k izolovan je iz uzorka jalovine. Izolacija i odrzavanje Cistih kultura
ovog izolata vrSeno je na hranljivoj podlozi TSA. Na podlozi TSA bakterije rastu brzo
do vrlo brzo, formiraju¢i sitne do srednje krupne pojedinacne bele kolonije okruglog
oblika. Bakterije su Stapicastog oblika, po gramu se boje pozitivno 1 stvaraju spore.

Primena API 50 CH i APIWEB sistema za identifikaciju izolata 19k pokazuje da
izolovane Ciste kulture bakterija pokazuju najvecu slicnost sa vrstom Paenibacillus
alvei. lzolat 19k izolovan je iz uzoraka jalovine. Izolacija i odrzavanje Cistih kultura
ovog izolata vrseno je na hranljivoj podlozi TSA. Na podlozi TSA bakterije rastu brzo,
stvarajuci sitne pojedinacne beliaste kolonije okruglastog oblika. Oblik bakterija je
Stapicast. Po gramu se bakterije boje pozitivno i stvaraju spore.

Molekularna identifikacija bakterijskih izolata je izvrSena sekvencioniranjem
umnozenog regiona 16S rDNK i poredenjem sa NCBI bazom podataka nukleotidnih
sekvenci. Duzina DNK produkta sekvencioniranja je iznosila 1406 uspe$no
sekvencioniranih baznih parova za izolat 13k, odnosno 1410 baznih parova za izolat
19k.
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Izolat 13k identifikovan je sekvencioniranjem 16S rRNK gena na osnovu kog je
klasifikovan u okviru roda Bacillus. Uspesno je sekvencionirano 1410 baznih parova
ovog izolata (od 73 do 1484 nukleotidnog mesta 16S gena vrste Bacillus cereus,
GenBank Acc. No. AY224386) i deponovano pod pristupni broj GenBank Acc. No.
KF494373. Poredenjem pomocu BLAST algoritma sa postoje¢im sekvencama u NCBI
bazi podataka utvrden je identitet 16S rDNK izolata 13k od 100% sa 16S rDNK
regionom bakterija Bacilus simplex soj CV20 (KC503978), Bacillus thuringiensis soj
ex4 (KF317874) i Bacilus muralis soj cp5 (JN082264).

Bakterijski izolat 19k je identifikovan sekvencioniranjem 16S rRNK gena i
takode je klasifikovan unutar roda Bacillus. Uspesno je sekvencionirano 1406 baznih
parova izolata 19k (od 77 do 1484 nukleotidnog mesta 16S gena vrste Bacillus cereus,
AY224386) koji su deponovani pod pristupnim brojem KF494374 u NCBI bazi
podataka. Na osnovu BLAST analize ovaj produkt je pokazao 100% homologije sa
vrstama Bacilus cereus soj PGSI2 (KF478211), Bacillus thuringiensis soj CLHDHF(2)F
2-1 (KC858854) i Bacillus subtilis (FJ435215).

5.5.2. Izolacija i identifikacija gljiva
Iz uzoraka zemljista, rizosfere i jalovine na lokacijama rudnika mrkog uglja
,,Kakanj* izolovano je 7 izolata gljiva (tab. 48). 1z uzoraka jalovine izolovan je 1 izolat,

dok je iz uzoraka zemljista i rizosfere izolovano 6 izolata gljiva.

Tabela 48. - Oznaka izolata, poreklo i morfoloske osobine kolonija gljiva

oznaka poreklo opis kolonija opis preparata
izolata
9G jalovina Sivomaslinasta Septirane hife,

boja, u obliku | prosirena

koncentri¢nih konidiofora
Krugova
11G rizosfera Tamno siva boja, na | Septirane hife,

obodu belicasta, sa | razgranata
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nali¢ja crvenkasta, | konidiofora

4GK zemljiste Sivo-belicaste Neseptirane hife,
kolonije, paucinast | prisustvo
rast sporangija

3GK zemljiste Zudkaste Septirana  hifa,
pojedinacne razgranate
kolonije, sa nali¢ja | konidiofore
crvene

T4G rizosfera Zute kolonije, | Septirane hife,
podloga pigmentiSe | proSirena
zuto konidiofora

MP3G rizosfera Svetlozute kolonije, | Neseptirane hife,
ispunjavaju petri | prisustvo
kutiju sporangije

13G-1 zemljiste Siva boja, beli obod | Septirane hife,
kolonija prosirena

konidiofora

Primjenom kljuca za identifikaciju gljiva, identifikovano je svih 7 izolata gljiva

do rodova (tab. 49).

Tabela 49.- Identifikovani izolati gljiva

oznaka Naziv roda
izolata

9G Aspergillus sp.
11G Penicillium sp.
4GK Rhizopus sp.
3GK Penicillium sp.
T4G Aspergillus sp.
MP3G Mucor sp.
13G-1 Aspergillus sp.
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5.5.2.1. Opis identifikovanih gljiva

Aspergilllus sp. 9G, T4G i 13G-1

Izolacija: 1zolat 9G izolovan je iz uzorka jalovine, izolat T4G iz uzorka rizosfere
vrste Saponaria officinalis a izolat 13G-1 iz zemljista vrste Polygonum aviculare L.

Rast na hranljivim podlogama i makroskopski opis: Svi izolati na podlozi RBSA
rastu veoma brzo. Sa lica su u pocetku zute boje, koja kasnije kod izolata 9G i 13G-1
prelazi u sivu, sivkastu i sivomaslinastu boju, dok kod izolata T4G ostaje Zuta. Sa
nali¢ja svi izolati su svetlo crvene do bledo rozikaste boje. Na sladnom i Capekovom
agaru kolonije izolata rastu srednje brzo do brzo i uglavnom su Zute boje.

Mikroskopske osobine: Hife gljiva su septirane i Zuc¢kaste boje. Konidiofore su
uglavnom bezbojne. Konidispore su sitne i glatke, pravilnog ili nepravilnog okruglastog
oblika.

Penicillium sp. 11G i 3GK

Izolacija: lzolat 11G izolovan je iz zone rizosfere vrste Matricaria inodora L.,
dok je izolat 3GK izolovan iz zemljista iste vrste.

Rast na hranljivim podlogama i makroskopski opis: Oba izolata rastu brzo na
hranljivoj podlozi RBSA. U pocetnoj fazi rasta, kolonije su sitne i bledozelene boje.
Kasnije kolonije izolata 11G dobijaju prvo svetlosivu a zatim i tamnosivu boju, dok se
kod izolata 3GK javlja Zuckasta boja. Kolonije se vrlo brzo Sire po povrSini agara. Na
Capekovom i sladnom agaru kolonije takode rastu vrlo brzo i tamnozelene su boje sa
lica a svetlije sa nali¢ja.

Mikroskopski opis: Izolati imaju septirane zute do zZuckaste hife. Konidiofore su
bezbojne, kod izolata 11G glatke ili blago neravne, a kod izolata 3GK hrapave. Fijalide

su veoma brojne, a konidije su elipsoidne.
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Rhizopus sp. 4GK

Izolacija: Izolat 4GK je izolovan iz zemljista vrste Potentilla reptans L.

Rast na hranljivim podlogama i makroskopski opis: lzolat raste veoma brzo,
filamentozno i posle 4-5 dana ispunjava petri kutiju. Tekstura je pamucinasta. Sa lica i
nali¢ja, boja kolonija je beli¢asta. Na Capekovom i sladnom agaru ovaj izolat ima
identi¢ne karakteristike rasta.

Mikroskopski opis: Izolat ima neseptirane S$iroke hife. Sporangiofore su
nerazgranate, braon boje. Sporangije su okruglaste sa spljostenom osnovom.
sporangiospore su jednocelijske, okrugle ili ovalne, smede boje, glatke ili blago

izbrazdane.

Mucor sp. MP3G

Izolacija: 1zolat 4GK je izolovan iz zone rizosfere vrste Potentilla reptans L.

Rast na hranljivim podlogama i makroskopski opis: Kolonije ove gljive rastu
brzo na svim ispitivanim podlogama. U prvim fazama rasta kolonije su sa lica belicaste
a u kasnijim fazama svetlozuckaste boje. Sa nali¢ja boja kolonija je bela. Tekstura
kolonija je paucinasta.

Mikroskopski opis: Izolat MP3G ima neseptirane Siroke hife. Sporangiofore su
kratke, jednodelne ili razgranate i na njihovim vrhovima formira se sporangija
okruglastog oblika sive do crne boje. U njenoj unutraSnjosti nalaze se sporangiospore,

koje su okrugle ili blago izduzene. Rizoidi ne postoje.

5.6. Mikrobioloska aktivnost i rast biljaka na supstratima

Rezultati ukazuju na razlicitu klijavost semena, sveZzu 1 suvu biomasu i

zastupljenost mikroorganizama u zavisnosti od biljne vrste i vrste supstrata.

5.6.1. Mikrobioloska aktivnost supstrata

Brojnost mikroorganizama u supstratima bila je razli¢ita i zavisila je od vrste

biljke i vrste supstrata (tab. 50).

dipl. inz. Saud Hamidovi¢ 73



Tabela 50. - Ukupan broj bakterija u supstratima

ukupan broj bakterija
(CFUx10%(g)

Biljna | Varijanta i _

vrsta supstrata Bez ino- sainokulactjom
ulacije Bacillus | Bacillus sp.
sp. 13k | 13k+19k

100 2,02 2,33 3,12
75 3,32 3,38 3,89
Salata 50 6,29 6,44 7,03
25 9,08 9,55 11,13
Kontrola 6,40 6,54 7,21
100 0,37 0,47 0,98
75 3,04 3,15 3,90
Slacica 50 2,38 2,58 3,16
25 5,52 5,87 6,98
Kontrola 7,26 7,88 8,54
100 3,38 3,49 3,53
75 2,70 2,80 2,89
PSenica 50 5,62 5,80 6,01
25 8,25 8,38 8,67
kontrola 4,20 4,55 4,69
100 2,45 2,65 3,12
75 3,98 4,25 4,89
Ovas 50 8,06 8,27 9,03
25 6,12 6,28 7,11
kontrola 8,38 8,47 8,90
100 1,77 2,01 2,55
75 7,84 8,14 8,49
Tritikale 50 7,53 8,12 8,03
25 8,78 9,24 9,01
kontrola 7,94 8,04 8,11
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U varijanti 100 najmanji ukupni broj bakterija zabelezen je kod slaice a najveci
kod pSenice. Kod pSenice je u varijanti 75 konstatovan najmanji broj bakterija, dok se
tritikale odlikuje najve¢im ukupnim brojem bakterija. U varijanti 50, kod ovsa je
zabeleZen najveci broj bakterija, dok je najmanji broj konstatovan kod sla¢ice. Varijanta
25 se odlikuje najve¢im brojem bakterija kod salate, dok je najmanji broj konstatovan
kod slacice. U kontrolnoj varijanti najveci ukupni broj bakterija je bio kod slacice i ovsa
u poredenju sa ostalim kombinacijama supstrata, dok je kod ostalih vrsta veca brojnost
bakterija bila u razli¢itim varijantama dodavanja jalovine. U vecini varijanti, najmanji
broj bakterija bio je kod varijante 100.

Inokulacija supstrata bakterijom Bacillus sp. 13k pozitivno je uticala na brojnost
bakterija u svim varijantama ogleda, dok je inokulacija meSanim bakterijskim
populacijama uglavnom stimulativno delovala na brojnost bakterija. Kod pSenice ne
postoje velike razlike u pogledu broja ukupnih bakterija u inokulisanim tretmanima. Sa
izuzetkom varijante 100, sli¢an trend ukupnog broja bakterija ima i tritikale. Kod ovsa i
salate je ukupan broj bakterija znatno veéi u inokulisanim varijantama supstrata u
odnosu na neinokulisane, dok je kod slacice povecanju ukupnog broja bakterija najvise
doprinela inokulacija supstrata meSanim bakterijskim populacijama.

Ukupan broj amonifikatora je najve¢i u kontrolnoj varijanti ogleda gde su
posejane salata, pSenica 1 tritikale u poredenju sa ostalim varijantama ogleda. Kod
slacice je najveca brojnost zabeleZzena u varijanti 25 a kod ovsa u varijanti 50. U
varijanti 50 kod slacice i pSenice zabelezen je najmanji broj amonifikatora u poredenju
sa ostalim varijantama. U varijanti 100 najmanji ukupan broj amonifikatora zabelezen je

u tretmanima gde su sejani ovas i tritikale (tab. 51).
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Tabela 51. - Brojnost ukupnih i sporogenih amonifikatora u supstratima

ukupni amonifikatori
(CFUx10%(g)

sporogeni amonifikatori
(CFUx10%/)

Biljna | Varijanta : _ i _

ursta supstrata | Bez ino- Sa inokulacijom | Bez Sa inokulacijom
ulacije Bacillus | Bacillus sp. lnol-<-u- Bacillus | Bacillus sp.
sp. 13k 13k+19k lacije | sp. 13k 13k+19k

100 1,12 1,42 1,56 0,26 0,35 0,37
75 0,65 0,81 1,01 0,17 0,25 0,22
Salata 50 1,47 1,55 1,54 0,14 0,24 0,25
25 1,86 2,01 2,09 0,60 0,84 0,79
Kontrola 1,99 2,44 2,67 0,46 0,65 0,62
100 0,64 0,84 1,12 0,60 1,14 1,03
75 0,46 0,55 0,78 0,20 0,34 0,38
Slacica 50 0,40 0,51 0,97 0,02 0,11 0,31
25 3,16 3,58 4,45 0,15 0,24 0,28
Kontrola 1,45 1,64 2,01 0,19 0,26 0,28
100 2,40 2,65 2,56 0,36 0,51 0,42
75 3,00 3,24 3,13 0,25 0,40 0,38
PSenica 50 0,86 1,14 1,00 0,38 0,53 0,44
25 1,91 2,14 2,05 0,58 0,73 0,67
kontrola 3,95 4,21 4,01 0,71 0,86 0,78
100 0,42 0,51 0,76 0,37 0,44 0,55
75 2,83 2,95 3,54 0,25 0,41 0,61
Ovas 50 7,02 8,25 8,88 0,81 1,01 1,33
25 3,45 3,56 3,90 0,80 0,95 1,08
kontrola 5,32 5,55 6,03 0,99 1,04 1,22
100 0,31 0,38 0,56 0,02 0,09 0,32
75 2,56 2,68 3,13 0,58 0,74 1,11
Tritikale 50 2,51 2,68 2,60 1,04 1,14 1,78
25 2,05 2,45 2,13 1,26 1,33 1,90
kontrola 7,94 9,11 8,13 0,67 0,87 1,12
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Sporogeni amonifikatori u varijanti sa salatom, pSenicom i ovsem su brojniji u
kontrolnoj i1 varijanti 25 u poredenju sa ostalim varijantama supstrata. Kod slacice
njihov najveéi broj je konstatovan u supstratu koji sacinjava samo jalovina, dok se
varijanta 25 odlikuje najve¢im brojem sporogenih amonifikatora u sudovima gde je
zasejan tritikale (tab. 51). Kao i kod ukupnih i sporogenih bakterija, inokulacija
supstrata Cistim kulturama bakterije Bacillus sp. 13k i meSanim bakterijskim
populacijama uticala je na povecanje broja ukupnih i sporogenih amonifikatora. U
najve¢em broju varijanti najveéi broj ukupnih i sporogenih amonifikatora bio je pri
inokulaciji meSanim bakterijskim populacijama. PSenica odstupa od ove zakonitosti,
gde je najvei broj ove fizioloSke grupe mikroorganizama bilo u varijanti sa
inokulacijom ¢istim kulturama Bacillus sp. 13k. Najveéi broj amonifikatora imali su
ovas i tritikale, dok je kod ostalih biljnih vrsta njihov broj znatno maniji.

Brojnost oligonitrofila kod najveceg broja biljaka (salata, slaCica, ovas i tritikale)
je najmanja u varijanti 100 (tab. 52), dok je kod pSenice najmanji broj ove grupe
bakterija u varijanti 75. Smanjenje sadrzaja jalovine u supstratu uticalo je na poveéanje
broja oligonitrofila u varijanti gde su kori$éeni salata i tritikale. U svima varijantama
ogleda, osim kod slacice, najveci broj oligonitrofila je zabeleZen u kontrolnoj varijanti.
Inokulacija supstrata ¢istim kulturama bakterije Bacillus sp. 13k uticalo je na povecanje
broja oligonitrofila, s tim §to je najveéi broj u svim varijantama zabeleZen u kontrolnoj
varijanti. U istoj varijanti najvec¢i je broj oligonitrofila i nakon inokulacije meSanim
bakterijskim populacijama, koja je uglavnom uticala na povecanje broja oligonitrofila,
ali u nekim varijantama i na smanjenje njihove brojnosti u odnosu na inokulaciju
bakterijom Bacillus sp. 13k.

U svim varijantama ogleda, osim kod psenice, brojnost Azotobacter sp. je
najmanja u varijanti 100. Kod salate, pSenice i ovsa najvec¢i broj Azotobacter sp. je
zabelezen u kontrolnoj varijanti. Inokulacija je pozitivno uticala na brojnost Azotobacter

sp., ali su razlike u odnosu na neinokulisanu varijantu veoma male.
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Tabela 52

. - Brojnost oligonitrofila i Azotobacter sp. u supstratima

Biljna | Varija- Oligonitrofili Azotobacter sp.
vrsta nta (CFUx10%(g) (CFUx10%/g)
supstra- | Bez ino- Sa inokulacijom Bez Sa inokulacijom
ta kulacije | Bacillus | Bacillus sp. | inoku- | Bacillus | Bacillus sp.
sp. 13k | 13k+19k lacije | sp.13k | 13k+19k
Salata 100 0,20 0,32 0,44 7,80 8,02 8,29
75 0,34 0,43 0,56 18,53 19,23 20,20
50 0,65 0,81 1,11 16,24 16,76 17,23
25 0,82 0,88 1,23 16,04 16,55 18,09
Kontrola 0,95 1,12 1,45 35,64 36,09 39,09
Slacica 100 0,02 0,11 0,11 0,22 0,27 0,56
75 0,38 0,49 0,67 57,47 58,07 60,06
50 0,54 0,66 0,64 41,88 42,48 45,89
25 2,68 2,88 2,55 43,30 43,89 38,05
Kontrola | 2,28 3,01 3,94 33,58 34,55 33,76
PSenica 100 2,63 2,77 2,99 50,05 51,07 45,21
75 1,37 1,55 1,22 59,02 60,17 66,73
50 1,84 2,32 2,87 44,46 45,50 52,75
25 2,77 3,11 3,45 37,22 38,38 38,09
kontrola | 5,26 5,45 6,63 84,62 85,09 78,65
Ovas 100 0,40 0,51 0,47 42,79 43,12 45,09
75 2,10 2,23 2,54 53,57 54,34 50,12
50 3,91 4,12 4,03 61,34 62,76 54,76
25 3,19 3,44 3,98 71,27 71,90 67,33
kontrola 4,47 4,87 6,11 72,30 73,76 68,97
Tritikale 100 0,39 0,48 0,67 3,03 3,23 2,77
75 1,25 1,34 1,29 34,33 35,51 38,09
50 1,58 1,76 2,12 29,45 30,76 34,45
25 1,76 1,89 2,33 40,64 41,49 45,87
kontrola 2,30 2,50 3,23 34,02 35,01 30,01
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Dehidrogenazna aktivnost supstrata imala je razli¢ite vrednosti u zavisnosti od
vrste biljaka i varijante supstrata. U svima varijantama ogleda smanjivanje sadrzaja
jalovine u supstratima uticalo je na povecanje dehidrogenazne aktivnosti. U kontrolnim
varijjantama nema velikih razlika u pogledu aktivnosti dehidrogenaze. Najveca
dehidrogenazna aktivnost bila je kod ovsa u kontrolnoj varijanti, dok je kod salate u
varijanti 100 aktivnost ovog enzima bila najmanja. U poredenju sa ostalim biljnim
vrstama, kod salate je u varijantama 75 i 50 takode najmanja dehidrogenazna aktivnost,
dok je kod ovsa u istim varijantama aktivnost bila najveca.

Inokulucija supstrata Cistim kulturama bakterija uticala je na povecanje
dehidrogenazne aktivnosti u svim varijantama ogleda. Smanjenje sadrzaja jalovine u
supstratima je takode uticalo na povecanje dehidrogenazne aktivnosti kao i kod
neinokulisanih varijanti. U varijanti 100 kod salate je dehidrogenazna aktivnost
najmanja u poredenju sa svim varijantama ogleda. Inokulacija supstrata Cistim
kulturama bakterije Bacillus sp. 13k nije znatno uticala na povecanje dehidrogenazne
aktivnosti kod svih wvarijanti ogleda, dok je inokulacija meSanim bakterijskim
populacijama uticala na znatno povecanje dehidrogenazne aktivnosti, narocito u
varjjantama 100 1 75 kod vecine ispitivanih biljnih vrsta. U svim kontrolnim
varijantama inokulacija Cistim kulturama bakterije Bacillus sp. 13k i meSanim
bakterijskim populacijama je uticala na neznatno povecanje dehidrogenazne aktivnosti
supstrata (tab. 53).
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Tabela 53. - Dehidrogenazna aktivnost supstrata

Dehidrogenazna aktivnost
Biljna Varijanta (10" he T?F/g/h) _
vrsta supstrata Bez 5a inokulacijom
inokulaciie Bacillus sp. | Bacillus sp.
13k 13k+19k

100 0,20 0,44 0,76
75 0,31 0,76 0,98
Salata 50 0,35 0,36 0,44
25 2,45 2,66 2,78
kontrola 4,45 4,65 4,71
100 0,44 0,52 0,79
75 0,67 0,78 1,12
Slacica 50 1,13 1,24 1,54
25 2,25 2,45 3,09
kontrola 5,56 5,70 5,78
100 0,67 0,79 1,12
75 0,77 0,80 0,82
PSenica 50 1,56 1,67 1,75
25 3,35 3,39 3,87
kontrola 5,56 5,79 5,87
100 0,63 0,76 0,97
75 1,63 1,78 2,23
Ovas 50 1,78 1,80 2,02
25 2,81 2,97 3,33
kontrola 5,97 6,08 6,32
100 0,29 0,35 0,77
75 1,37 1,46 1,76
Tritikale 50 1,74 1,89 2,34
25 1,64 1,74 2,10
kontrola 5,53 5,76 5,97
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5.6.2. Klijavost semena, sveza 1 suva biomasa klijanaca na supstratima

Stepen klijavosti semena biljnih vrsta bio je razli€it 1 zavisio je od vrste biljke,
varijante i inokulacije supstrata (tab. 54).

U svim varijantama, kod ovsa je klijavost bila veoma visoka (iznad 80%).
Izmedu tretmana nema znacajnih razlika u pogledu klijavosti semena. Kod drugih
ispitivanih vrsta, klijavost semena je znatno niza. U varijanti bez inokulacije, klijavost
semena salate je najniza u poredenju sa ostalim biljnim vrstama. Inokulacija supstrata
Cistim kulturama bakterija je znatno uticala na povecanje stepena klijavosti semena
salate u svim varijantama ogleda. Najvece procentualno povecanje stepena klijavosti
bilo je u varijantama 50 i 25. Slacica i tritikale imali su sli¢ne stepene klijavosti po
tretmanima. Stepen klijavosti semena kod ovih biljnih vrsta se povecava sa smanjenjem
sadrzaja jalovine kako u neinokulisanim, tako i u inokulisanim supstratima. Kod pSenice
u varijantama 100, 75 i kod kontrole ne postoje znatne razlike u pogledu stepena
klljavosti bez obzira na prisustvo ili odsustvo inokulacije supstrata. Efekat inokulacije
supstrata je veoma izrazen u varijantama 50 1 25, gde je u odsustvu inokulacije najnizi
stepen klijavosti. Inokulacija me$anim bakterijskim populacijama uglavnom je uticala
na povecanje stepena klijavosti u odnosu na neinokulisane varijante, kao 1 inokulaciju

¢istim kulturama bakterije Bacillus sp. 13k.
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Tabela 54. - Stepen klijavosti semena biljaka (%) na razli¢itim supstratima

Biljna | Varijanta Bez -Sa inokulacijc?m
vrsta | supstrata | inokulacije Bacillus sp. | Bacillus sp.
13k 13k+19Kk
100 20 30 7
75 24 32 50
Salata 50 24 7 33
25 32 76 9%
kontrola 40 80 100
100 42 32 20
75 56 50 18
Slacica 50 66 62 =5
25 70 60 52
kontrola 84 30 7
100 68 60 56
75 40 38 3
Psenica 50 28 58 25
2 24 70 76
kontrola 48 52 62
100 100 96 98
75 92 88 90
Ovas 50 88 82 T
25 88 g2 30
kontrola 80 36 82
100 60 68 0
° 48 52 56
Tritikale 50 52 58 w
25 64 60 60
kontrola 72 68 56
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Sveza biomasa klijanaca je takode zavisila od biljne vrste, varijante supstrata i
prisustva ili odsustva inokulacije (tab. 55). Uporeduju¢i sve biljne vrste na svim
varijantama supstrata, najmanja sveza biomasa bila je kod salate. Kod ove biljne vrste, i
u inokulisanim i neinokulisanim varijantama, sveza biomasa bila je najveca u kontrolnoj
varijanti a najmanja u supstratu koji se sastojao od jalovine. Kod slafice ne postoje
velike razlike u svezoj biomasi u okviru varijanti. Sa smanjenjem koli¢ine jalovine u
supstratu raste sveza biomasa klijanaca. Kod pSenice je najveca sveza biomasa klijanaca
bila u supstratu koji je Cinila jalovina, ali inokulacija nije znatno promenila biomasu.
Znatno veéa sveza biomasa klijanaca pSenice bila je nakon inokulacije varijanti 50 i 25.
Osim u kontrolnoj varijanti, u poredenju sa ostalim biljnim vrstama, najveéu svezu
biomasu imao je ovas u svim varijantama ogleda (sl. 10). Najveca biomasa ovsa bila je
u varijanti 25 a najmanja u supstratu koji je sainjavala jalovina. Tritikale je imao
ujednacenu svezu biomasu klijanaca u okviru varijanti supstrata. Najveca biomasa bila
je u supstratu od jalovine a najmanja u varijanti 25, bez obzira na inokulaciju. Primena
mesanih bakterijskih populacija Bacillus sp. 13k i Bacillus sp. 19k uglavnom je uticala
na povecanje sveze biomase klijanaca u odnosu na inokulaciju ¢istim kulturama

bakterije Bacillus sp. 13k.
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Sl. 10. - Rast ovsa na razli¢itim supstratima

Biomasa suvih klijanaca je takode zavisila od razliCitih faktora (tab. 56).
Dobijene vrednosti su znatno niZze u odnosu na svezu biomasu klijanaca. Kod salate je
suva biomasa klijanaca bila najmanja u odnosu na ostale biljne vrste. U kontrolnoj
varijanti, u poredenju sa ostalim varijantama supstrata, suva biomasa bila je najveca.
Znatno veca biomasa bila je u varijantama inokulacije supstrata 50 i 25 u odnosu na
neinokulisani supstrat. Sla¢ica i tritikale imali su slicne vrednosti suve biomase u okviru
varijanti supstrata, s tim $to kod slacice koli¢ina biomase raste sa smanjenjem sadrzaja
jalovine u supstratima, dok tritikale ima najvecu koli¢inu suve biomase u varijanti 75.
Kod psenice je koli¢ina suve biomase najveca u varijanti 100, a u varijantama 50 i 25 je
ona znatno veca u inokulisanim supstratima u odnosu na neinokulisane. Kod ovsa je
koli¢ina suve biomase najmanja u kontrolnoj varijanti. U najve¢em broju uzoraka ne

postoje znacajne razlike u suvoj biomasi klijanaca, bez obzira na primenu inokulacije.
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Tabela 55. - Sveza biomasa klijanaca (g) na razli¢itim supstratima

Biljna | Varijanta Bez -Sainokulaci{'om
vrsta | supstrata | inokulacije Bacillus | Bacillus sp.
sp. 13k 13k+19k

100 0,02 0,02 0,08

75 0,03 0,05 0,10

Salata 50 0,24 0,75 1,04

25 0,25 0,62 0,88

kontrola 0,54 0,76 1,11

100 0,06 0,08 0,09

75 0,45 0,48 0,54

Slacica 50 1,40 1,38 1,48

25 2,39 2,20 2,15

kontrola 4,18 4,07 4,01

100 2,25 2,37 2,32

75 1,60 1,47 1,40

PSenica 50 0,57 0,78 0,98

25 1,11 1,46 1,67

kontrola 2,11 2,25 2,31

100 2,99 3,11 3,23

75 4,10 4,18 4,25

Ovas 50 3,90 4,02 4,24

25 4,40 4,55 4,68

kontrola 3,93 3,99 4,12

100 2,45 2,51 2,61

75 1,60 1,71 1,79

Tritikale 50 1,57 1,64 1,71

25 1,11 1,24 1,18

kontrola 2,11 2,18 2,07
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Tabela 56. - Suva biomasa klijanaca (g) na razli¢itim supstratima

Biljna | Varijanta Bez -Sainokulaci{'om
vrsta | supstrata | inokulacije Bacillus | Bacillus sp.
sp. 13k 13k+19k

100 0,01 0,01 0,03

75 0,01 0,01 0,02

Salata 50 0,05 0,12 0,16

25 0,06 0,09 0,15

kontrola 0,11 0,13 0,18

100 0,01 0,01 0,01

75 0,10 0,10 0,11

Slacica 50 0,11 0,11 0,12

25 0,23 0,21 0,23

kontrola 0,30 0,33 0,32

100 0,43 0,45 0,48

75 0,23 0,24 0,23

PSenica 50 0,08 0,12 0,14

25 0,18 0,25 0,28

kontrola 0,32 0,30 0,33

100 0,80 0,90 0,91

75 0,83 0,81 0,85

Ovas 50 0,71 0,75 0,78

25 0,81 0,86 0,91

kontrola 0,66 0,67 0,67

100 0,56 0,51 0,50

75 0,81 0,82 0,81

Tritikale 50 0,42 0,44 0,45

25 0,38 0,39 0,41

kontrola 0,52 0,50 0,53
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6. DISKUSIJA

Neminovna posledica globalizacije, industrijalizacije i tehni¢ko-tehnoloske
revolucije je 1 pojava kontaminacije zemljista, vode i vazduha. Zbog toga mnogi autori
u poslednjoj deceniji ukazuju na problem zivotne sredine i znacaj njenog ocuvanja
(Cheng, 2003; Kabata-Pendias i Mukherjee, 2007; Rautengarten i sar., 2004), posebno
na znacaj ocCuvanja kvaliteta zemljista (Bertovi¢, 2010). U cilju reSavanja ovih
problema, neophodno je izvrSiti karakterizaciju zemljiSta, Sto predstavlja osnovni
preduslov za aktivnosti koje bi doprinele oporavku ekosistema u celini. Isti autori
ukazuju da utvrdivanje ¢injeni¢nog stanja predstavlja osnovni preduslov za ispitivanje
mogucénosti koriS¢enja zemljiSta u razliCite svrhe. Shodno tome, kvalitet zemljista se
moze posmatrati sa dva aspekta: sa jedne strane, to su promene fizi¢kih, hemijskih i
bioloskih osobina zemljista, a sa druge prisustvo razli¢itih organskih i neorganskih
zagadivaca, kao Sto su ugljovodonici, PAH, PCB, teski metali (Bertovi¢, 2010) i dr.

Uzorci zemljiSta pokazuju razli¢itu reakciju sredine i sadrzaj karbonata.
Variranja u utvrdenim sadrZzajima organskog ugljenika su uslovljena razli¢itom
koli¢inom wuglja na pojedinacnim lokacijama ispitivanja. Vrlo visok C/N odnos
potvrduje da je ugalj, a ne organska materija zemljiSta, odnosno humus, dominanatan
izvor organskog ugljenika, jer ukazuje da se radi o organskoj materiji vrlo bogatoj
ugljenikom, a siromas$nom u azotu. Utvrdeni C/N odnosi u svim ispitivanim uzorcima, a
posebno u uzorcima FS-2 i FS-3, ukazuju na mogucnost pojave depresije u azotu,
odnosno tokom mineralizacije ovog organskog materijala, koli¢ina mineralizovanog
azota ¢e u potpunosti biti iskoriS¢ena za izgradnju biomase mikroorganizama koji
ucestvuju u prosecu mineralizacije, dok nece biti “viska” mineralnog azota koji bi
mogao da bude pristupacan biljkama. Utvrdena rezerva mineralnog azota moZe da se
koristi samo uslovno, jer je sadrzaj mineralnog azota u zemljiS§tu veoma promenljiv, u
zavisnosti od velikog broja faktora (vlaga, temperatura, trenutni uslovi u toku
uzorkovanja i dr.). Medutim, iako C/N odnos ukazuje na mogucéu depresiju u azotu,
utvrdene koli¢ine mineralnog azota se ne mogu smatrati niskim, posebno u uzorcima
FS-3 i FS-4. Sadrzaj Ca u ispitivanim uzorcima bio je visok, dok je sadrzaj Mg znatno
nizi, tako da Ca/Mg odnos ukazuje na mogu¢ nedostatak Mg u ishrani biljaka, iako je

utvrdeni sadrzaj Mg visi od granice deficitarnosti (10 mg/100 g). Visoki pristupacni
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sadrzaji mikroelemenata u uslovima neutralne do alkalne reakcije zemljiSta su
najverovatnije posledica mineralnog sastava zemljiSta, kao i stepena razvijenosti
zemljista.

Na osnovu grani¢nih vrednosti autora metode (Lindsay i Norwell, 1979)
pristupacni sadrzaj Fe je veoma visok u svim analiziranim uzorcima. Ukupni sadrzaji
Cu, Zn 1 teskih metala su znatno nizi od maksimalno dozvoljenih vrednosti za
poljoprivredna zemljista (Kabata-Pendijas i Mukherjee, 2007), osim sadrzaja Ni, ¢ije su
vrednosti znatno iznad ove granice (tab. 41). Visok sadrzaj Ni na ovom podrucju
potvrden je i u istrazivanjima koja su obavili Custovié¢ i sar. (2012) i najverovatnije je

posledica sastava minerala.

6.1. Diverzitet biljnih vrsta na oste¢enim ekosistemima

U ovim istrazivanjima opisane su promene u strukturi biljnih zajednica i
zastupljenosti mikrobnih populacija na lokacijama rudnika mrkog uglja ,,Kakanj* tokom
trogodiSnjeg perioda (2011-2013). Kada su u pitanju biljne zajednice, njihovu strukturu,
brojnost i promene uslovljava kvalitet zemljista (Martinez-Ruiz i Fernandez-Santos,
2005). Redukovani kvalitet zemljista pruza optimalne uslove za razvoj i opstanak nekih
invazivnih biljnih vrsta. Medutim, ispitivanje promena u sastavu i strukturi biljnih
zajednica, posebno onih koje dominiraju na odredenom podrucju, ukazuju na to da su
promenama obuhvacene i pojedina¢ne vrste, Sto je potvrdeno u mnogim istrazivanjima.
Tako su MacDougall 1 sar. (2008) konstatovali da klimatske karakteristike imaju najveci
uticaj na sastav biljnih zajednica, pri ¢emu su promene izraZenije kod pojednicanih vrsta
unutar zajednice. U prirodnim sistemima prisustvo razlicitih biljnih vrsta najcesce
ukazuje na invaziju nepozeljnih biljnih vrsta na ekosistem (Meiners i sar., 2004;
Meiners, 2007), kojima najvise odgovara slab vegetacioni pokrivaC¢ i manji sadrzaj
pristupacnih hranljivih materija (Frouz 1 sar., 2007; Hodacova 1 Prach, 2003; Tropek 1
sar., 2010). Vegetacioni pokrivac koji nastaje na lokacijama pod eksploatacijom uglja je
jedini izvor organskih materija (Zhao 1 sar., 2013) i znaajno utiCe na fizicke
karakteristike 1 plodnost zemljiSta (Marques 1 sar., 2008). Korenov sistem razliitih
biljnih vrsta takode uti¢e na strukturu zemljiSta. Rast korenovog sistema utiCe na
stvaranje zemljiSnih agregata i1 akumulaciju organskih materija, Sto stimuliSe razvoj

rizosfere i mikrobioloSku aktivnost (Zhao i sar., 2013).
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Tokom intenzivne eksploatacije uglja, najvec¢i deo podruc¢ja pod eksploatacijom
postaje degradiran, pri cemu se stvaraju nepovoljni uslovi za rast biljaka. Eksploatacija
uglja dovodi do nesagledivih posledica po razvoj bioloskih zajednica (Sarma, 2005). U
nasim istrazivanjima broj zbunastih, drvenastih i zeljastih biljaka se povecava u funkciji
vremena. U 2011. godini na ispitivanim lokacijama detektovana je jedna Zbunasta vrsta,
3 drvenaste i 30 zeljastih, u 2012. godini jedna Zbunasta, 4 drvenaste i 24 zeljaste, dok u
2013. godini 6 zbunastih, 8 drvenastih i 90 zeljastih biljnih vrsta. Ovi rezultati ukazuju
da je doslo do znacajnog povecanja indeksa zeljastih biljnih vrsta na podruc¢jima pod
eksploatacijom uglja. Do povecanja stepena kolonizacije odredenih biljnih vrsta u
novim ekosistemima dolazi usled eksploatacije uglja, §to je potvrdeno i1 u prethodnim
istrazivanjima (Lyngdoh, 1995; Das Gupta, 1999; Sarma, 2002).

Nepovoljni uslovi redukuju moguénost regeneracije mnogih biljnih vrsta, tako
da moze do¢i do smanjenja njihovog broja. Meier i sar. (1995) su konstatovali da se
neke biljne vrste sporadicno javljaju na lokacijama gde se vr$i eksploatacija uglja. Ovu
Cinjenicu autori objasnjavaju ekstremnim mikroklimatskim wuslovima pra¢enim
narusavanjem ekosistema, kompeticijom sa drugim biljnim vrstama i nepovoljnim
klimatskim karakteristikama. Osim toga, brojni autori naglasavaju znafaj nedostatka
rasejavanja semena na lokacijama koje potencijalno mogu biti kolonizirane biljkama
(Beckage i sar., 2000; Ford i sar., 2000; Robinson i Handel, 2000).

U naSim istraZivanjima konstatovana je dominantnost biljnih vrsta iz familije
Asteraceae u poredenju sa ostalim ispitivanim vrstama. U 2011. i 2012. godini, osim
predstavnika familije Asteraceae, znacajna je zastupljenost i biljnih vrsta iz familija
Amaranthaceae, Betulaceae, Poaceae, Polygonaceae i Rosaceae. U 2013. godini
redosled zastupljenosti familija na osnovu broja detektovanih vrsta ima sledeci karakter:
Poaceae>Fabaceae>Rosaceae/Lamiaceae>Salicaceae/Apiaceae. Predstavnici ovih
familija su detektovani i u istraZivanjima koja je obavio Sarma (2005) ispitivajuci uticaj
eksploatacije uglja na vegetacioni pokriva¢ u regionu Jaintia u Indiji. Vecinu ovih
familija detektovali su i Guo i sar. (2011) ispitivajuéi uticaj eksploatacije uglja na biljni
pokriva¢ i kvalitet zemljiSta na podru¢ju rudnika Qinxin u Kini. Autori ukazuju da
najzastupljenije familije, medu kojima su i Rosaceae i Fabaceae, imaju najznacajniji
efekat na formiranje i ocuvanje prirodne vegetacije. U zavisnosti od ispitivanih lokacija,

isti autori konstatuju dominantnost predstavnika familije Asteraceae u odnosu na druge
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familije, $to je identicno naSim rezultatima. Moreno-de las Heras i sar. (2008) su
ispitivajuéi sukcesije u obnovljenim terenima na podrudju rudnika u centralnoj Spaniji,
konstatovali prisustvo biljaka iz familija Asteraceae, Boraginaceae, Euphorbiceae,
Poaceae, Fabaceae, Rosaceae itd, $to je identi¢no nasim rezultatima. Isti autori ukazuju
da u prirodnim ekosistemima, sukcesije uglavnom zavise od karakteristika terena koji je
izloZzen eksploataciji uglja, klimatskih osobina i konzervacije okolne vegetacije. Sli¢ni
rezultati su dobijeni i1 tokom ispitivanja ekosistema nastalog kao posledica ¢ovekove
delatnosti u centralnoj Evropi, gde pocetni uslovi koji vladaju u unistenim podru¢jima i
mezoklimatske razlike uticu na razvoj specifi¢nih sukcesija (Prach i sar., 2007).
Poslednjih decenija, posebna paznja se posvecuje ispitivanju procesa mikrobnih
sukcesija u ekstremnim uslovima. Po nekim autorima, upravo je pristupacnost hranljivih
materija limitiraju¢i faktor za razvoj mikrobnih sukcesija (Urbanova i sar., 2011), dok
drugi autori smatraju da su klima 1 fizicke karakteristike i kvalitet supstrata najvazniji za
sukcesije (Kastovska i sar., 2005; Schmidt i sar., 2008), pogotovo u podru¢jima pod
ekploatacijom uglja. Ova Ccinjenica je veoma znacajna za zemlje Evrope, gde je

eksploatacija uglja intenzivna (Urbanova i sar., 2011).

6.2. Mikrobni diverzitet u oste¢enim zemljistima i rizosferi biljaka

Eksploatacija uglja dovodi do stvaranja stresnih uslova izazvanih negativnim
antropogenim delovanjem, S$to ima za rezultat promenu biohemijske aktivnosti
zemljiSnih mikroorganizama. Na terenima pod direktnom eksploatacijom uglja,
hemijske analize ukazuju samo na nivo kontaminacije, ali ne odslikavaju i posledice po
ekosistem, kao ni njihov uticaj na kljune procese metabolizma u zemljiStu (Kujur i
Patel, 2012). Medutim, primenom bioloSkih metoda se moZe proceniti realni uticaj
kontaminacije na zemljiSne organizme, tacnije njihov rast i aktivnost u stresnim
uslovima (Smejkalova 1 sar., 2003). U cilju spre¢avanja nepovoljnih ekoloskih
posledica, mikrobioloska karakterizacija se smatra vaznim parametrom kvaliteta
zemljista (Filip, 2002), a mikroorganizmi daju jasnu sliku o kvalitetu zemljiSta i
enzimskoj aktivnosti 1 ukljueni su u biohemijske cikluse ugljenika, azota, fosfora,

sumpora i drugih hranljivih elemenata (Caldwell, 2005).
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MikrobioloSka aktivnost zemljiSta ima direktan uticaj na funkcionisanje
ekosistema (Ardakani i sar., 2009), stabilnost ekosistema i plodnost (Smith i Papendick,
1993) i moze se koristiti kao parametar kvaliteta zemljista (Groffman i sar., 2001). Ova
aktivnost se takode smatra i indikatorom zrelosti zemljista (Machulla i sar., 2005). Zbog
toga, ispitivanje mikrobioloskih i biohemijskih parametara moze biti znacajno i korisno
za razumevanje limitiraju¢ih faktora i predlaganje strategija koje ¢e doprineti odrzivosti
ekosistema (Harris, 2003). Brojnost, aktivnost i diverzitet mikroorganizama u zemljistu
su znacajni ¢inioci plodnosti zemljista (Jarak 1 Puri¢, 2008). Na zastupljenost pojedinih
grupa mikroorganizama i1 enzimsku aktivnost utie veliki broj spoljasnjih faktora
(Hoffmann 1 sar., 2006). Mikroorganizmi zauzmaju vazno mesto u kruzenju hranljivih
elemenata u prirodi, omoguéavaju obavljanje procesa humifikacije i dehumifikacije
(Mrkovacki 1 sar., 2012) 1 znacajni su ¢inioci plodnosti zemljiSta i porasta biljaka.

Ukupan broj bakterija predstavlja znaCajan parametar stanja 1 kvaliteta
ekosistema (http://www.fao.org/gtos/tems/variable show.jsp? VARIABLE ID=11), ¢iji
se znacaj ogleda u tome S$to sprecavaju gubitak hranljivih materija iz supstrata u kome
se nalaze, ugraduju ih u sopstvenu biomasu i ponovo ih prevode u organski oblik
(Mileti¢ i Radulovi¢, 2005). U 2011. godini, sa izuzetkom uzorka iz zone zemljiSta vrste
Reseda luteola L., ukupan broj mikroorganizama u ovoj zoni se kreé¢e izmedu 5,0 i
143,2x10°/g. U 2012. godini ovaj raspon je uzi i iznosi od 26,8 do 227,4x10°/g, dok se u
2013. godini interval kreée od 5,5 do 68,2x10%/g. Mileti¢ i Radulovié (2005) konstatuju
znatno manji bakterija u organskoj prostirci u letnjem periodu, dok su Zhao i sar.
(2013), 1ispitivaju¢i razvoj zemljiSta na povrSinama pod eksploatacijom uglja,
konstatovali porast broja bakterija sa povecanjem vremena popravke terena sa 125,78 na
1236,08x10°/g. Isti autori konstatuju da biljne vrste znadajno utidu na karakteristike
zemljiSta, pre svega agregaciju 1 mikrobioloske osobine, §to je u skladu sa naSim
rezultatima. Tereni pokriveni zbunastim vrstama imaju znatno veéi poljski kapacitet,
agregaciju, mikrobioloski profil i ukupni broj bakterija (Zhao i sar., 2013), Sto je
potvrdeno i u naSim istrazivanjima. Biljke koje rastu na siroma$nim supstratima su
zavisne od hranljivih materija koje nastaju truljenjem otpadaka biljnih vrsta (Leuschner
i Rode, 1999), §to znacajno utice i na mikrobiolosku aktivnost. Do sli¢nih zakljucaka

dosli su 1 Mileti¢ 1 Radulovi¢ (2005) koji veéi ukupan broj bakterija povezuju sa ve¢im
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sadrzajem hranljivih materija u biljnim ostacima, koji se tokom godine mineralizuju i
oslobadaju vecu koli¢inu pristupacnih hranljivih materija.

U vecini uzoraka ukupan broj bakterija je veci u zoni rizosfere u odnosu na zonu
zemljista. Posle sadnje biljnih vrsta, mikrobne zajednice u rizosferi nisu dovoljno
adaptirane na nepovoljne uslove koji vladaju u terenima pod eksploatacijom uglja i one
su pod direktnim uticajem populacija u zoni zemljiSta. Diverzitet bakterijskih populacija
u zoni zemljista se znacajno povecava paralelno sa procesom stvaranja pravog zemljista,
tako da dolazi do znatnog poveéanja diverziteta bakterijskih populacija u rizosferi u
odnosu na zemljiSte. Ovo povecanje odslikava poboljSanje uslova tokom formiranja
zemljista. Na ovaj proces uticu dva osnovna faktora: promene hemijskih karakteristika,
odnosno povecanje broja organskih supstrata, i povecanje opSte heterogenosti
(Rosenvald i sar., 2011). Medutim, u nekim ekosistemima je konstatovan manji
diverzitet bakterijskih populacija u rizosferi u odnosu na zonu zemljista (Berg i Smalla,
2009). Rizosferni efekat na formiranje strukture rizosfernih bakterijskih populacija je
izuzetno veliki, jer su sli¢nosti izmedu populacija u rizosferi i zemljistu vrlo male i
iznose izmedu 33 1 42% (Rosenvald 1 sar., 2011). Isti autor konstatuje da su najvece
razlike izmedu bakterijskih populacija u rizosferi i zemljiStu zabeleZene u drugoj godini
posle sadnje, kada biljke znacajno stimuliSu rizosferne mikrobne populacije.

Korenski eksudati i mucigel predstavljaju najvazniji c¢inilac u regulaciji
mikrobnog diverziteta i aktivnosti korenovog sistema. Cook i sar. (1995) pretpostavljaju
da biljke mogu uticati na rizosfernu mikrofloru stimulacijom onih mikroorganizama koji
su korisni za sopstveni rast i razvoj. Drugi autori tvrde da se eksudati pasivno
oslobadaju kao sporedni ili otpadni proizvodi biljaka (Hartmann i sar., 2009; Jones i
sar., 2009; Dennis i sar., 2010).

Ghose (2004) konstatuje pad broja bakterija u deponijama razlicite starosti na
kojima nije bilo biljnog pokrivaca. Ukupan broj bakterija je na ovim deponijama bio
znatno veci (57,8 do 92,2X105/g) u poredenju sa vrednostima istog parametra u jalovini
rudnika “Kakanj” (u svim godinama istrazivanja broj bakterija je iznosio od 55,8 do
2384,3x10%/g).

Amonifikatori predstavljaju grupu mikroorganizama koja vrSi razgradnju
proteina do pristupa¢nog amonijacnog jona. To su nespecifi¢éni mikroorganizmi i veoma

su brojni u zemljistu. Alexander (1977) navodi da je brojnost amonifikatora u
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povrSinskim slojevima zemljista izmedu 10° i 10" po gramu. Njihova brojnost je
uslovljena supstratom, tipom zemljiSta 1 klimatskim karakteristikama. Amonifikatori
stvaraju ekstracelularne enzime koji razlazu proteine na manje jedinice koje moze da
usvoji Celija (Stamenov, 2013). Osim toga, enzimska aktivnost u odnosu na procese
kruzenja azota (amonifikacija, nitrifikacija i azotofiksacija) i fosfora u zemljistu su Cesto
koris¢eni parametri plodnosti zemljista (Aon i Colaneri, 2001; Brohon i sar., 2001).

U 2011. godini brojnost amonifikatora u zemljiStu iznosila je izmedu 8,4 i
1.483,7x10°/g, u 2012. godini izmedu 4,2 i 112,1x10%g i u 2013. godini izmedu 5,2 i
27,3x10°/g. Ove vrednosti su veée u odnosu na rezultate koje su dobili Mileti¢ i
Radulovi¢ (2005). Ovi autori navode da je brojnost amonifikatora uslovljena klimatskim
karakteristikama, odnosno da je u letnjem periodu njihova brojnost najmanja u
poredenju sa ostalim godiSnjim dobima. S obzirom na nesto nize temperature i visu
koli¢inu padavina u 2011. godini, $to je rezultiralo ve¢om brojnos¢u ove fizioloske
grupe bakterija, moZe se konstatovati da je u naSim istrazivanjima potvrden prethodni
zakljucak. Broj sporogenih amonifikatora je znatno manji u odnosu na njihov ukupan
broj, a u zoni rizosfere veéine uzoraka je veci broj amonifikatora u odnosu na zonu
zemljiSta. Dinamika brojnosti mikroorganizama u zonama uzorkovanja ukazuje na
postojanje specificnih odnosa izmedu mikrobnih populacija unutar jedne zone, kao i
izmedu zona (Hu 1 sar., 1999).

Oligonitrofilni mikroorganizmi koriste male koli¢ine azota iz organske materije
a delimi¢no imaju 1 sposobnost azotofiksacije. Oni koriste organske materije sa Sirokim
C/N odnosom za sopstvene biosintetske procese. Njihovom aktivnos¢u C/N odnos se
smanjuje, jer se zemljiSte obogacuje azotom a deo ugljenika izdvaja u formi CO,
(Mileti¢ i Radulovi¢, 2005). Oni su veoma osetljivi na prisustvo metala i njihova
aktivnost je ograniena u zemljiStima siromas$nim organskom materijom i hranljivim
materijama (Brookes, 1995). U 2011. godini njihov broj u zemljistu iznosio je izmedu
120,5 i 2.149,6x10%g, u 2012. godini izmedu 112,6 i 430,2x10%g i u 2013. godini
izmedu 34,3 i 615,9x104/g. Ove vrednosti su vece u poredenju sa rezultatima koje su
zabelezili Mileti¢ i Radulovi¢ (2005). U 2011. godini zastupljenost oligonitrofila je veca
u poredenju sa ukupnim brojem bakterija i amonifikatorima, dok je u 2012. i 2013.
brojnost oligonitrofila uglavnom manja od ostalih grupa bakterija. Ovo se moze

povezati sa  klimatskim  karakteristikama  podru¢ja, jer  oligonitrofilnim
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mikroorganizmima odgovara niza temperatura tokom letnjih meseci i ve¢a vlaznost. U
2011. godini je, u poredenju sa ostale dve godine, bila najveca koli¢ina padavina u julu,
odnosno najniza temperatura vazduha, to je rezultiralo veom zastupljenos$éu
oligonitrofila. Do sli¢nih zaklju¢aka dosli su i Mileti¢ i Radulovi¢ (2005). U ve€ini
uzoraka, brojnost oligonitrofila je veca u zoni rizosfere u poredenju sa zonom zemljista.

Pristupacnost azota Cesto je limitirajuci faktor biljne proizvodnje i uti¢e na biljne
zajednice i procese u ekosistemu (Tan i sar., 2003). Slobodni azotofiksatori zive u
zemljiStu i rizosferi 1 imaju vaznu ulogu u razvoju prirodnih ekosistema povecavanjem
sadrzaja azota u supstratima, stimulisanjem biljnog rasta i regulacijom strukture biljnih
zajednica (Deslippe 1 sar., 2005; Soares i sar., 2006). Mnogi faktori, kao $to su fizicke i
hemijske osobine supstrata, genotip biljnih vrsta itd. mogu da uticu na diverzitet i
strukturu azotofiksatora (Tan i sar., 2003; Chowdhury i sar., 2009; Coelho i sar., 2008).

Brojnost azotofiksatora u ispitivanim uzorcima nije bila velika. U 2011. godini,
osim kod vrste Reseda luteola L., brojnost azotofiksatora je veoma ujednacena u svim
uzorcima, bez obzira na biljnu vrstu i zonu uzorkovanja. Sli¢an trend kod vecine
uzoraka je zabelezen u 2013. godini, dok je u 2012. godini primetna razlika u broju
Azotobacter sp. u zavisnosti od biljnih vrsta i zone uzimanja uzoraka. Brojnost ovih
slobodnih azotofiksatora je niZa u poredenju sa ostalim grupama bakterija. Mrkovacki 1
sar. (2012) konstatuju da biljke stimuliSu razvoj mikroorganizama ali da je njihova
zastupljenost u rizosferi razli¢ita: amonifikatori su najbrojniji, dok su azotofiksatori
najmanje zastupljeni, Sto se podudara sa nasim rezultatima.

Gljive su grupa mikroorganizama i imaju znac¢ajnu ulogu u zemljitu, jer svojim
enzimima uti¢u na razlaganje kompleksnih jedinjenja i transformisu ih u pristupacne
forme. Produkti razlaganja najceS$¢e imaju kiselu reakciju i to su uglavnom jake
organske kiseline, kao $to su siréetna, limunska, oksalna itd. Ovi proizvodi agresivno
deluju na mineralnu komponentu (Mileti¢ i Radulovi¢, 2005).

Efikasnost usvajanja ugljenika kod gljiva iznosi 40-55%, Sto znaci da one
usvajaju i transformiSu vise ugljenika nego bakterije. Osim toga, bakterije su manje
efikasne u skladistenju ugljenika i oslobadaju veée koli¢ine ovog elementa u obliku
CO;,. Gljive imaju veci sadrzaj ugljenika 1 nizi sadrzaj azota u svojim celijama od

bakterijskih a zbog svoje male veli¢ine i velike dodirne povrSine, aktivnije ucestvuju u
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usvajanju ovih elemenata u poredenju sa korenovim dladicama i tako poboljSavaju
ishranu biljaka ovim elementima (Hoorman, 2011).

Brojnost gljiva u zemljistu bila je razlicita i kretala se u pribliznim intervalima
za 2011. i 2012. godinu (0,2 do 18,1x10%g, odnosno 0,8 do 18,6x10*g) i 0,1 do
9,6X104/g (2013. godine). U 2011. 1 2012. godini brojnost gljiva je uglavnom veca u
zoni rizosfere u poredenju sa zemljiStem, dok je u 2013. godini njihova brojnost veca u
zemljiStu. Dobijene vrednosti su nesto vise u odnosu na istrazivanja koja su obavili
Maharana 1 Patel (2013) ispitivajuéi mikrobne zajednice na podrucju pod
eksploatacijom uglja. Medutim, Mileti¢ i Radulovi¢ (2005) su u organskoj prostirci
razli¢itih Sumskih biljnih vrsta (bele lipe, crne jove, crnog bora, duglazije i japanskog
arisa) konstatovali slicnu brojnost gljiva kao u naSim istrazivanjima. Isti autori
konstatuju da je brojnost gljiva najmanja u periodu suse, odnosno u uslovima smanjene
vlaZznosti. Ova konstatacija je u skladu sa naSim istraZivanjima, jer je brojnost gljiva
najmanja u 2012. godini, odnosno u godini kada je zabelezena manja koli¢ina padavina
u letnjim mesecima u odnosu na 2011. i 2013. godinu.

Medutim, Ghose (2004) konstatuje znatno vecu brojnost gljiva u poredenju sa
nasim rezultatima. Isti autor ukazuje i1 na smanjenje zastupljenosti gljiva ispitivajuci
uticaj eksploatacije uglja na plodnost zemljiSta tokom desetogodiSnjeg perioda
obnavljanja ekosistema. Ova konstatacija je vrlo slicna nasim rezultatima.

Aktinomicete su Siroko rasprostranjeni mikroorganizmi u prirodnim
ekosistemima, kao i u onim koje je covek stvorio svojom aktivno$¢u. One imaju vaznu
ulogu u degradaciji organske materije (Seong i1 sar., 2001), pri ¢emu nastaju
ugljendioksid i voda, kao i biljkama pristupaéne hranljive materije (Mileti¢ i Radulovi¢,
2005).

Intervali zastupljenosti aktinomiceta su znatno uzi u poredenju sa gljivama. U
uzorcima jalovine brojnost aktinomiceta je veoma niska u poredenju sa ostalim
uzorcima. U vecini uzoraka, u rizosferi je njihova zastupljenost veca u odnosu na
zemljiste. Brojnost aktinomiceta se 2011. godine kretala u intervalu od 0,3 do 5,1x10%/g
(uz izuzetak zone rizosfere vrste Reseda luteola L., gde nije bilo aktinomiceta), u 2012.
godini od 0,7 do 3,9x10%g i u 2013. godini od 0,2 do 14,5x10*g. Na osnovu ovih
podataka, moZe se zakljuciti da se brojnost aktinomiceta povecava u funkciji vremena,

Sto se razlikuje od prethodnih istrazivanja (Ghose, 2004), koji konstatuje smanjenje
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njihove brojnosti u funkciji vremena. Vrednosti dobijene u 2013. godini vrlo su sli¢ne
rezultatima koje su objavili Zhao i sar. (2013) uz konstataciju da je brojnost
aktinomiceta najveéa nakon 9-ogodiSnjeg i maksimalnog 13-ogodiSnjeg perioda
obnavljanja lokacija u kineskoj rudarskoj oblasti Pingshuo. Mileti¢ i Radulovi¢ (2005)
konstatuju nisku zastupljenost aktinomiceta u letnjem periodu, $to je u skladu i sa naSim
rezultatima.

Sa izuzetkom od svega nekoliko uzoraka, bakterije dominiraju u odnosu na
gljive i aktinomicete i ¢ine najmanje 95% ukupnog broja mikroorganizama. Zhao i sar.
(2013) u sli¢nim istrazivanjima takode konstatuju dominantnost bakterija sa uc¢es¢em od
95,9 do 99,7%.

Dehidrogenaze u zemljistu, koje predstavljaju grupu intracelularnih enzima
prisutnih u zivim ¢elijama mikroorganizama, reguliSu metaboliticke reakcije u okviru
oksidativnog transfera energije (Smith i Papendick, 1993). S obzirom da ne spadaju u
ekstracelularne enzime u zemljiStu, smatraju se dobrim indikatorom opSte
mikrobioloske aktivnosti (Dick, 1997). Dehidrogenazna aktivnost zemljista obuhvata
aktivnost razliCitih dehidrogenaza (respiratornog i1 azotnog metabolizma 1 ciklusa
limunske kiseline), koje su prisutne u skoro svim mikroorganizmima. Zbog toga su
dehidrogenaze indikator bioloskog redoks sistema i mogu se koristiti za merenje
intenziteta mikrobnog metabolizma u zemljiStu (Kujur i Patel, 2012).

Aktivnost dehidrogenaze se znatno razlikovala po godinama uzorkovanja u
zavisnosti od biljnih vrsta i zone uzimanja uzoraka. U 2011. godini, dehidrogenazna
aktivnost se kretala u intervalu od 1,48 do 9,63x10™ ug TPF/g/h, u 2012 godini znatno
niza (0,36 do 4,10x10™ pug TPF/g/h) a u 2013. godini najveéa (1,58 do 23,47x10° pg
TPF/g/h). Ove vrednosti nisu visoke i s obzirom da se radi o lokacijama pod direktnom
eksploatacijom uglja, niske vrednosti dehidrogenazne aktivnosti su i oc¢ekivane. Do
slicnih zakljuc¢aka su doSli i1 Pitchel i Hayes (1990). Vrednosti dehidrogenazne
aktivnosti su znatno nize u odnosu na druga istrazivanja, gde je u slicnim uslovima
eksploatacije uglja dehidrogenazna akivnost iznosila 0,052 ug TPF/g/h (Kujur i Patel,
2012), odnosno 0,056 do 1,275 pg TPF/g/h (Maharana i Patel, 2013). S obzirom da je
prisutna u skoro svim mikroorganizmima (Taylor i sar., 2002), dehidrogenazna
aktivnost ukazuje na kataboliticku aktivnost zemljista, odnosno u korelaciji je sa

brojnos¢u i aktivno$¢u mikroorganizama (Skujins, 1976). Ovo je potvrdeno i naSim
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rezultatima u 2011. godini, gde je kod vrste Reseda luteola L. bio najve¢i broj bakterija
u obe ispitivane zone i najveca dehidrogenazna aktivnost. Osim toga, u zoni zemljiSta
vrste Polygonum lapathifolium L. ukupan broj bakterija i dehidrogenazna aktivnost bili
su najmanji u poredenju sa ostalim vrstama (tab. 28 i 37). Sli¢ni rezultati su dobijeni i
2013. godine, gde su najveéi broj bakterija i dehidrogenazna aktivnost bili u obe
ispitivane zone kod vrste Galium verum L., dok su isti parametri bili najmanji kod vrste
Conyza canadensis (L.) Cronquist u zoni zemlji$ta, odnosno kod vrste Amaranthus
albus L. u zoni rizosfere (tab. 37 i 41). Medutim, rezultati iz 2012. godine odstupaju od
navedenih trendova, jer dehidrogenazna aktivnost ne prati brojnost mikroorganizama.
Rezultati ukazuju da je najve¢i ukupan broj bakterija bio u zoni zemljiSta vrsta
Polygonum aviculare L. i Equisetum talmateia Ehrh., dok je u istoj zoni najveca
dehidrogenazna aktivnost bila kod vrste Saponaria officinalis L. Sa druge strane,
najmanji ukupan broj bakterija je bio kod vrste Amaranthus albus L., dok je najmanja
dehidrogenazna aktivnost bila kod Doronicum sp. L. Sli¢na odstupanja prisutna su i u
zoni rizosfere (tab. 31 i 38). Po nekim autorima, dehidrogenazna aktivnost se ne moze
smatrati jednim od indikatora opSte mikrobioloSke aktivnosti zbog slabe efikasnosti
akceptora elektrona koji se koriste u cilju odredivanja ove aktivnosti (Benefield i sar.,
1977). Pozitivna korelacija izmedu brojnosti mikroorganizama i enzimske aktivnosti ne
mora biti uvek prisutna u prirodnim ekosistemima, jer ¢inioci spoljne sredine imaju
znatno vedi uticaj na brojnost mikroorganizama nego na njihovu aktivnost (Singh i
Rengel, 2007).

Hemijski i biohemijski parametri mogu posluziti kao indikatori efekta tretmana
na procese u zemljistu koji doprinose kruzenju hranljivih elemenata u ekosistemu
(Prasanna i sar., 2011). Korelacija izmedu mikrobne i enzimske aktivnosti je potvrdena
samo ukoliko su lako razgradljivi izvori ugljenika uneti u zemljiste (Frankenberger i
Dick, 1983). Poznato je da je dehidrogenazna aktivnost znatno povecana pri porastu
aktivnih vidljivih ¢elija (Casida i sar., 1964). U nasem eksperimentu gde su razlicite
biljne vrste gajene na supstratima inokulisanim ¢istim kulturama i mesanim
bakterijskim populacijama, vrednosti dehidrogenazne aktivnosti su neznatno do znatno
veée U poredenju sa kontrolnom varijantom. | mnoga druga istrazivanja potvrduju
povecanje  dehidrogenazne aktivnosti kao posledicu  primene inokulacije

mikroorganizmima (Jarak i sar., 2006; Wolna-Maruwka i sar., 2012). Dobijene
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vrednosti u nasim istrazivanjima nisu visoke i mogu se povezati sa prisustvom jalovine
u supstratima. Emnova i sar. (2008) su, ispitivaju¢i dehidrogenaznu aktivnost u
zemljistima sa povecanim sadrzajem bakra i pri inokulaciji bakterijom Pseudomonas
aureofaciens dobili vrednosti sli¢cne nasim rezultatima. Osim toga, autori ukazuju i da
eksudati korenovog sistema mogu povecati dehidrogenaznu aktivnost (Wielgosz i
Szember, 2006; Wolna-Maruwka i sar., 2009), sto je u saglasnosti sa dobijenim
rezultatima u nasim eksperimentima. | teski metali znacajno utiCu na inhibiciju
enzimske aktivnosti stvaranjem kompleksa sa supstratom ili blokiranjem funkcionalnih
grupa enzima ili reakcijom sa kompleksom enzim-supstrat (Speir i sar., 1995).

Fosfataze su velika grupa enzima koji kataliSu hidrolizu estara i anhidrida
fosforne kiseline (Schmidt i Laskowski, 1961). U zemljisnim ekosistemima, imaju
znacajnu ulogu u procesima kruzenja fosfora (Speir i Ross, 1978) i porastu biljaka i, s
obzirom da se smatraju dobrim indikatorom zemljiSne plodnosti, imaju klju¢nu ulogu u
zemljistu (Eivazi i Tabatabai, 1977; Dick i sar., 2000). Aktivnost kisele i alkalne
fosfataze je povezana sa sadrzajem organske materije (Aon i Colaneri, 2001), ali i sa
drugim parametrima, od kojih je svakako najvaznija pH vrednost (Martinez i1 Tabatabai,
(1997).

U naSim istraZivanjima, fosfatazna aktivnost varira po godinama uzorkovanja,
zoni uzimanja uzoraka i biljnim vrstama. U 2011. godini se kretala izmedu 3 1 11 pg
pNP/g/h u zemljiStu, odnosno 2-9,5 ng pNP/g/h u zoni rizosfere. U 2012. godini je bila
najniza i kretala se od 1,1 do 5,3 pug pNP/g/h (zemljiste), odnosno 0,7-4,2 (rizosfera),
dok je u 2013. godini bila najveca i kretala se od 0,5 do 14 pg pNP/g/h u zemljiStu, dok
je u zoni rizosfere aktivnost iznosila 0,7 do 12,1 ug pNP/g/h. Ove vrednosti su znatno
nize u poredenju sa rezultatima koje su dobili Emmerling i sar. (2000) ispitivajuci
enzimsku aktivnost zemlji§ta u rudniku, ali uz primenu razli¢itih organskih materijala u
cilju stimulacije mikrobne aktivnosti. Takode viSe vrednosti fosfatazne aktivnosti u
poredenju sa naSim rezultatima konstatovali su 1 Dowarah 1 sar. (2009) ispitivajuci
lokacije na podruc¢ju rudnika uglja sa visokim sadrzajem sumpora.

Poznato je da usvajanje sumpora od strane biljaka u obliku neogranskog sulfata
(SO4) i njegova pristupacnost zavise od intenziteta mineralizacije ili mobilizacije
aromati¢nih sulfatnih estara (Fitzgerald, 1976). U razli¢itim profilima zemljista, neki

oblici sumpora su vezani za organska jedinjenja i indirektno su pristupacni biljkama. U
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tom sluCaju, pristupacnost sumpora ¢e zavisiti od ekstracelularne hidrolize ovih
aromati¢nih sulfatnih estara ili intracelularne oksidacije rastvorljivih organskih materija
koje usvajaju mikroorganizmi u cilju stvaranja energije i ugljenika za sopstvene
biosintetske procese, pri ¢emu kao spordni proizvod nastaje SO4. Svi ovi procesi vrse se
pomocu enzima arilsulfataze. Ovi enzimi su Siroko rasprostranjeni u prirodi (Dodgson 1
sar., 1982) 1 zemljistu (Ganeshamurthy i sar., 1995) i odgovorni su za hidrolizu sulfatnih
estara u zemljiStu (Kertesz i Mirleau, 2004). Prisustvo ovih enzima u razliitim
zemljiStima je Cesto u korelaciji sa mikrobnom biomasom i stepenom mobilizacije
sumpora (Vong i sar., 2003).

U naSim istraZivanjima, vrednosti za arilsulfataznu aktivnost iznose od 10 do
350 ug PNP/g/h. Ove vrednosti su znatno ve¢e u odnosu na druga istrazivanja gde su
ispitivana poljoprivredna zemljista (Elsgaard i sar., 2002; Kizilkaya i Dengiz, 2010),
gde su dobijene vrednosti iznosila 10-20, odnosno 11 do 30 pg PNP/g/h. U uzorcima iz
zone rizosfere, arilsulfatazna aktivnost se kretala izmedu 50 i 250 ug PNP/g/h, $to je
viSe u odnosu na uzorke iz zone rizosfere nekih poljoprivrednih kultura (Vong i sar.,
2004, Siwik-Ziomek i Koper, 2010). Dobijene vrednosti arilsulfatazne aktivnosti u
nasim istraZivanjima su vise i u poredenju sa vrednostima dobijenim nakon revegetacije
deponija materijala nastalog tokom eksploatacije uglja u suptropskom klimatskom
pojasu (Finkenbein i sar., 2013), kao i deponijskim materijalom poreklom iz rudnika
(Fresquez i sar., 1985). Medutim, Klose 1 sar. (1999) su zabelezili slicne vrednosti
arilsulfatazne aktivnosti nasim rezultatima ispitivajuci poljoprivredna zemljista.

Mnoga istrazivanja ukazuju da na oslobadanje sulfata iz rastvorljivih 1
nerastvorljivih estara u zemljistu uti¢e veliki broj spoljasnjih faktora (Burns, 1982) kao
Sto su prisustvo teskih metala (Tyler, 1981), pH vrednost (Acosta-Martinez i Tabatabai,
2000), sadrzaj organske materije (Jezierska-Tys i Frac, 2005) itd.

6.3. Biljno-mikrobne interakcije u popravci osteCenih zemljista

Korisna svojstva bakterija su predmet brojnih istrazivanja mikrobiologa i

ekonomista zbog svog potencijala u povecanju biljne proizvodnje (Somers i sar., 2004).

Bakterije promotori biljnog rasta (plant grow promoting bacteria - PGPB) uglavnom su

dipl. inz. Saud Hamidovi¢ 99



primenjivane na travama u poljskim uslovima i nekim hortikulturnim biljkama. Sojevi
koji pripadaju rodovima Azospirillum (Okon i Itzigshon, 1995; Dobbelaere i sar., 2001),
Bacillus (Reddy i Rahe, 1989; Kokalis-Bourelle i sar., 2002; Kokalis-Burelle i sar.,
2006) i Pseudomonas (McCullaugh i sar., 1996; Meyer i sar., 2010) su kori$¢eni u
eksperimentalnim testovima ekonomski znacajnih poljoprivrednih kultura. Osim toga,
za rizosferne bakterije koje pripadaju navedenim rodovima utvrdena je sposobnost
kolonizacije tkiva biljaka (Pedraza i sar., 2007; Mano i Morisaki, 2008).

Generalno, PGPB funkcionis$u na tri nacina (Glick, 2001): sintezom odredenih
jedinjenja koja koriste biljke (Dobbelaere i sar., 2003; Zahir i sar., 2004), stimulisanjem
usvajanja odredenih hranljivih materija iz supstrata (Lucas i sar., 2004) i prevencijom
biljnih bolesti (Guo i sar., 2004; Saravanakumar i sar., 2008). Medutim, mehanizmi
kojima se podsti¢e biljni rast, pri ¢emu dolazi do povecanja prinosa jo§ uvek nisu
razjaSnjeni (Dey 1 sar., 2004). Postoji nekoliko moguéih mehanizama: sposobnost
produkcije vitalnih enzima koji utiCu na izduzivanje i rast korena (Li 1 sar., 2000);
sposobnost produkcije hormona kao §to su auksin (Patten i Glick, 2002), apscisinska
kiselina (Dobbelaere i sar., 2003), giberelinska kiselina i citokinini (Dey i sar., 2004);
simbiozna azotofiksacija (Kennedy i sar., 2004); antagonizam protiv fitopatogenih
bakterija produkcijom siderofora, antibiotika, pigmenata i cijanida (Pal i sar., 2001;
Glick i Pasternak, 2003); rastvaranje i mineralizacija hranljivih materija, posebno
fosfata (Richardson, 2001; Banerjee 1 Yasmin, 2002); povecanje otpornosti prema susi
(Alvarez i sar., 1996), salinitetu i stresu (Stajner i sar., 1997); produkcija
vodnorastvorljivih vitamina B kompleksa, pantotenske kiseline, tiamina, riboflavina i
biotina (Sierra i sar., 1999; Revillas i sar., 2000). Osim u biljnoj proizvodnji, upotreba
PGPB je poslednjih godina proSirena i na remedijaciju kontaminiranih zemljiSta u
kombinaciji sa biljkama (Zhuang 1 sar., 2007), §to je u skladu i sa naSim istrazivanjima.

Rezultati istraZzivanja ukazuju na pozitivan uticaj inokulacije supstrata
bakterijama roda Bacilus na stepen klijavosti semena, suvu i sveZzu biomasu klijanaca
poljoprivrednih kultura. Pozitivni efekti primene bakterija iz roda Bacillus sp.
konstatovali su i drugi autori. Probanza i sar. (2002) su ispitivali efekat inokulacije
Pinus pinea bakterijama roda Bacillus sp. i konstatovali porast klijanaca biljaka, §to
povezuju sa moguc¢om produkcijom giberelina od strane bakterija. Bakterije iz roda

Bacillus sp. su jedne od najzastupljenijih u zemlji$tu i mnoge od njih se odlikuju PGPB
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efektom (Stamenov i Jarak, 2012). Postoji vec¢i broj metabolita koje oslobadaju ovi
sojevi 1 utiCu na zivotnu sredinu povecavanjem pristupacnosti hranljivih materija za
biljke (Barriuso i Solano, 2008). Bakterije iz ovog roda imaju potencijal povecanja
prinosa i rasta razli¢itih biljnih vrsta (Orhan i sar., 2006). Kod paradajza i paprike je
inokulacija ovim bakterija uticala na zadovoljavaju¢u kolonizaciju, S$to opravdana
njihovu primenu u biofertilizaciji (Garcia 1 sar., 2004), dok je kod maline doslo do
poveéanja prinosa i rasta biljaka (Orhan i sar., 2006). Bakterije iz roda Bacillus sp.
izolovane iz rizosfere ¢aja imaju sposobnost produkcije indolsiréetne kiseline i stimulisu
rast biljaka (Chakraborty i sar., 2006). Neki sojevi vrste Bacillus cereus su testirani in
vitro i ustanovljeno je da uti¢u na rastvaranje fosfata, ¢ime potpomazu rast biljaka
(Husen, 2003). Uporedivajuc¢i efekte primene bakterija iz rodova Bacillus sp. i
Pseudomonas sp. na prinos i suvu masu paradajza, africkog spanaca i bamje,
Adesemoye 1 sar. (2008) nisu dobili statisticki znacajne razilke izmedu ovih
inokulanata.

Inokulacija je pokazala pozitivan uticaj na svezu i suvu biomasu biljaka.
Stamenov i sar. (2011) su istrazivali uticaj Trichoderma asperellum na svezu i suvu
biomasu engleskog ljulja varijetet calibra, kao i na brojnost mikroorganizama. Sveza
masa biljaka povecana je 44,3% u odnosu na kontrolu, dok je suva masa uvecana za
43,75%. Brojnost svih ispitivanih grupa mikroorganizama je povecana. U slicnim
istrazivanjima, Stamenov 1 sar. (2012) su ispitivali uticaj primene bakterijskih
konstatovali porast sveZe i suve biomase u odnosu na kontrolu. U svim varijantama
doslo je do povecanja broja bakterija u odnosu na kontrolu, $to je identi¢no naSim
rezultatima. Do sli¢nih rezultata dosli su 1 Mrkovacki 1 sar. (2012). Osim toga, primena
bakterija iz roda Bacillus sp. uticala je i na povecanje sveze i suve mase peperminta, kao
1 na sadrzaj azota, fosfora i hlorofila u biljkama (Sandeep 1 sar., 2011). Kod pSenice je
primena meSanih bakterijskih populacija (ukljucujuci i Baciilus megaterium) uticala na
povecanje suve mase, sadrZaja azota i1 fosfora u nadzemnom delu biljaka (El-Komy,
2005). I kod kukuruza je potvrden stimulativni efekat bakterija iz roda Bacillus sp. i
oznacene su kao pogodne pri proizvodnji ove kulture, odnosno kao bakterije sa PGP
efektom (Palovi¢ i sar., 2013).
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Osim brojnosti mikroorganizama kao znacajnog parametra plodnosti zemljista,
inokulacija je pozitivno uticala i na enzimsku aktivnost. U svim ispitivanim varijantama
je doslo do povecanja dehidrogenazne aktivnosti supstrata inokulisanih Cistim
kulturama i meSanim bakterijskim populacijama. Jarak i sar. (2006) konstatuju da je
inokulacija statisticki znacajno uticala na povecanje dehidrogenazne aktivnosti u odnosu
na kontrolu. Medutim, Emnova i sar. (2008) konstatuju da primena bakterijskih
inokulanata nije uticala na porast dehidrogenazne aktivnosti zemljiSta kontaminiranih
bakrom.

Zastupljenost 1 aktivnost mikroorganizama u zemljiStu verodostojno odslikava
uslove koji vladaju u zemlji$tu i stepen njegovog razvoja (Helingerova i sar., 2010).
Razvoj aktivnih mikrobnih populacija ima veliki uticaj na aktiviranje vitalnih procesa u
zemljistu, kao Sto su kruzenje biogenih elemenata i konverzija neorganskih oblika azota
i fosfora u biljkama dostupne oblike (Fu i sar., 2010; Moreno-de las Heras i sar., 2008),
¢ime dolazi do povecanja plodnosti supstrata (Zhao i sar., 2013), odnosno porasta
biljaka, S$to je u korelaciji sa naSim rezultatima. I druga istrazivanja ukazuju na
pozitivnu korelaciju izmedu prinosa biljne mase 1 broja mikroorganizama koji

potpomazu ishranu biljaka (Paul i Clark, 1989; Jarak 1 sar., 2004).
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata istrazivanja moze se zakljuciti sledece:

e Prisustvo razli¢itih biljnih vrsta na podruc¢ju rudnika mrkog uglja ,,Kakanj*
ukazuje na potencijal ispitivanih lokacija i prirodni oporavak ekosistema.
Uoceno je povecanje broja biljnih vrsta od 34, koliko je konstatovano prve
godine istrazivanja do 104 u poslednjoj godini. Diverzitet biljnih vrsta, koji
je narocito izrazen 2013. godine, ukazuje na poboljSanje uslova za rast
biljaka, koje svojom aktivnoscu, dalje, doprinose oporavku ekosistema.
Tokom 2011., 2012. i 2013. godine najzastupljenije su biljke iz familije
Asteraceeae i imaju najznacajniji efekat na formiranje i oCuvanje prirodne
vegetacije.

e Na jalovini u toku 2011. god. nije konstatovano prisustvo biljaka, dok je
2012. konstatovano prisustvo samo jedne biljne vrste i to Amaranthus albus
L., a 2013. god. pet familija Amaranthaceae, Chenopodiaceae
Convolvulaceae, Poaceae i Polygonaceae. Ovi rezultati ukazuju da su tokom
perioda od 3 godine, abioti¢ki faktori (svetlost, vlaga, itd.), zajedno sa
rastom biljaka, doprineli stvaranju povoljnih uslova za rast nekih biljnih
Vrsta 1 na taj nacin ukazali na potencijal ovog jaloviSta za oporavak.

e Ispitivani lokaliteti se izuzetno razlikuju u pogledu pH vrednosti koja se
kre¢e od slabo alkalne, preko neutralne do slabo ili jako kisele reakcije.
Sadrzaj organskog ugljenika je visok, a sadrzaj pristupacnog fosfora nizak.
Sadrzaji teSkih metala, osim nikla, su ispod grani¢nih vrednosti za
poljoprivredna zemljista. Sadrzaj pristupacnog gvozda i kalcijuma je veoma
visok. Sadrzaj organskih zagadivaca je nizak, polihlorovani bifenili nisu
detektovani, dok je sadrzaj PAH-ova razli¢it u zavisnosti od lokacije. Sadrzaj
ugljovodonika je nizak na svim lokacijama.

. Jalovina se odlikuje kiselom reakcijom sredine, bez slobodnih karbonata, i
sadrzajem organskog ugljenika od 15,2% 1 ukupnog N od 0,48%. Sadrzaj

nikla 1 gvozda je visok. Polihlorovani bifenili nisu detektovani, sadrzaj
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PAH-ova je veoma nizak, dok je sadrzaj ugljovodonika ve¢i od 1 g/kg.
Jalovina ima visok sadrzaj ugljovodonika iz grupe Cio — Cao.

o Mikrobni diverzitet na ispitivanim lokacijama je veoma izraZen i ispoljava se
u prisustvu razlicitih fizioloskih i1 sistematskih grupa mikroorganizama.
Bakterijske populacije dominiraju u odnosu na populacije gljiva i
aktinomiceta u toku sve tri godine ispitivanja.

e Brojnost ukupnih bakterija bila je razli¢ita u zavisnosti od godine ispitivanja,
zone rizosfere kao 1 biljne vrste. Ukupan broj bakterija je najve¢i u toku
2011. god. a najmanji u toku 2013. god., ali treba imati u vidu da je 2011.
god. konstatovana izuzetno velika brojnost u zemljistu i rizosferi biljne vrste
Reseda luteola L., i da je to uticalo na ukupnu brojnost u toj godini. Odnos
ukupnog broja bakterija u rizosferi u odnosu na zemljiSte iznosi od 1,9 u
toku 2011., 1,5 u toku 2012., dok je taj odnos u toku 2013. godine 0,9. Veca
brojnost ukupnih bakterija u rizosferi je posledica aktivnosti korenovog
sistema 1 specifi¢nosti uslova koji vladaju u zoni rizosfere. Takode, ovi
rezultati upucuju na zakljucak da je prisustvo veceg broja razlicitih biljnih
vrsta na ispitivanim lokalitetima u toku 2013. god. uticalo na smanjenje
rizosfernog efekta, Sto se manifestuje kroz izjednacavanje brojnosti ukupnih
bakterija u rizosferi 1 zemljiStu. Ukupan broj svih grupa bakterija u 2011.
godini bio je najveéi kod vrste Reseda luteola L., u 2012. godini kod vrste
Polygonum aviculare L. i u 2013. godini kod vrste Galium verum L.

e Ukupni amonifikatori su brojniji u rizosferi u odnosu na zemljiSte u sve tri
ispitivane godine a taj odnos se kre¢e od 1,2 do 1,4. Sporogeni amonifikatori
su najbrojniji u prvoj godini istrazivanja a brojnost u rizosferi i zemljistu je
sli¢na. Odnos izmedu ukupnih amonifikatora 1 sporogenih je razli¢iti u
rizosferi 1 zemljiStu 1 povecana brojnost u zemljiStu ukazuje na povoljnije
uslove u rizosferi biljaka za aktivnost bakterijskih populacija $to je doprinelo
germinaciji sporogenih formi u vegetativne.

e Brojnost Azotobacter sp. je znatno niza u poredenju sa ostalim grupama
mikroorganizama. Brojnost populacija gljiva i aktinomiceta je manja u
odnosu na bakterijske populacije i u brojnosti ovih populacija uglavnom

nema razlike izmedu rizosfere i zemljista.
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e Mikrobni diverzitet jalovine je manji u odnosu na ostale ispitivane lokalitete.
Najmanja brojnost ukupnih bakterija je u 2011. god. a rod Azotobacter sp.
nije detektovan ni u jednoj godini istrazivanja. Enzimska aktivnosti jalovine
je veéa u povrSinskom sloju u odnosu na potpovrsinski.

e Dehidrogenazna aktivnost u rizosferi je bila ve¢a 2011. god. u odnosu na
zemljiste a kasnije se ta razlika ne uocava, §to ukazuje na povecanje bioloske
aktivnosti i u zemljiStu. Ukupna fosfatazna aktivnost bila je najveca 2011.
god. u zemljiSu i u narednom periodu istrazivanja ne uocava se razlika
izmedu zemljista i rizosfere. Arilsulfatazna aktivnost je bila veca u rizosferi
biljaka u odnosu na zemljiste.

e Sa lokacija rudnika mrkog uglja ,Kakanj* izolovano je viSe bakterijskih
izolata i 7 izolata gljiva koje pripadaju rodovima Aspergillus sp., Penicillium
sp., Rhizopus sp. i Mucor sp.

e Dva izolata izolovana iz jalovine su identifikovana primenom biohemijskih
APl testova i1 molekularnim metodama. lzolat 13k identifikovan je
sekvencioniranjem 16S rRNK gena na osnovu kog je klasifikovan u okviru
roda Bacillus. Bakterijski izolat 19k je identifikovan sekvencioniranjem 16S
rRNK gena i takode je klasifikovan unutar roda Bacillus.

e Inokulacija supstrata Cistim i meSanim populacijama Bacillus sp. 13Kk i
mesanim populacijama Bacillus sp. 13k i Bacillus sp. 19k. uticala je na
povecanje brojnosti mikrobnih populacija u supstratima u kojima su gajene
salata, pSenica, ovas, slacica i tritikale.

e Inokulacija supstrata Cistim kulturama bakterija i meSanim bakterijskim
populacijama je uticala na povecanje stepena klijavosti kod salate, pSenice i
tritikale pri sadrzaju 25% jalovine, odnosno 50% kod tritikale.

e Rezultati mikrobioloske aktivnosti zemljista i biljno-mikrobne interakcije na
podrucju rudnika mrkog uglja ,,Kakanj* ukazuju na oporavak oStecenog
ekosistema viSedecenijskom eksploatacijom uglja. Ova istrazivanja daju
osnovu za primenu mikrobnih populacija i selekciju biljnih vrsta koje mogu
znaCajno ubrzati procese ekoremedijacije 1 time doprineti procesima
formiranja normalnog ekosistema na podru¢ju rudnika mrkog uglja

»Kakanj“.
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HN3jaBa 0 ayTopcTBY

[Morrucanu-a: Cayn XamumoBuh

bpoj unnekca wiu npujaBe qoKTopcke aucepranuje  08/6

HU3jaBbyjem

J1a je TOKTOpCKa AucepTalluja Mo HacJIOBOM:
MukpoOHoJIoNIKa aKTHBHOCT OMTeheHNX 3eMJBHINTA Ha JIOKAIjaMa PyTHUKA

MPKOT yTiba U OMJbHO MUKPOOHE MHTEPAKIHje Y MPOIleCHMa eKopeMeinjalinje

® pe3yJTaTr CONCTBEHOT UCTPAKUBAYKOT Pajia,

e Jla MpeJIoKeHA JIOKTOPCKa AWCepTalyja y NSJIUHA HU Y JCIOBUMA HUje Omia
npesioXeHa 3a 1o0ujame OUII0 Koje JUIUIOME MpeMa CTYAHM]CKUM Mporpamuma
JPYTUX BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA,

e J1a Cy pe3yJTaTH KOPEKTHO HaBEJICHU U

e Jla HUCAM KpILIKO/JIa ayTopcKa MpaBa U KOPUCTHO/JIa MHTENEKTYyaJlHy CBOJUHY
JPYTHX JIAIIA.

HHornuc xoxkTopanaa

VY Beorpany, mapt 2014, - >




IIpuaor 2.

MN3jaBa 0 MCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE
Bep3HUje JOKTOPCKe qucepTanmje

Nwme u ipesume ayropa Cayn Xamugosuh

bpoj unaekca winu npujaBe qokTopcke aucepranuje  08/6

Crynujcku mporpam  Menmopanuje 3eMJBHIITa

HacnoB nokropcke aucepranuje  MUKpOOHOJIOIIKA aKTUBHOCT OIITeheHnX
3eMJBHINITA HA JIOKAIMjaMa PyJHUKAa MPKOT yIjba
OMJHbHO MUKPOOHE MHTEPAKIKje y Ipolecuma
eKopeMeTrjaryje

Menrtop  Jou. ap bnaxo JlaneBuh

[Tornucann/a  Cayn XamugoBuh

W3jaBpyjeM jga je mTammaHa Bep3Wja MoOje JOKTOPCKE JHUCEpTalHje HCTOBETHA
€JIEKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy caM Mpenao/na 3a o0jaBJbUBame Ha Moprainy Jdururaanor
peno3uTopujyma YHuBep3urera y beorpany.

Jlo3BosbaBaMm ja ce 00jaBe MOjU JTUYHU MOJAIM BE3aHU 3a J0OHjamke aKaJeMCKOT 3Bamba
JOKTOpa Hayka, Kao MTO Cy UMe U TIPe3uMe, TOJIMHA U MECTO poljema U JaTyM oadpaHe
pana.

OBuM MYHM TOJAM MOTy ce O0jaBUTH Ha MpEXHUM CTpaHHUIlaMa JTUTHTaIHE
6ubnuoTeke, y eeKTPOHCKOM KaTaJlory U y nyOnukanujama YHuBepsuteta y beorpany.
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MukpoOroJIONIKa aKTUBHOCT OMTEheHNX 3eMJBUIITA HA JIOKAIlMjaMa PYJIHHUKA

MPKOT yIJba ¥ OMJbHO MUKPOOHE MHTEPAKIIHMje Y MPoIlecCuMa eKopeMeinjaluje

KOja je MOje ayTOPCKO JEeo.
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