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MIKROBIOLOSKI TRETMAN SEMENA U ODRZIVOJ BILJNOJ PROIZVODNJI
REZIME

Veliki znacaj u odrzivoj biljnoj proizvodnji imaju rizosferne bakterije koje stimuliSu rast
biljaka (PGPR). Cilj disertacije je bio ispitati moguénost primene PGPR u mikrobioloskom
tretmanu semena izabranih biljnih vrsta, §to bi doprinelo boljem razumevanju uspostavljanja
kompleksnih biljno-mikrobnih interakcijskih odnosa. Kako Azotobacter chroococcum 1 Bacillus
megaterium predstavljaju izuzetno rasprostranjene zemljiSne bakterije, cilj je bio da se ispita
potencijal izolata, predstavnika ovih vrsta, u mikrobioloskom tretmanu semena. Molekularna
identifikacija je potvrdila pripadnost izolata F8/2 vrsti Azotobacter chroococcum i 11/3 vrsti
Bacillus megaterium, a na osnovu ispitanih karakteristika utvrdeno je da pripadaju grupi PGPR.

Efekti mikrobioloSkog tretmana praceni su kroz parametre germinacije: finalni procenat
germinacije (FGP), germinacijski indeks (GI), prosecno vreme germinacije (MGT) i vigor (I i II).
Kod odabranih biljnih vrsta izvrSena je morfometrijska analiza korena. Imajuc¢i u vidu znacaj korena
u proizvodnji Seerne repe, kao i1 nedostatak istrazivanja vezanih za uticaj inokulacije na
mikrostrukturne promene u tkivu korena, ispitan je uticaj inokulacije sa A. chroococcum F8/2 na
mikromorfoloSke promene korena Secerne repe. Pracena je povrSinska i endofitna kolonizacija
primenom odgajivatke 1 mikroskopske metode. Skening-eklektron- i konfokal-laser-skening
mikroskopija je potvrdila sposobnost sojeva da povrSinski kolonizuju koren razlicitih biljnih vrsta.
Inokulacija A. chroococcum F8/2 uticala je na povecanje germinacijskih parametara kod viSe biljnih
vrsta. Kod pSenice FGP je povecan za 15,58%, GI kod soje za 100%, vigor I kod Secerne repe za
91% 1 vigor II kod kukuruza za 68%. Inokulacija nije znacajnije uticala na MGT, ali je doprinela
povecanju duZine klijanaca soje za 100%. Inokulacijom B. megaterium 11/3 najvea povecanja
germinacijskih parametara su: FGP 1 GI uljane repice za 40% i 41%, vigor I krastavca za 33% i
vigor II pSenice za 43%. Inokulacija sa A. chroococcum F8/2 1 B. megaterium 11/3 je uticala na
promene u morfologiji korena kod vecine testiranih biljaka, Sto je od izuzetne vaznosti za ishranu i
zdravstveni status biljaka. A. chroococcum F8/2 je najveci efekat pokazao kod kukuruza gde je
uticao na ukupnu duzinu, povrSinu, volumen i pre¢nik korena. Inokulacijom sa B. megaterium 11/3
najveci efekat je postignut kod krastavca gde su povecanja ukupne duZine, povrSine, volumena i
precnika korena iznosila 55%, 82%, 91% 1 36%. Mikromorfoloska ispitivanja uticaja inokulacije A.
chroococcum F8/2 na rani rast korena Secerne repe ukazala su da nastale promene na vaskularnom
tkivu korena mogu poboljsati transport vode i nutrijenata.

Rezultati istrazivanja u okviru ove disertacije su pokazali da PGPR sojevi, 4. chroocoocum
F8/2 i B. megatrium 11/3, imaju potencijal primene u mikrobioloSkom tretmanu semena razli¢itih
biljnih vrsta §to opravdava njihovu primenu u odrzivoj biljnoj proizvodnji.

Kljucne reci: Azotobacter chroococcum, Bacillus megaterium, bioprajming, endofitna 1 povrSinska
kolonizacija, germinacija, inokulacija, morfologija korena

Naucna oblast: Mikrobiologija
Uza naucna oblast: Ekoloska mikrobiologija
UDK: 631.53.027:631.147(043.3)



SEED MICROBIOLOGICAL TREATMENT IN SUSTAINABLE PLANT PRODUCTION
ABSTRACT

Plant growth promoting rhizosphere bacteria (PGPR) are of great importance for sustainable
plant production. The aim of this dissertation was to examine the potential of employing PGPR to
microbiological seeds treatment of chosen plant species, in order to obtain a deeper understanding
of complex plant-microbial interaction relationships. Since Azotobacter chroococcum and Bacillus
megaterium are widely distributed soil bacteria, the goal was to explore the potential of isolates
belonging to these species for microbiological seed treatment. Molecular identification confirmed
that samples F8/2 and 11/3 belonge to the species Azotobacter chroococcum and Bacillus
megaterium, respectively, and based on the studied traits they were assigned to the PGPR group.

Germination parameters: final germination percentage (FGP), germination index (GI), mean
germination time (MGT), and vigor (I and II) were used to assess the effects of microbiological
treatment. Roots of the chosen plants species were analyzed morphometrically. Given the
importance of roots in sugar beet production and the lack of studies on the effect of inoculation on
microstructural changes in root tissues, the effect of inoculation with 4. chroococcum F8/2 on
micromorphological changes in sugar beet roots was studied. Culture-based and microscopic
techniques were used to observe surface and endophytic colonization. Scanning-electron- and
confocal-laser-scanning microscopy verified the ability of strains to colonize the root surfaces of
various plant species. Inoculation with 4. chroococcum F8/2 affected the increase of germination
parameters in several plant species. FGP increased by 15.58% in wheat, GI increased by 100% in
soybean, vigor I increased by 91% in sugar beet, and vigor II increased by 68% in maize.
Inoculation had no effect on MGT but did lead to a 100% rise in the length of soybean seedlings.
The most significant accomplishments in germination parameters with B. megaterium 11/3
inoculation are: FGP and GI of rapeseed by 40% and 41%, vigor I of cucumbers by 33%, and vigor
II of wheat by 43%. Inoculation with 4. chroococcum F8/2 and B. megaterium 11/3 led to
alterations in root morphology in the majority of the studied plants, which is vital for plant nutrition
and health. In maize, 4. chroococcum F8/2 had the greatest effect, altering the total length, area,
volume, and diameter of the roots. The most significant result was obtained by inoculating
cucumber with B. megaterium 11/3, with increases in total length, surface, volume, and diameter of
the roots of 55%, 82%, 91%, and 36%, respectively. Micromorphological analyses of the effect of
A. chroococcum F8/2 inoculation on the early development of sugar beet roots revealed that the
resulting alterations in the roots' vascular tissue can enhance water and nutrient transfer.

The results of the dissertation research revealed that the PGPR strains, 4. chroocoocum F8/2
and B. megatrium 11/3, have the potential for use in the microbiological treatment of seeds of
various plant species, which supports their use in sustainable plant production.

Key words: Azotobacter chroococcum, Bacillus megaterium, biopriming, endophytic and surface
colonization, germination, inoculation, morphology of roots

Scientific field: Microbiology
Scientific subfield: Microbial ecology
UDK: 631.53.027:631.147(043.3)
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1. UVOD

Poljoprivredna proizvodnja je pred velikim izazovom, jer se do 2050. godine ocekuje
povecanje od 60-110% (OECD-FAO, 2012; Tilman, 2011) kako bi se obezbedile dovoljne koli¢ine
hrane na globalnom nivou. ViSedecenijska primena agrohemikalija u konvencijalnoj biljnoj
proizvodnji, u cilju obezbedenja stabilne proizvodnje, dovodi do narusavanja strukturnih i
funkcionalnih elemenata celokupnog ekosistema i1 ugrozavanja opstanka svih Zzivotnih formi.
Primena mineralnih dubriva sa jedne strane doprinosi povecanju prinosa, ali sa druge remeti
mineralni balans, naruSava strukturu, plodnost 1 biodiverzitet zemljista. Pored niza Stetnih efekata,
potrebno je posebno naglasiti da toksi¢éne komponente mineralnih dubriva ulaze u lanac ishrane,
indukuju¢i promene koje ¢e se odraziti 1 na buduce generacije. lako je uloga pesticida u
poljoprivrednoj proizvodnji velika, nemoguénost postizanja apsolutne selektivnosti u odnosu na
patogene doprinosi Stetnim efektima na ljude 1 druge organizme. Prekomerna upotreba pesticida i
mineralnih dubriva doprinosi i klimatskim promenama, odnosno efektu staklene basSte kroz emisiju
Stetnih gasova i depoziciju toksi¢nih komponenata u zemljiSte. Klimatske promene direktno uticu
na gubitak prinosa najvaznijih poljoprivrednih kultura, a podatak da sa svakim stepenom povecanja
temperature dolazi do gubitaka u prinosu kukuruza za 7,4%, pSenice 6%, pirin¢a 3,2% 1 soje 3,1%
(Zhao et al., 2017) ukazuje na neophodnost i hitnost pronalazenja odrzivih reSenja. U biljnoj
proizvodnji zemljiSte je kriticna komponenta od Cijeg kvaliteta zavisi celokupan zivotni ciklus
biljke. Zbog toga je od izuzetne vaznosti oCuvanje zdravlja i kvaliteta zemljiSta. Medutim,
negativan uticaj agrohemikalija rezultirao je poremecajem u funkcionisanju zemljiSnog ekosistema
Sto se direktno odrazava na slabljenje sposobnosti biljaka da opstaju i ispolje svoj fizioloski
potencijal. Da bi se ovaj prirodni 1 neobnovljivi resurs ouvao u skladu sa zakonima odrzivostivi,
implementacija svih tehnologija koje podrzavaju ovakav koncept dobija sve viSe na znacaju.

Osnovni cilj odrzive poljoprivredne proizvodnje je obezbedenje hrane u kvantitativnom i
kvalitativnom smislu uz istovremeno ocuvanje svih prirodnih resursa i poStovanje prirodnih
zakonitosti koji vladaju u okruzenju. Za biljnu proizvodnji zemljiste je izvor mogucih reSenja i u
tom kontekstu, neprocenjivu ulogu i doprinos imaju zemlj$ni, korisni mikroorganizmi. Zahvaljujuci
aktivnostima u geohemijskim procesima, procesima kruzenja elemenata u biosferi, humifikaciji,
ishrani biljaka i1 biokontrolnoj aktivnosti sve vise se u odrzivoj poljoprivrednoj biljnoj proizvodnji,
primenjuju razli¢iti korisni zemljiSni mikroorganizmi. Posebna populacija zemljiSnih
mikroorganizama su rizobakterije, stimulatori biljnog rasta (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria, PGPR). To je populacija mikroorganizama koja uspostavlja bliske intrakcijske
odnose sa biljkom kroz proces kolonizacije rizosfernog zemljista i biljnog tkiva, pre svega korena.
Rodovi mikroorganizama Rhizobium, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas,
Trichoderma, Streptomyces predstavljaju prirodni potencijal koji moZe biti atraktivna eko-
alternativa agrohemikalijama. PGPR su mikrobi koji su povezani s rizosfernim zemljiStem 1
doprinose poboljSanju ishrane biljaka, poveéanju prinosa useva, otpornosti na bolesti, povecanju
plodnosti zemljiSta i poboljSanju strukture zemljiSta. U prirodnim uslovima, biljke su uvek
povezane sa zajednicom mikroba, fitomikrobiomom, i razumevanje interakcija koja se uspostavlja
izmedu biljaka 1 fitomikrobioma je od izuzetne vaznosti za formiranje odrzivih agroekosistema.
Rizosfera je nesumnjivo najsloZenije mikrostaniSte, koje se sastoji od mreZe korena biljaka,
zemljiSta 1 raznovrsnog konzorcijuma bakterija, gljiva, eukariota i arhea 1 uslovi u rizosferi imaju
direktan uticaj na rast useva i prinos. Rizosfera je sloZzena zona u kojoj se, zahvaljuju¢i intenzivnim
bioloSkim, fizickim i hemijskih procesima odvija dinamicki tok i kruzenje ugljenika, nutrijenata 1
vode. Korisni rizosferni mikrobi, sa razli¢itim funkcionalnim sposobnostima, mogu doprineti
poboljsanju produktivnosti agroekosistema i na taj nacin se rizosferni inZenjering moze smatrati
posebnom strategijom i mehanizmom odrzive biljne proizvodnje.

Biljka u toku svog zivotnog ciklusa prolazi kroz razli¢ite faze i konstantno se suocava sa
faktorima Zivotne sredine. Prvi kontakt sa Zivotnom sredinom biljka ostvaruje semenom, a
uspesnom germinacijom se obezbeduje kontinuirana biljna proizvodnja. Globalne klimatske
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promene imaju Stetne posledice na poljoprivredne proizvodne sisteme zbog Cega je poboljSanje
kvaliteta semena vazna komponenta u odrzivosti biljne proizvodnje u uslovima klimatskih promena.
Usvajanje ekoloski prihvatljivih strategija neophodno je ne samo da bi se smanjili ulazni troskovi ili
opterecenje prirodnih resursa, ve¢ 1 osigurala odrziva proizvodnja hrane. Zbog toga su tehnologije
zagadenja zemljiSta 1 voda. Bioloski agensi koji se koriste u prajming tehnologiji, poznatoj kao
bioprajming, su PGPR. Dobro je poznato da ovi mikrobi mogu stimulisati rast biljaka kroz razli¢ite
mehanizme, ukljuuju¢i snabdevanje azotom procesom azotofiksacije, solubilizacijom
nerastvorljivih minerala, produkcijom razli¢itih liti€ckih enzima, regulatora rasta i moduliranjem
fitohormonske aktivnosti, indukovanjem rezistencije itd.

Bioprajming tehnologija, metodom mikrobioloske inokulacije semena, doprinosi
uspostavljanju interakcije biljaka sa mikroorganizmima u najranijoj fazi rasta, Sto rezultira
medusobnom podrskom kroz ceo zivotni ciklus u uslovima razli¢itih ekoloskih faktora.
Bioprajming znac¢ajno poboljSava klijavost semena, nicanje, razvoj biljaka i parametre prinosa kako
u normalnim tako i stresnim okolnostima.

Upotreba mikroorganizama koji stimuliSu rast biljaka bioprajmingom je efikasna tehnika 1
smatra se da je klju¢na komponenta strategije integrisanog upravljanja za prevazilazenje klimatskih
promena kao i biotickog stresa (StetoCine 1 patogeni) u razli¢itim agroekosistemima.

Za usvajanje ovih tehnologija koje mogu povecati rast useva, pruziti zastitu od biotickog i
abiotickog stresa, povecavati prinos 1 poboljsati kvalitet zemljista 1 to bez rizika po Zivotnu sredinu
ili zdravlje ljudi, potrebno je razvijati svest i ohrabriti poljoprivredne proizvodace. Medutim, pored
poljoprivrednika, vazna je, pre svega politicka, pravna, ekonomska, edukativna, kao i podrska svih
onih koji su na putu do momenta njihove primene u neposrednoj proizvodnji.

Kako bi se olakSala primena ove jednostavne 1 jeftine tehnologije u razliCitim
agroekosistemskim uslovima, potrebna su dodatna multidisciplinarna istrazivanja o PGPR sa
aspekta njihove odrzivosti, postojanosti, mehanizma, ekspresije gena na semenu, razumevanja
metabolickih interakcija i brojnih drugih. Zbog svega navedenog istraZivanja u ovoj oblasti i dalje
prestavljaju izazov za istrazivace razli¢itih profila.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Uticaj agrohemikalija na Zivotnu sredinu

Agroekosistem je u potpunosti modifikovan aktivnos¢u Coveka i moze se posmatrati kao
veliki ekosistem sa brojnim elementima koji deluju u interakciji, ukljuc¢ujuci ekoloske, ekonomske i
drustvene komponente. Dobro razvijen i formiran prirodni ekosistem je relativno stabilan,
samoodrziv, prilagodava se promenama, oporavlja od poremecaja i sposoban je da odrzi
produktivnost koriste¢i samo energiju suncevog zraCenja. Medutim, kada koncept ekosistema
prosSirimo na agroekosistem onda se fokus pomera na lako merljive rezultate sistema npr. prinos.
Ipak i kod agroekosistema se moraju uzeti u obzir slozene interakcije bioloskih, fizickih, hemijskih,
ekoloskih 1 socioloskih faktora, koji odreduju procese koji omoguéavaju postizanje i odrzavanje
prinosa. Agroekosisteme je Cesto teze proucavati od prirodnih ekosistema, jer se slozene interakcije
dodatno komplikuju ljudskim aktivnostima koje menjaju normalne strukture i funkcije ekosistema.
Cinjenica je, da bi bilo koji agroekosistem bio potpuno odrZiv moraju se uzeti u obzir ekoloski,
ekonomski i drustveni faktori i procesi u interakciji. Ipak, ekoloska odrzivost je gradivni blok na
kojem se zasnivaju ostali elementi odrzivosti. Dugoro¢na odrzivost mora se viSe oslanjati na internu
proizvodnju i regulatorne usluge ekosistema nego na eksterne inpute (Hawes et al., 2021).

Poslednjih decenija u poljoprivrednoj biljnoj proizvodnji se intezivirala upotreba
agrohemikalija kako bi se obezbedio optimalan prinos. Agrohemikalije predstavljaju razlicite
ukljucuje herbicide, insecticide, fungicide i nematocide. Takode, termin se odnosi i na sintetisane
hormone i druge agense koji pomazu rast i razvoj poljoprivrednih kultura. Iako je skoro nemoguce
zamisliti biljnu proizvodnju bez njihove upotrebe u situaciji kada ljudska populacija raste i kada su
zahtevi za hranom sve veci, javio se problem nekontrolisane upotrebe. Takode, veliki problem je
postojeca disproporcija izmedu zahtevanog rasta poljoprivredne proizvodnje koja iznosi 4% po
stanovniku u narednoj dekadi (OECD-FAO, 2022) 1 povecanja raspolozivih novih poljorivredih
povrsina koja nije bila veéa od 0,1% u periodu 1961 - 2000, sa tendencijom smanjenja od 2000
(FAO, 2020). Nedostatak plodnog poljoprivrednog zemljiSta pokuSava se nadomestiti primenom
agrohemikalija, posebno mineralnih dubriva na ve¢ postoje¢im povrSinama. Trend povecanja moze
se videti na primeru upotrebe azotnih dubriva. S obzirom na znacaj azota u rastu i razvoju biljke, iz
godine u godinu raste stopa primene mineralnih azotnih dubriva. Tako je 1900-te iznosila 0,2 kg po
glavi stanovnika da bi se do 2000-te povecala na 14 kg (Smil, 2001). U 2020. godini potroSnja
mineralnog azotnog dubriva procenjena je na 10,0 miliona tona u EU, slicno prosec¢noj kolicini
potrosenoj izmedu 2010 1 2019 godine (Eurostat, 2020). Globalna potrosnja pesticida u 2019. godini
iznosila je priblizno 4,19 miliona metrickih tona, pri ¢emu je Kina bila ubedljivo najveéi potrosac
pesticida (1,76 miliona metrickih tona), slede Sjedinjene Americke Drzave (408 hiljada tona),
Brazil (377 hiljada tona) i Argentina (204 hiljade tona) (Fernandez, 2021.)

Stav da se intenzivnijom upotrebom agrohemikalija moze obezbediti optimalna proizvodnja
ne moze biti bez posledica. Prekomerna, neadekvatna, nekontrolisana i dugotrajna primena azotnih,
fosfatnih dubriva 1 pesticida prouzrokuje niz Stetnih efekata na zivotnu sredinu. Neposredno, nakon
primene azotnih dubriva, samo 50% od ukupne koli¢ine biva apsorbovano od strane biljaka Sto
znaci da se veliki deo oslobada u okruZenje. Isparavanjem se izgubi 2-20%, 15-25% reaguje sa
organskim komponentama zemljista, dok 2-10% odlazi u povrSinske i podzemne vode (Savci,
2012). Prekomerna i dugotrajna primena azotnih i fosfatnih dubriva uzrokuje dospevanje teskih
metala (ziva, kadmium, arsen, olovo) u zemljiste i biljke preko kojih se ovi polutanti uvode u lanac
ishrane 1 degradaciju fizicko-hemijskih karakteristika zemljiSta kao Sto je povecanje saliniteta,
gubljenje neorganske forme fosfora i organske materije i pojava acidifikacije (Savci, 2012). Veliki
problem je pojava sabijenosti zemljista, jer komponente mineralnih dubriva sprecavaju formiranje
zemljiSnih agregata (Antony et al., 2020). NaruSavanje strukture zemljiSnih agregata ometa drenazu
vode 1 aeraciju zemljiSta, klju¢nu za normalan rast biljke. Struktura zemljiSta zavisi od prisustva 1
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aktivnosti mikroorganizama ¢iji opstanak moze biti direktno ugrozen primenom agrohemikalija, §to
se odrazava na smanjenje biodiverziteta bakterijskih (Meena et al., 2020) i zajednica gljiva u
zemljiStu (Streletskii et al., 2022). Smanjenje diverziteta korisnih zemljiSnih mikrobnih zajednica
nepovoljno ¢e se odraziti na rast i razvoj biljaka smanjenjem dostupnosti nutrijenata ili pove¢anjem
pojave bolesti kod biljaka (Meena et al., 2020).

Negativni efekti se ne ograniavajaju samo na zemljiSne ekosisteme. Jedan od velikih
problema nastalih intenzivnom primenom fosfornih i azotnih mineralnih dubriva je eutrofikacija.
Povecane koncentracije azotnih i1 fosfornih jedinjenja u vodi dovode do prekomernog umnozavanja
algi 1 drugih vodenih biljaka koje naruSavaju kvalitet voda. Smanjenje koncentracije kiseonika u
donjim slojevima vode dovodi do redukovanja broja vodenih organizama, povecanja smrtnosti riba,
ali 1 povecanja broja nezeljenih vrsta (OECID, 2012). Kako navodi Savci (2012), kocentracija
nitrata u podzemnim vodama u poljoprivrednim regionima, ¢esto premasSuje standard o kvalitetu
vode za pi¢e od 50 mg/l propisan od strane Svetske zdravstvene organizacije. U procesu
transformacije mineralnih dubriva u zemljiStu oslobadaju se azotni oksidi (NO, NO> 1 N2O), ugljen
dioksid i metan. Od ukupnog povecanja N>O u atmosferi, 24% je rezultat primene azotnih dubriva i
njegove emisije iz poljoprivrednog zemljista koji zajedno sa ve¢ pomenutim gasovima doprinosi
efektu staklene baste i globalnom zagrevanju. Kao rezultat toga dolazi do rasta temperature
zemljiSta, Sto negativno utiCe na biolosku aktivnost, sadrzaj vlage, proces dekompozicije, pojavu
acidifikacije zbog kiselih kiSa i promene u ciklusu ugljenika (Kaka et al., 2021). Takode, autori su
istakli da poremecaji u ciklusu ugljenika mogu imati fatalan efekat, jer se povecanjem emisije
ugljen dioksida u atmosferu remeti postojea ravnoteza i dolazi do njegove akumulacije i
nemogucnosti blagovremenog uklju¢ivanja u proces kruzenja.

Rezistencija insekata, fitopatogenih mikroorganizama i korova na pesticide je rastuci
problem koji se pokusava prevazi¢i. Prvi slucaj rezistencije zabelezen je 1914. godine i od tada je
skoro neresiv problem. Lamichhane et al. (2016) navode da je u poslednjoj dekadi, veliki broj
studija ukazao na problem rezistencije nekih biljnih patogenih gljiva i oomiceta na fungicide, gde
jedan isti patogen moze razviti rezistenciju na desetine antifugalnih proizvoda. Takode, podaci
proizvode na bazi bakra (Canteros et al. 2008; Cazorla et al. 2002; Shenge et al. 2014). Problem
rezistencije korova na herbicide moze se videti na primeru lisi¢jeg repka (Alopecurus myosuroides
Huds.) koji je postao najrezistentniji korov i goru¢i problem u zemljama Evrope (Moss et al., 2007).
Jedan od pristupa za reSavanje problema rezistencije je svakako potraga za novim, efikasnijim
aktivnim materijama, ali takode i stvaranje genetski modifikovanih sorti rezistentnih na patogene
Sto otvara niz novih problema, od etickih do ekonomskih.

Koncentracija pesticida u okruzenju Cesto prevazilazi legalne i ekoloSke standarde, pa
dodatni problem predstavljaju njihovi ostaci u zemljistu. U jednoj studiji Silva et al. (2019) ispitana
je distribucija 76 ostataka pesticida u 317 uzoraka poljoprivrednog zemljiSta (povrSinski sloj) iz 11
drzava €lanica EU 1 6 glavnih sistema useva u toku 2015. godine. Konstatovano je da preko 80%
ispitivanih uzoraka sadrzi ostatke pesticida (25% uzoraka je imalo jedan ostatak, 58% uzoraka je
imalo meSavine dva ili viSe ostataka). Ovi rezultati ukazali su na neophodnost usvajanja odrzivih
agronomskih praksi kako bi se smanjila upotreba pesticida i dalja kontaminacija zemljista.
Konacno, potrebne su uskladene politike zastite zemljista EU da bi se postigla odrziva proizvodnja
hrane. Fokus takvih politika ne treba da bude samo na uvodenju pesticida na trziste
(EC79/117/EEC, EC91/414/EEC, 2009) i smanjenju unosa pesticida (EU, Directive 2009/128/Ec),
ve¢ 1 pracenju stvarnog sadrzaja ostataka pesticida u zemljiStu, kao 1 uspostavljanjem dobro
utemeljenih standarda kvaliteta zemljista.

Na primeru primene pesticida mogu se videti destruktivni efekti savremene, konvencionalne
biljne proizvodnje. Oko 0,1% primenjenih pesticida postize efekat onoga cemu su namenjeni, dok
99,9% nestaje ili opstaje u vazduhu, vodi, zemljiStu ulaze¢i u lanac ishrane (Pimentel, 1995).
Dokumentovano je da rezidue pesticida stizu daleko od mesta primene, te se mogu pronaci i na
Antartiku, Artiku i Himalajima. Izuzetno lako se spiraju i dospevaju do povrsinskih i podzemnih
voda ugrozavajuc¢i vodene organizme i njihov biodiverzitet. Ostaci pesticida mogu se naci u prasini
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1 biti prisutni u atmosferi i tako dospeti u respiratorni sistem ljudi i Zivotinja (Bento et al., 2017).
Ulazenjem u lanac ishrane prouzrokuju akutne i hroni¢ne zdravstvene probleme kod ljudi, koji
mogu imati i letalni ishod. Smatra se da se oko 11000 smrtnih slucajeva godisnje desava usled
trovanja pesticidima (Savci, 2012).

Poljoprivreda i zemljiSni biodiverzitet su u velikoj meri medusobno zavisni. Poljoprivreda
zavisi od usluga ekosistema koji obezbeduje zemljiSni biodiverzitet, Sto dovodi do plodnosti
zemljista. Plodno zemljiSte je osnova poljoprivredne proizvodnje i produktivnosti. Medutim,
intenzivne agronomske prakse, uklju¢uju¢i mehanicku obradu zemljiSta, intezivnu primenu
mineralnih dubriva i pesticida, predstavljaju direktne pretnje zemljiSnom biodiverzitetu. Na ovaj
nac¢in poljoprivredne aktivnosti su doprinele smanjenju odrzivosti ekosistema. Preteranom
zavisnoS¢u od fosilnih goriva i spoljasnjih inputa, agroekosistemi su doprineli degradaciji zemljista,
voda, genetickih 1 kulturnih resursa na koje se poljoprivreda uvek oslanjala. Krajnji rezultat
nezeljenih promena nastalih primenom agrohemikalija je poremecaj ekoloske ravnoteze koja vodi
ugrozavanju zdravlja i1 opstanka svih zivotnih formi. Zbog toga je pronalazenje ekoloski
prihvatljivih reSenja osnova daljeg razvoja poljoprivredne proizvodnje i ocuvanja zivotne sredine.
Sa aspekta biljne proizvodnje, ono Sto odlikuje njenu odrzivost je ocuvanje svih ekosistema uz
istovremeno povecanje produktivnosti kako bi se obezbedila dovoljna koli¢ina 1 kvalitet hrane.

Pored naucnih istrazivanja koja ukazuju na neophodnost kontrolisane upotrebe
agrohemikalija, neophodna je podrSka od strane kreatora politike i implementacija platformi za
bezbednu/sigurnu upotrebu agrohemikalija, fokusirana na rizike po Zivotnu sredinu i zdravlje ljudi
(Gnanaprakasam et al., 2020). Prelaz na odrzive poljoprivredne sisteme zahteva dugorocnu
perspektivu 1 holisticke pristupe oli¢ene u agroekoloskim pristupima koji su potrebni za postizanje
ciljeva odrzivog razvoja (FAO, 2019). Prelazak na odrzive agroekosisteme mora postati cilj
savremene poljoprivrede, a biotehnologija pruza mnoge korisne alate za poboljSanje zdravlja
agroekosistema 1 dostizanje ovog cilja.

2.2. Uloga i moguénosti primene mikroorganizama u odrzivoj biljnoj proizvodnji

Mikroorganizmi su prirodni resurs koji moze biti eksploatisan u sluzbi odrzivosti. Ukupan
broj mikroorganizama na Zemlji je procenjen na 4-6 x 10°° (Kumar et al., 2020). Ova populacija je
veoma heterogena i1 Cine je bakterije, arheae, gljive, alge i1 protozoe. Za veéinu zemljista
karakteristino je da su dominantni filumi Proteobacteria 1 Actinobacteria, Ciji su predstavnici
prisutni u svim zemljiStima, koji sa jo§ 10 filuma sa najveom prisutnoscu ¢ine oko 95% ukupnih
bakterija (Sengupta et al., 2020). U osnovi, zemljiste je “bioloska laboratorija” u kojoj se nalaze
razli¢iti mikroorganizmi (Nobbe and Hiltner, 1895). Iako mikroorganizmi ¢ine manje od 0,5%
(tezina/tezina) mase zemljiSta njihov udeo u ukupnoj metabolickoj aktivnosti zemljiSnog ekosistema
je 60-80% (Maheshwari et al., 2020a). PoSto su ukljuceni u procese transformacije makro 1
mikronutrijenata, razlaganja organske materije, skladiStenja ugljenika 1 humifikacije,
mikroorganizmi uti¢u na strukturu, fukcionalnost zemljiSta 1 njegov potencijal da obezbedi uslove
za intenzivnu biljnu proizvodnju (Meena et al., 2015). Plodnost zemljista je rezultat transformacije
organske materije u humus u procesu humifikacije koja je proizvod aktivnosti bakterija i gljiva
(Datta et al., 2017). Humus kao stabilna organska frakcija doprinosi formiranju zemlji$nih agregata
1 povecava raspolozivost nutijenata 1 vode (Khatoon et al., 2017). U procesima humifikacije,
razlaganja i transformacije slozenih organskih jedinjenja ukljuc¢eni su mikrobni enzimi. Polimeri
biljnog porekla, koji u najve¢oj meri Cine svezu organsku materiju koja dospeva u zemljiste
(celuloza/hemiceluloza i lignin), predstavljaju najveci izvor ugljenika u zemljistu. Kompleksna
struktura ove lignocelulozne mase utice na tezu, sporiju degradaciju i1 transformaciju, ali
zahvaljuju¢i mikrobnim ekstracelularnim enzimima ova teSko razgradiva jedinjenja podlezu
humifikaciji. Medu zemljiSnim mikroorganizmima od znacaja za dekompoziciju celuloze isticu se
gljive Penicillium, Aspergillus, Trichoderma i bakterije Streptomyces, Cellomonas, Pseudomonas,
Bacillus 1 Clostridium thermocellum (Khatoon et al., 2017). Lignin je, pored toga Sto je izvor
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ugljenika, znacajan izvor aromati¢nih komponenata u zemljistu (Datta et al., 2017). Takode, u toku
procesa razgradnje lignina u zemljiStu raste koncentracija organskih kiselina, ugljen dioksida,
metana i vode (Khatoon et al., 2017). Sposobnost biodegradacije lignocelulozne mase potvrdena je
kod nekih bazidiomiceta (Datta et al., 2017), poput Phanerochaete chrysosporium ¢ija visoka stopa
razgradnje lignina poreklom iz duvana u roku od 10 dana iznosi 37,70% (Su et al., 2016). Medu
teSko razgradivim polimernim jedinjenjima koja u zemljiStu podlezu humifikaciji je 1 hitin, glavna
konstitutivna komponenta ¢elijskog zida mnogih gljiva, insekata i artropoda. Dekompozicija hitina
desava se zahvaljujuéi aktivnosti mikrobnih hitinaza pri ¢emu se krajnji produkti CO,, CH4, NH4"
ukljuéuju u ciklus C 1 N (Beier and Bertilsson, 2013). Brezenska et al. (2016) navodi
Flavobacterium, Bacillus, Cytophaga, Pseudomonas kao rodove zemljiSnih bakterija koje imaju
sposobnost razgradnje hitina, a od gljiva znacajni su rodovi Aspergillus, Mucor i Mortierella.

Za proces humifikacije znacajno je razlaganje proteina koje se u zemljiStu deSava pod
uticajem mikrobnih proteaza. Mikrobne proteaze su od klju¢nog znacaja u procesu kruzenja N i C
posebno kada se ima u vidu da je 40% organskih azotnih jedinjenja u zemljistu proteinske prirode
(proteini, peptidi 1 amonokiseline) (Silva et al., 2020). U toku razlaganja proteina, amonifikacija i
nitrifikacija su mikrobni procesi kojima se kontroliSe dostupnost NHs" u zemlji$tu i time utie na
produktivnost zemljisSnog ekosistema (Wang et al., 2018). Rodovi Bacillus, Proteus, Clostridium,
Pseudomonas 1 Streptomyces su poznati amonifikatori (Jovici¢-Petrovi¢ 1 Kljujev, 2014). Na
proces amonifikacije nadovezuje se dvofazni proces nitrifikacije. U prvoj fazi poznatoj kao
nitritacija ucestvuju rodovi Nitrosomonas, Nitrosococcus 1 Nitrosospira koji pomazu oksidaciju
amonijumovih jedinjenja do nitrita, a u drugoj fazi, nitrataciji, oksidacija nitrita u nitrate vrsi se od
strane bakterijskih rodova Nitrobacterium 1 Nitrocystis (Aislabie and Deslippe, 2013; Jovici¢-
Petrovi¢ i1 Kljujev, 2014). U zemljiStima, u situaciji kada je dostupnost kiseonika limitirana, deSava
se proces denitrifikacije za vreme koje rastvorljivi azotni oksidi sluze kao alternativni primaoci
elektrona. U zavr$noj fazi denitrifikacije, vezani N iz zemljiSta se osobada i vrac¢a u atmosferu i
time se zaokruzuje ciklus azota. Aislabie and Deslippe (2013) navode da u denitrifikaciji uCestvuju
razli¢iti mikroorganizmi koji nisu blisko filogenetski povezani, poput Proteobacteria,
Actinobacteria, Firmicutes, gljiva 1 drugih eukariota i1 da aktivnosti u ciklusu azota nisu izricito
raspodeljene medu bakterijama, jer neke mogu imati visestruke uloge. Isti autori navode da neke
bakterije iz rodova Rhizobium, Bradyrhizobium 1 Azospirillum mogu da vrSe i azotofiksaciju i
denitrifikaciju, dok nitrifikuju¢i Nitrosomonas moze da vrsi i denitrifikaciju. U zemljiStima gde je
limitiran sadrzaj dostupnog azota mikroorganizmi procesom poznatim kao bioloSka azotofiksacija
nadoknaduju njegov nedostatak. Azot u gasovitoj formi je zastupljen 78% u atmosferi i kao takav je
inertan 1 nedostupan biljkama. Jedino grupa mikroorganizama poznata kao azotofiksatori ima
sposobnost da raskine trogubu vezu izmedu atoma atmosferskog azota transformiSuéi ga uz
prisustvo enzima nitrogenaza, u amonijak (Newton, 2015). Amonijak se zatim koristi za sintezu
aminokiselina i postupno polimeruzuje u proteine. Biolosku azotofiksaciju vrSe simbiotski,
endofitni 1 slobodnozivu¢i mikroorganizmi, a za zemljiSni ekosistem od posebnog su znacaja
slobodni azotofiksatori iz rodova Acetobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, Beijerinckia,
Burkholderia, FEnterobacter, Herbaspirillum, Klebsiella, Paenibacillus 1 Pseudomonas, koji
naseljavaju rizosferu i okolno zemljiste (Chanway and Yang, 2014). Od simbiotskih azotofiksatora
znacajni su rodovi Rhizobium, Mesorhizobium i Frankia (Aislabie and Deslippe, 2013).

Poveéana dostupnost nerastvorljivih polifosfata se deSava zahvaljujué¢i aktivnosti
najmoc¢nijih fofosolubilizuju¢ih mikroorganizama u zemljistu, rodova Pseudomonas 1 Bacillus.
Solubilizacija cinka (ZnO, ZnCOs3, Zn3(POs4)2) deSava se od strane rodova Bacillus sp., Klebsiella
spp. 1 Pseudomonas spp., dok sulforedukuju¢i mikroorganizmi Desulfovibrio sp., Methanosarcina
sp. 1 Methanobacterium sp. povecavaju dostupnost sumpora (Maheshwari et al., 2020a). Takode,
mikroorganizmi poseduju kapacitet da fermentativnim procesom degradiraju 1 transformisu
organski i neorganski supstrat u aerobnim i anaerobnim uslovima oslobadajuc¢i korisne produkte za
zemljisni ekosistem (Faniyi and Oyatokun, 2021).

Kada su uzme u obzir bogat mikrobni diverzitet zemljiSta, njihova metaboli¢ka aktivnost s
jedne strane 1 pritisak koji trpi zemljisni ekosistem/agroekositem s druge strane, jasno je da se
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pametnog poljoprivrednog proizvodnog sistema (Maitra et al., 2022). Suocavanje s klimatskim
promenama 1 progresivnom degradacijom poljoprivrednog zemljiSta koja ugrozava rast i
produktivnost biljaka, zahteva traZenje efikasnih i odrzivih poljoprivrednih praksi za zamenu
agrohemikalija i jedan je od najvaznijih izazova danasnjice (Antoszewski et al., 2022).

Najveci broj zemljisnih mikroorganizama koji pokazuju korisne efekte u agroekosistemu
koncentrisan je i izoluje se iz rizosfere, uske zone zemljista koji se nalazi pod uticajem korena
biljke. Milioni mikroorganizama koji zZive u rizosferi mogu svom domacinu pruziti brojne prednosti,
ukljucujuéi stimulaciju rasta, efikasnost upotrebe nutrijenata i kontrolu Steto¢ina i fitopatogena (Ray
et al., 2020). U formi inokulanata i u asocijaciji sa biljkom mogu biti znac¢ajna komponenta odrzive
poljoprivredne proizvodnje, jer nakon primene, mikrobni inokulanti u rizosfernom zemljiStu
stimuliSu normalne procese, stimuliSu apsorpciju nutrijenata 1 produktivnost, toleranciju na abioticki
stres 1 poboljsavaju kvalitet useva (Sudheer et al., 2020), doprinose redukciji agrohemikalija i uticu
na prirodnu stabilnost agroekosistema (Gallart et al., 2018). Upotreba bioinokulanata u
poljoprivredi, nije nova praksa, ve¢ stogodiSnja tehnologija, koju su prvi put opisali 1 patentirali
Nobbe i1 Hiltner (1895). Inokulanti imaju cilj da odrzavaju plodnost zemljiSta i obezbede biljkama
nutrijente. Stoga se kao biofertilizatori naj¢es¢e koriste azotofiksatori, mikorizne gljive, P-, K-, Zn-,
S- solubilizatori (Harman et al., 2004; Hart et al., 2017; He et al., 2015). lako je primarna uloga
biofertilizatora obezbediti raspolozivost nutrijenata, primena nekih biofertilizatora doprinela je
povecanju nutritivnih vrednosti biljaka. Tako npr. povecanje sadrzaja fenolnih jedinjenja,
karotenoida i antocijanina u salati postignuto je nakon inokulacije Glomus fasciculatum (Balsam et
al., 2011), Azospitillum 1 Azotobacter doprineli povecanju sadrzaja ulja 1 proteina kod suncokreta
(Akbari et al., 2011), a u koinuokulaciji G. fasciculatum, G. mosseae 1 Azotobacter chroococcum,
Bacillus mucilaginous 1 B. megaterium znacajno je povecana koncentracija fenolnih jedinjenja,
flavonoida i fenolne kiseline kod spanac¢a (Khalid et al., 2017).

Bolesti biljaka su ogroman i stalan problem koji direktno utiCe na prinos i1 kvalitet
proizvoda, jer vrlo Cesto pesticidi nemaju ocekivani efekat zbog prisustva delimicne ili potpune
rezistencije patogena. Ozbiljnost prisutnih bolesti i patogena u agroekosistemu rezultira smanjenjem
kvaliteta i prinosa koji u zavisnosti od useva na globalnom nivou varira izmedu 26-29% kod soje,
50% kod pSenice 1 vise od 80% kod pamuka (Oerke, 2006; Savary et al., 2019). BioloSka kontrola
je alternativa sintetskim pesticidima 1 definiSe kao direktna ili indirektna inhibicija bolesti ili
patogena od strane drugog organizma (antagoniste) ili grupe organizama (Cook and Backer, 1983).
Njihovom primenom ne postoje Stetni efekti na biljku domacina i ne postoji mogucénost razvoja
rezistencije patogena (Dunne et al., 1996). Jensen et al. (2016) istiCu cCetiri glavna mehanizma
biokontrole kao Sto je nutritivna kompeticija, kompeticija za prostor putem antibioze, gde
biokontrolni agensi sintetiSu toksi¢ne sekundarne metabolite, zatim parazitizam 1 indirektna uloga
biokontrolnog agensa u indukeciji sistemske rezistencije kod biljke.

Industrijalizacijom poljoprivredne proizvodnje teski metali uvode se u zemljiSte putem
agrohemikalija i u ve¢im koncentracijama imaju nesagledive posledice po zive sisteme. S obzirom
na metabolicki kapacitet zemljiSnih mikroorganizama bioremedijaciona uloga je od izuzetnog
znacaja za odrzivost poljoprivredne proizvodnje. Pires et al. (2017) navode da se detoksikacija od
teSkih metala u zemljiStu moZe zasnivati na aktivnosti predstavnika rodova Bacillus, Pseudomonas i
Arthrobacter koji zahvaljujuéi procesima biosorpcije, biotransformacije i bioakumulacije mogu
opstati 1 funkcionisati u staniStima zagadenim teskim metalima koristeci strategije poput helatnog
vezivanja, volatizacije i skladiStenja u vakuolama.

Odrzavanje plodnosti i zdravlja zemljiSta zahteva odgovorno upravljanje kako bi se izbegao
prekomerni gubitak nutrijenata, odrzao sadrzaj organskog ugljenika 1 svela na minimum
kontaminacija zemljiSta. Iako je upotreba mineralnih dubriva povecala prinos useva, njihova
integracija s organskim dubrivima i bioinokulantima pomaZe u poboljSanju efikasnosti koriS¢enja
nutrijenata, poboljSava zdravlje zemljiSta i u odredenoj meri ublazava neka ograni¢enja povezana s
prekomernom primenom dubriva. Pored biofertilizacione, bokontrolne, bioremedijacione uloge,
bioinokulanti imaju i druge korisne efekte kao Sto su aktivnosti kojima se ublazavanju posledice
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globalnog zagrevanja i klimatskih promena. Takode, mikrobni inokulanti, mogu pruZiti otpornost
biljkama, posebno u uslovima stresa i za razliku od agrohemikalija nemaju Stetnih efekata na
ekosistem (Maitra et al., 2022).

Neophodno je ista¢i da su molekularni mehanizmi biljno-mikrobne interakcije jo§ uvek
slabo prouceni (Antoszewski et al., 2022) i da objasnjenje ovih slozenih mehanizama, otkrivanje i
determinisanje novih sojeva, pronalazenje novih metoda i tehnologija za njihovu primenu moze
doprineti odrzivosti poljoprivrede.

2.3. Rizosferne bakterije stimulatori biljnog rasta

Rizosfera je zemljisSna zona pod uticajem korena i njegovih eksudata klju¢nih za selekciju
rizosfernih mikororganizama (Bakker et al., 2013). Predstavlja kompleksni ekosistem, jedinstvenih
fizickih, hemijskih 1 bioloskih osobina. Definisanje Sirine rizosfere u literaturi je vrlo razliito, a
kako Vetterlein et al. (2022) navode zavisi od procesa koji se posmatra i moze se kretati od
nekoliko pm do nekoliko mm. Ipak jedinstven stav je da je to uska zona oko korena i da predstavlja
pravo skladiste mikroba. Broj mikoroorganizama u rizosferi je 10-1000 puta ve¢i u odnosu na zonu
bez korensko-zemljiSne interakcije (Gouda et al., 2018). Rizobakterije koje imaju stimulativan
uticaj na rast i razvoj biljaka definisane su kao bakterije stimulatori biljnog rasta, PGPR (Kloepper i
Schroth, 1978). Smatra se da 2-5% od ukupnih rizosfernih bakterija moZze kategorisati u PGPR
(Grover et al., 2021). Veliki broj bakterijskih vrsta koje pripadaju rodovima Acetobacter,
Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus,
Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Gluconacetobacter, Klebsiella, ~Ochrobactrum,
Pseudomonas, Rhodococcus, Serratia 1 Zoogloea ima ulogu PGPR (Babalola, 2010). Ove bakterije
predstavljaju znacajnu komponentu odrzive biljne proizvodnje, jer stimulativan uticaj na razvoj
biljaka ostvaruju putem razlicitih aktivnosti koje ih kategoriSu kao biofertilizatore, fitostimulatore 1
biopesticide (Bhattacharyya and Jha, 2012). Rizobakterije imaju potencijal da povecaju rast useva,
dostupnost nutrijenata, toleranciju na abioticki 1 bioticki stres, uz oCuvanje voda i terestijalnog
diverziteta. U odrzivoj biljnoj proizvodnji koriste se pre svega kao biofertilizatori koji predstavljaju
medijatore u transportu nutrijenata redukujuc¢i upotrebu mineralnih dubriva. Do sada, najbolje
prouceni mikrobni inokulanti sa ulogom biofertilizatora su azotofiksatori, fosfor-, kalijum- i cink-
solubilizatori. Biokontrolnu ulogu u supresiji biljnih patogena imaju zahvaljujuéi kompeticiji za
nutrijente, sintezi ekstracelularnih, hidrolitickih enzima i sekundarnih metabolita, dok produkcijom
fitohormona pospeSuju metabolizam biljke 1 pokre¢u odbrambeni mehanizam. S obzirom da su
fitohormoni glavni regulatori biljnog rasta i razvoja, PGPR prate biljku od najranije faze Zivotnog
ciklusa-germinacije, pa do kona¢nog prinosa, dajuci doprinos svakoj od njih. Pored kvantitativnig
aspekta u biljnoj proizvodnji uspesna kolonizacija rizosfere PGPR-om pobolj$ava nutricioni kvalitet
poljoprivrednih kultura. Tako Pseudomonas spp. kod suncokreta dovodi do povecanja ne samo
pre¢nika glave i1 broja zrna, ve¢ i sadrzaja ulja (Sharif, 2012). Povecanje sadrzaja flavonoida,
proteina 1 ugljenih hidrata pri tretmanu leblebije sa konzorcijumom P. fluorescens OKC 1
Trichoderma asperellum T42 potvrdio je Yadav et al. (2017). Kod kukuruza Azotobacter i
Azospirillum su pored povecanja prinosa i stope rasta doprineli povecanju sadrzaja suve materije
(Sharif, 2011). Danas je primena mikrobnih formulacija (inokulanata) sve viSe integralna
komponenta odrzive biljne proizvodnje, 1 potvrdeni su brojni pozitivni efekti nakon njihove
primene: poboljSanje klijavosti, podrZzavanje rasta i razvoja biljke u ranim fazama, povecanje
prinosa (Tabela 1).



Tabela 1: PGPR i stimulativni efekti na biljke

PGPR Biljna vrsta Efekat thf:raturm
izvor
povecanje biomase
nadzemnog dela, duZine i
Azospirillum lipoferum Zea mavs Sirine listova, precnika stabla, | Renoud
P P Y duZzine korena, broja | et al., 2022.

lateralnih korenova i njegove
biomase

povecanje apsorpcije azota i

.. . . . akumulacije u stablu, korenu i | Galindo

Azospirilum brasilense Triticum aestivum . .
zrnu, poveCanje biomase | et al., 2022,
korena i stabla
Brassica napus,
Sinapsis alba,
Azotobacter sp., Amaranthus povecanje duzine Kkorena i .
. Minut
Bacillus sp., retroflexus, stabla
> et al., 2023.
Pseudomonas sp. Rumex patientia,
Panicum miliaceum,
Linum usitatissimum
A. chroooocum, . poveeane VISING, SUVe Mase |y, oin
Brassica rapa korena,nadzemnog dela, lisne
Rhodobacter capsulatus v . etal., 2014.
povrsine i1 sadrzaja hlorofila
A. chroococcum, Hordeum vuleare povecanje tezine zrna, suve | Mirshekari
A. lipoferum & mase et al., 2012,
. S Sharifi and
Azotobacter spp., povecanje prinosa i broja zrna .

. Zea mays . Khavazi,
Azospirilum spp. po klipu 2011
Burkholderia sp., Solanum lvcopersicum povecanje ukpne biomase | Nakahara
Pseudomonas spp. yeop korena, stabla, li§¢a i prinosa | et al., 2022,
Pseudomonas . povecanje visine nad.zemvn.og Mocinzadeh

Helianthus annuus dela, duzine korena i tezine
fluorescens . et al., 2010.
klijanaca
B. subtilis,
Cronobacter . e povecanje u prinosu | Singh
dublinensis, Ocimum basilicum esencijalnog ulja et al., 2013a.
P. monteilii
. antifugalna aktivnost prema | Attia
Aspergillus terreus Solanum melongena Alternaria blight etal., 2022,
B. subtilis GB03,
B. amyloliquefaciens
IN937a,B. pumilis SE34,
B. pumilis T4,
B. pasterui C9, . . . o y o Ryu
Paenibacillus polymixa Arabidopsis thaliana povecanje sveze mase lis¢a et al., 2005.
681,
P. fluorescens 89B-61,
Serratia marscencens
90-166
povecanje visine nadzemnog
. dela, broj listova i broja .
B. pumilis, Sol tuber krtola po biljci u stresnim Gururani
B. furmus oranum tuberosum P J et al., 2012,

uslovima (susa, salinitet, teski
metali)




poveCanje germinacije, rasta,
. e . Saucedo-
Bacillus cereus, . resorpicije nutrijenata, )
. . Oryza sativa e . Martinez
Paenibacillus polymxya tolerancije na nepovoljne
. et al., 2020.
faktore okruzenja
Agrobacterun rubi,
Burkholderia gladlii, Raphanus o T
. . poboljsanje germinacije i u | Kaymak
Pseudomonas putida, raphanistrum subsp. X , .
. . uslovima povecanog saliniteta | et al., 2009.
B. subtilis, sativus
B. megaterium
Pseudomonas
/! uorescence, . . poboljSanje rasta i prinosa u | Nawaz
Bacillus pumilus, Trticum aestivum ;
. . uslovima stresa et al., 2020.
Exiguobacterium
aurantiacum
modifikacija strukture korena,
. L . o L. . Prudent
Bacillus thuringiensis Glycine max povecanje duZine, biomase,
. . .. | etal., 2015.
broja nodula, sadzaja N u susi
P. fluorescens Oryza sativa povecanje duzine korena u | Etesami
uslovima poplava et al,, 2014.
Rhizobia sp. Cicer arietinum ovecanje biomase an
Bacillus sp. P : etal., 2019.
Burkholderia ambifaria, Amaranthushy pochon povean sadrzaj N u svim | Parra-Cota
. . s driacus, L. A
Bacillus caribensis tkivima 1 rasta i prinosa etal., 2014.
A. cruentus
Burkholdellfza antifugalna aktivnost prema | Tagele
cenocepacia, Zea mays ;
. Fusarium temperatum etal., 2019.
B. contaminans
i . oboljsanje rasta u uslovima | El-Esawi
Z pobol >
Serratia liquefaciens ea mays povecanog saliniteta etal., 2018.
. . . stimulacija rasta lateralnih Zhang
Serratia marcescens Arabidopsis Korenova etal., 2022,

Zbog pozitivnog agronomskog ucinka proizvoda na bazi mikroba, otvorilo se svetsko trziste
novih vrsta dubriva na bazi PGPR koja su komercijalno dostupna u mnogim zemljama od 1950-ih
(Timmusk et al., 2017). Siroka komercijalna upotreba korisnih mikroorganizama zahteva re$avanje
brojnih pitanja, a sistemski pristup koji koristi informacione tehnologije za analizu mikrobioma 1
molekularna razjaS$njenja metabolickih puteva imaju potencijal da unaprede primenu u prirodnim,
odnosno poljskim uslovima. Pokretanje nauke u poljoprivredi je uslov za razvoj pametne
poljoprivrede i1 kreiranje zelene ekoloske tehnologije koja ¢e pomo¢i da se pravilno usmere
aktivnosti u vezi sa primenom mikroorganizama u poljoprivredi. Tek tada ¢e manipulacija
rizosferom i primena PGPR postati kljuéni mehanizami kojima se moZze podrzati koncept odrzivosti
poljoprivredne proizvodnje.

2.4. Mehanizmi delovanja bakterija stimulatora biljnog rasta

Biljke koje rastu u poljskim uslovima nisu nezavisne individue, ve¢ grade slozene zajednice
sa suptilnim i relativno stalnim partnerskim odnosima (Lundberg et al., 2012). Dobro strukturisana i
regulisana zajednica mikroorganizama uvek je povezana sa biljkom (Bulgarelli et al., 2015) 1 ova
zajednica se oznaCava kao fitomikrobiom koji sa biljkom ¢ini holobiont (Smith et al., 2017).
Bakterije stimulatori rasta biljaka koje naseljavaju rizosferu su povezane sa korenskim sistemom i
ispoljavaju fitostimulativni efekat, koji se moze pripisati direktnim 1 indirektnim mehanizmima.
Direktni mehanizmi uklju¢uju dostupnost hranjivih materija u zemljiStu (npr. solubilizacija i
mobilizacija nutrijenata) i proizvodnju fitohormona (Basu et al., 2021). Delovanje litickih enzima,
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antibiotika, siderofora i isparljivih metabolita kao i indukcija sistemske rezistencije (ISR) za
suzbijanje Stetnih fitopatogena, oznacavaju se kao glavni indirektni mehanizmi putem kojih PGPR
stimuliSu rast i razvoj biljaka (Olanrewaju et al., 2017).

2.4.1. Direktni mehanizmi

Fitohormoni deluju kao glasnici koji koordiniraju ¢elijske aktivnosti i reguliSu rast biljaka,
modifikujué¢i arhitekturu korena i izdanaka (Verbon and Liberman, 2016). Sposobnost sintetize
biljnih hormona potvrdena je kod mnogih PGPR. Fithormoni su sekundarni metaboliti 1 poznati su
pod nazivom ,klasi¢nih pet*: auksini, giberelini, citokinini, etilen i apscisinska kiselina (Patel et al.,
2015). Produkcija auksina je otkrivena kod Azospirillum i Pseudomonas, kod Azotobacter
vinelandi potvrdena je produkcija citokinina, sinteza giberelina kod Proteus mirabilis, Proteus
vulgaris, Klebsiella pneumonia, sinteza apcisinske kiseline kod Azospirillum brasilense, jasmonske
kiseline kod Bacillus pumilus 1 salicilne kod Pseudomonas aeruginosa (Kudoyarova et al., 2015).
Mikrobni fitohormoni ispoljavaju apsolutno identi¢ne funkcionalne osobine kao i biljni hormoni sa
minimalnim strukturnim razlikama koje ne uticu na njihovu funkciju $to znaci da su u potpunosti
kompatibilni biljnim (Shi et al., 2017). Uticu na hormonsku homeostazu u biljci i ispoljavaju
aktivnost u veoma malim koncentracijama (Kudoyarova et al., 2015). Hormoni direktno regulisu
razlic¢ite funkcije koje su u vezi sa germinacijom, rastom, metabolizmom, reprodukcijom i
otpornosti prema patogenima (Spaepen, 2015). Za fitohormonalu modulaciju od posebnog znacaja
je sinteza mikrobne 1-aminociklopropan-1-karboksilat (ACC) deaminaze, jer je sposobnost
regulacije nivoa etilena jedna od klju¢nih metabolickih aktivnosti PGPR (Gamalero and Glick,
2015). ACC deaminaze katalizuju hidrolizu ACC-a koji je prekursor etilena (Gupta and Pandey,
2019; Khan et al., 2016). Izuzetno je vazno da endofitna ACC deminaza hidrolizuje ACC pre nego
Sto ga biljna ACC oksidaza preuzme i ukljuci u metabolicki put etilena (Houben and Van de Poel,
2019). Hidrolizom, koncentracija ACC u biljci opada, dolazi do smanjenja koncentracije etilena i
istovremeno se gubi inhibitorni efekat koji ispoljava na elongaciju korena (Jackson, 1991).
Pretpostavlja se da sve biljke ¢ija semena kolonizuju PGPR sojevi koji produkuju ACC deaminazu,
treba da imaju duzi koren i1 nadzemni deo (Glick et al., 1997). Takode, aktivno$¢u mikrobne ACC
deaminaze omogucava se opstanak klijanaca u pocetnim fazama rasta, nakon setve, kada su
podlozniji negativnim uticajima spoljne sredine (Jackson, 1991).

Pored fitohormona za biljnu fiziologiju je od klju¢nog znacaja raspolozivost nutrijenata, kao
konstitutivnih elementa hormona, enzima, aminokiselina 1 genetskog materijala (Singh et al., 2018;
Pandey 2018; Romera et al., 2021).

Azot (N) je esencijalni konstituent enzimskih, strukturnih proteina 1 nukleotida. Zbog toga
moze da se kaze da je glavni limitirajuci elemenat biljnog razvoja (Munees and Mulugeta, 2014),
jer u slucaju njegovog nedostatka dolazi do redukcije rasta, razvoja i prinosa. Atmosfera predstavlja
najeftiniji 1 neiscrpni izvor azota, a grupa mikroorganizama poznata kao azotofiksatori ima
sposobnost da redukuje atmosferski azot. Proces je poznat kao bioloska azotofiksacija i po svom
znac¢aju moze se porediti sa fotosintezom. Biswas and Gresshoff (2014) navode literaturni podatak
da se azotofiksacijom obezbeduje 200 miliona tona azota godiSnje na globalnom nivou i da je
ekvivalent skupoj Haber-BoSovoj reakciji koja se primenjuje u proizvodnji mineralnih azotnih
dubriva 1 koja zahteva visoki pritisak (150-350 atm) i temperaturu (350-550 °C) u odnosu na
bioloSku azotofiksaciju koja je efikasan kataliticki proces koji se odvija u ambijentalnim uslovima i
subatmosferskom pritisku. Samo oni rizosferni mikroorganizmi koji poseduju enzimski sistem,
nitrogenazu, ucestvuju u bioloskoj azotofiksaciji. U odnosu na karakter interakcije sa biljkom mogu
biti simbiotski 1 slobodni azotofiksatori (Cooper and Scherer, 2012). Od slobodnih azotofiksatora
2017).

Pored azota, fosfor (P) je slede¢i po znacaju nutrijent neophodan za pravilan razvoj korena,
¢vrstocu stabljike, formiranje cveta 1 semena (Satyaprakash et al., 2017). Uloge su mu brojne:
konstitutivna je komponenta nukleotida, fosfolipida, enzima i koenzima (Kalayu, 2019); ucestvuje u
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transformaciji energije 1 sintezi makromolekula (Khan et al., 2010); ucestvuje u fotosintezi i
transpiraciji (Sharma et al., 2013). Njegova dostupnost u zemljiStu je Cesto limitirana i ima ga u
nivou od 150-700 pg/g zemljista (Muindi, 2019). Fosfor je povrSinski vezan u nedostupnim
formama za apatit, njegove okside i1 hidrokside, okside i hidrokside gvozda i aluminijuma, ali
ukoliko se prevedu u dostupne oblike, postaju najjeftiniji izvori fosfora Sto je od esencijalnog
znacaja za odrzivost biljne proizvodnje (Sharma, 2013; Fink et al., 2016). U savremenoj biljnoj
proizvodnji problem nedostupnosti fosfora se pokuSava reSiti primenom fosfatnih dubriva.
Medutim, neposredno nakon primene, a u zavisnosti od pH zemljista, dolazi do prevodenja velike
koli¢ine P u nerastvorljive oblike. U kiselim zemljiStima svaraju se nerastvorljivi kompleksi sa
aluminijum- 1 gvozde- oksidima, dok u alklanim zemljiStima P u reakciji sa kalcijumom formira
slabo rastvorljivi kalcijum fosfat (Johan et al., 2021). To znaci da problem nedostupnosti fosfora
ostaje prisutan bez obzira na unos mineralnih dubriva. S druge strane, u odrzivoj biljnoj proizvodnji
korisnim mikroorganizmima pripada centralna uloga u prirodnom ciklusu P. Mehanizam
solubilizacije fosfata podrazumeva snizavanje pH zemljiSta uz pomo¢ organskih kiselina (oksalna,
limunska, butirna, mle¢na, sukcinska, glukonska, acetatna i fumarna) koje su rezultat mikrobnog
metabolizma, pre svega oksidativne respiracije ili fermentacije organskih ugljenikovih jedinjenja
(glukoza) (Harrison et al., 1972; Maliha et al., 2004; Trolove et al., 2003). Cesto su u kombinaciji sa
drugim metabolitima: sideroforama, litickim enzimima i fitohormonima (Vassilev et al., 2006).
Medutim, 30-50% od ukupnog P u vedini zemljiSta pripada organskim jedinjenjima P, iako Siri
dijapazon obuhvata 4-90% (Khan et al., 2010). Forma inozitol-fosfata je najzastupljenija organska
forma P, a zatim slede fosfomonoestri, fosfodiestri (fosfolipidi, nukleinske kiseline i njihovi
derivati) (Balaban et al., 2017). Posto su velike molekulske tezine, moraju prvo preci u forme male
molekulske tezine i rastvorljive jonske fosfate (HPO4 H2PO4") da bi se asimilovali od strane biljaka
u procesu mineralizacije. Ovo je mogucée zahvaljuju¢i enzimima fosfatazama. Od celokupnog
mikrobnog potencijala,  sposobnost solubizacije fosfora ima 1-50% bakterija (Phosphate
Solubilising Bacteria, PBS) 1 0,1-0,5% gljiva (Satyaprakash et al., 2017). Pseudomonas, Bacillus 1
Rhizobium su najznacajniji i najmo¢niji solubilizatori zahvaljujuéi produkciji fosfataza ili organskih
kiselina (Rodrguez and Farga, 1999). PSB brojnost odredena je fizicko-hemijskim odlikama
zemljista (Vikram et al., 2007). Obi¢no je njihova brojnost tolika da ih ne ¢ini dovoljno
kompetetivnim u odnosu na druge bakterije u rizosferi (Jain et al., 2012). Zato je inokulacija
semena ciljanim PSB mikroorganizmima, ili njihova aplikacija direktno u rizosferu klju¢ za
koris¢enje njihove sposobnosti solubilizacije P i stimulacije biljnog rasta (Kalayu, 2019). PBS se
jo§ od 1950. god. koriste kao biofertilizatori i mogu i do 50% zameniti mineralna dubriva povoljno
utiCuci na prinos uz poboljSanje narusenog kvaliteta zemljiSta (Sharma et al., 2021).

Znacajan makronutrijent u procesu fotosinteze, enzimske aktivnosti i sintezi proteina je
kalijum (K), a njegov nedostatak rezultira slabo razvijenim korenom, malom produkcijom semena i
smanjenjem prinosa (Hasanuzzaman et al., 2018). Koncentracija rastvorljivog K u zemlji§tu varira
od 4 do 30 g/kg (Rajawat et al., 2019). Limitiranost K u zemljiStu je rezultat njegove nedostupnosti,
a ne nedostataka. Preko 90% K je u nedostupnoj formi u silikatnim mineralima i nerastvorljivim
stenama (Parmar and Sindhu, 2013). Zbog toga, PGPR koje produkuju organske kiseline mogu da
ga mobiliSu. Pored produkcije organskih kiselina (limunska, oksalna) kod nekih PGPR prisutan je
mehanizam helatnog vezivanja silikatnog jona pri ¢emu se oslobada K u zemlji$ni rastvor (Meena et
al., 2014).

Cink (Zn) je mikroelement koji predstavlja klju¢nu komponentu 300 enzima, znacajan je za
zravlje, reprodukciju, o€ivanje celijskog integriteta i niz fizoloSkih procesa biljke (fotosinteza,
metabolizam azota, sinteza hlorofila, auksina, proteina, zasStita od oksidativnog stresa) (Hussain
2015; Li et al., 2016; Hussain et al., 2018; Rudani et al., 2018). Na globalnom nivou, deficit Zn je,
ne samo kod biljaka ve¢ i1 kod Coveka, medu najvec¢im problemima i smatra se da je oko 17%
svetske humane populacije u riziku od nedostatka cinka (Khan et al., 2022). U zemljistu ga ima
dovoljno, ali razlog njegove ograni¢ene dostupnosti je losa rastvorljivost (Cakmak, 2008). Cak i
primenom mineralnog dubriva ve¢ nakon sedam dana dolazi do njegovog prevodenja u
nerastvorljivu formu (Hussain et al., 2018). Najces¢i razlozi su visoka ili niska pH, prisustvo niskog

12



sadrzaja organske materije, bikarbonata, loSa drenaza zemljista (Rengel, 2015). Zbog toga su PGPR
koje mogu da solubilizuju Zn alternativa mineralnim dubrivima u odrzivoj biljnoj proizvodnji.
Medu solubilizatore Zn spadaju Bacillus sp. Pseudomonas striata, P. fliorescence, P. aeruginosa,
Burholderia cenocepacia, Gluconacetobacter diazotrophuicus, Serratia spp. (Anuradha et a., 2015;
Saravanan et al., 2007; Fasim et al., 2002; Abaid-Ullah et a., 2015). Kamran et al. (2017) navode da
mikroorganizmi acidifikacijom 1 ekskretovanjem protona solubizuju Zn. Snizavnje pH vrednosti u
rizosferi povecava njegovu dostupnost, i procenjuje se da za svaku snizenu jedinicu pH dostupnost
raste 1 do 100 puta (Rengel, 2015). Neki mikroorganizmi produkuju Zn-helatore koji nakon
formiranja kompleksa sa Zn kreéu u pravcu rizosfere i otpustaju ligant-Zn>* na povrsinu korena
(Saravanan et al., 2011).

Pored cinka, gvozde (Fe) je izuzetno vazan mikronutrijent za obavljanje fizioloSkih procesa
biljaka, jer je kofaktor mnogih enzima, ukljucen je u redoks reakcije, DNK sintezu, azotofiksaciju i
fotosintezu. Njegov nedostatak vodi ograniCenju rasta i redukciji prinosa. Fe je zastupljeno u
okruZenju u ogromnim koli¢inama, ali na Zalost u formi feri jona (Fe**), odnosno feri-oksida
nedostupnog zivim organizmima (Ammari and Mengel, 2006). PGPR su razvili posebnu strategiju
preuzimanja Fe iz okruZenja i njegovog transporta do biljnih ¢elija u obliku fero-jona (Fe?") koji se
moze metabolisati od strane biljke. Mehanizam je omogucéen zahvaljuju¢i produkciji sekundarnih
metabolita-siderofora. Znacaj Fe-siderofora (na gréckom - ,,Fe-nosac*) utvrden je pre 30 godina
(Paul i Clark, 1988). To su signalni molekuli koji obezbeduju gvozde i drugim organizmima. Biljke
ne uspevaju da akumuliraju dovoljnu koli¢inu Fe i1 pored dva mehanizmima koje su razvile poznatih
kao Strategija I (snizavanje pH okruzenja kroz eksudaciju H" i organskih reduktanata) i Strategija II
(produkcija fito-siderofora, tj. neproteinogenih aminokiselina) i zato produkciju mikrobnih Fe-(III)
siderofora mozemo posmatrati kao Strategiju III (Loper and Buyer, 1991). Mikrobne siderofore po
svojoj hemijskoj prirodi su hidrosolubilni organski molekuli, male molekulske mase: kateholati,
hidroksamati i alfa-hidroksi-karboksilati (Budzikiewicz, 2010). Takode, poznato je da neke
mikrobne siderofore u jednom molekulu mogu imati kombinaciju viSe glavnih funkcionalnih grupa
(pioverdin) (Cornelis, 2010).

Aktivnost mikrobnih siderofora i proces vezivanja gvozda se deSava kroz sledece faze
(Kraemer, 2004):

- ligandi (siderofore) sa visokim afinitetom vezivanja Fe se oslobadanju u okruzenje,

- siderofore vezuju Fe 1 vr§i se transport komleksa Fe-siderofora kroz mikrobnu
membranu,

- aktivira se enzimski sistem unutar ¢elija i oslobada Fe-jon iz siderofore.

Produkcija mikrobnih ekstracelularnih siderofora je strategija kojom mikroorganizmi
postaju konkurentniji i kompententniji u odnosu na one koji nemaju tu osobinu medu autohtonom
populacijom (Kloepper et al., 1980). To znaci da biranjem PGPR sojeva koji imaju sposobnost
produkcije siderofora i tehnikom mikrobioloske inokulacije mozemo uticati na dostupnost gvozda u
rizosferi. Na primeru pirin¢a moze se potvrditi doprinos siderofora u formiranju bakterijskih plaka.
Otpustanje solubilne forme Fe od strane siderofora moze da doprinese i rastu Fe-oksiduju¢ih
bakterija u rizosferi i direktno doprinesu formiranje Fe-plaka koji moze da zapleni arsen (As), teSki
metal, 1 time spreci njegovu resorpciju od strane biljnog korena (Lakshmanan et al., 2015a).

Signalna komunikacija u rizosferi postoji na razli¢itim nivoima, od mutualistickog do
antagonistickog izmedu razliCitith vrsta i unutar njih: biljka-mikrob, mikrob-mikrob, mikrob-
nematode, mikrob-insekti i utie na celovitost ekosistema (Wenke, 2010). Ulogu posrednika u
dijalogu imaju mikrobna organska isparljiva jedinjenja (Volatile Organic Compounds, VOC). U
toku mikrobnog metabolizma oslobadaju se jedinjenja male molekulske mase (300 g/mol; C < 15),
niske taCke kljucanja 1 visokog pritiska isparavanja (0,01 kPa na temperaturi 20 °C) (Finchiera et al.,
2017a). Fizicko-hemijske karakteristike VOC omoguéavaju isparavanje i difuziju iznad i ispod
povrsine zemlje kroz zemljisne pore bilo da su ispunjene vazduhom ili vodom (Effmert et al.,
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2012). Po svojoj hemijskoj prirodi to su razli¢ite klase hemijskih jedinjenja: alkoholi, alkeni, ketoni,
sulfidi, terpentini, benzenoidi i pirazini (Schmidt et al., 2015). Vise od 300 ovakvih molekula je
identifikovano kao VOC, ali su GC-MS analize potvrdile da bi i do sada otkrivena neimenovana
jedinjenja mogla imati funkciju VOC-a (Bailly and Weisskopf, 2012). Da ova jedinjenja nisu samo
prosti ,,metabolicki otpaci® potvrduje Cinjenica da postoji kompleksan dvokomponentni genetski
regulatorni sistem (GacS/GacA) koji je ukljuen u njihovu regulaciju (Ossowicki et al., 2017). U
poslednjoj deceniji su zasluZeno postala predmet brojnih istrazivanja u oblasti odrzive poljoprivrede
zbog svog uticaja na rast 1 razvoj biljaka. Oslobadanje organskih isparljivih jedinjenja koja
promovisu biljni rast nije jedinstveno za sve PGPR iako je njihova produkcija prisutna i kod gljiva,
Gram pozitivnih 1 Gram negativnih bakterija. Sidorova et al. (2022) navode da baza identifikovanih
mikrobnih jedinjenja obuhvata vise od 2000 jedinjenja sintetizovanih od stane od oko 1000
bakterijskih vrsta i gljiva i predstavljaju mali deo velikog mikrobnog potencijala njihove sinteze.
Bez neophodnog fizickog kontakata mikrob-biljka, VOC deluju na ve¢im distancama kao signalni
molekuli. Lako prolaze kroz bioloSke membrane (Sidorova et al., 2022) 1 sposobni su da pokrenu
razliCite fizioloSke procese u biljkama. Dosadasnja ispitivanja su potvrdila njihov znacaj:

- VOC utic¢u na aktivnost i modulaciju biljnih fitohormona, citokinina (Ryu et al., 2003),
etilena (Ryu et al., 2004), auksina, salicilne kiseline, brasinosteroida i giberelina (Ryu et al,.
2005), apscizinske kiseline (ABA) (Zang et al., 2008),

- VOC mogu biti izvor nutrijenata (Meldau et al., 2013),

- Ucestvuju u indukovanoj sistemskoj rezistenciji i inhibiciji biljnih patogena (Kottb et al.,
2015; Kai et al., 2016),

- Ukljuceni su u supresiju i povecanje tolerancije na delovanje abiotickih stresova (Cho et al.,
2008).

Pored pozitivnog, VOC mogu ispoljiti i toksi¢no dejstvo na rast i razvoj biljaka, a u krajnjim
slu¢ajevima mogu izazvati i smrt biljke, Sto se vezuje za produkciju pojedinih isparljivih jedinjenja
kao Sto su cijanovodoni¢na kiselina (HCN) (Blom et al.,, 2011a), amonijak, dimetilsulfid,
trimetilsulfid, 3-fenilpropionska kiselina (Chung et al., 2010; Liu et al., 2021; Le et al., 2022).
Postoji vise faktora koji uti¢u na karakter molekula koji ¢e se metabolisati. Mikroorganizmi u
zavisnosti od podloge produkuju veliki broj ekstracelularnih enzima koji ¢e uticati na metabolicki
put i oslobadanje molekula VOC-a koji ¢e pozitivno ili negativno uticati na biljku (Asari et al.,
2016). Ogledima je potvrdeno da ¢e negativan efekat biti znatno manji ukoliko su podloge na
kojima se gaje mikoroorganizmi nutritivno siromasnije (Blom et al., 2011b; Asari et al., 2016).
Podloge koje su bogate proteinima, Luria-Bertani agar, hranjivi agar, Kings B medium mogu
doprineti produkciji HCN 1 NHj3 1 dovesti do inhibicije biljnog rasta (Bally and Weisskopf, 2012) u
odnosu na podloge koje su bogate $e¢erom (M9, MS) (Asari et al., 2016). Cak i vrlo male varijacije
u nutrijentu 1 njegovoj koncentraciji mogu znacajno da uticu na koli¢inu 1 tip VOC-a koji se
produkuje. U laboratorijskim uslovima doza i koncentracija inokuluma uti¢e na ispoljavanje
pozitivnog ili negativnog efekta isparljivih organskih komponenata jednog istog soja. Ispitivanja od
strane Blom et al., (2011b) su pokazala da se sa pove¢anjem doze ne sintetiSu nova jedinjenja, ali da
¢e neka jedinjenja biti prisutna u vecoj koncentraciji 1 time odrediti stepen pozitivnog ili negativnog
dejstva. Takode, potrebno je ista¢i da je prilikom ispitivanja VOC-a u laboratorijskim uslovima
prisutan jo$ jedan ogranicavajuci faktor: u oglede su uklju¢ene uglavnom vrlo mlade biljke, klijanci,
¢iji se metabolizam znatno razlikuje od metabolizma odrasle biljke. Mlade biljke, posebno klijanci,
poljskim uslovima na produkciju VOC-a uticu fizicko-hemijske osobine zemljista (pH, O, T, voda,
veli¢ina neorganskih Cestica, agregati minerala, veli¢ina i oblik pora) kao 1 interaktivni odnosi
izmedu zemljiSne biote. Za najveéi broj ogleda koris¢en je kao model Arabidopsis thaliana, ali se
viSe ukljuCuju 1 ostale biljne vrste kao Sto su paradajz (Solanum lycopersicum L.), kukuruz
(Zea mays L.), ljuta papricica (Capsicum annuum L.), salata (Lactuca sativa L.), uljana repica
(Brassica campestris L.) (Passari et al., 2019; Sanchez-Lopez et al., 2016; Fincheira et al.,
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2017b; Fincheira and Quiroz, 2018; Yamagiwa et al., 2011). Zbog velikog potencijala koji bi
mogao biti iskoriS¢en u odrzivoj biljnoj proizvodnji u narednom periodu potrebno je izvrsiti
identifikaciju velikog broja molekula VOC-a, odrediti njihovu optimalnu koncentraciju, dozu i
uticaj na razlicite biljne kulture.

2.4.2. Indirektni mehanizmi

Zbog velikog ekonomskog angazovanja 1 Ceste neefikasnosti hemijskih pesticida, bioloSka
kontrola se razmatra kao zamena ili dopuna u cilju redukcije upotrebe hemikalija u odrzivoj biljnoj
proizvodnji. Znacajna biokontrolna uloga pripada PGPR 1 primenom mikrobioloske inokulacije
semena doprinosi se aktiviranju razli¢itih biokontrolnih mehanizama od ranih razvojnih faza pa do
kraja zivotnog ciklusa biljke. PGPR pokazuju biokontrolnu aktivnost u rizosferi na sledece nacine:

- sintezom bakterijskih alohemikalija: Fe-siderofore antibiotici, biocidni VOC, liticki i
detoksikacioni enzimi (Chincholkar et al., 2007; Beneduzi et al., 2012; Kottb et al., 2015;
Maksimov et al., 2011),

- mehanizmom hiperparazitizma (Pal and Gardener, 2006), prisustvom kompeticije sa
patogenima za prostor i nutrijente (Kamilova et al., 2005),

- produkcijom fitohormona i regulisanjem aktivnosti ACC deaminaza (Jaroszuk-Sciset et al.,
2019),

- formiranjem biofilma na korenu biljke u cilju njene zastite od patogena (Rudrappa et al.,
2008).

Nakon prvog susreta biljka moze razviti pojaCanu otpornost-rezistenciju na patogen pri
svakom slede¢em kontaktu sa njim. Ova pojava je poznata kao indukovana otpornost-rezistencija
(Pieterse and Van Loon, 2005), a u okviru nje razlikujemo dva tipa:

- sistemska steCena rezistencija (Systemic Acquired Resistance, SAR) i
- indukovana sistemska rezistencija (/nduced Systemic Resistance, ISR).

Razlika izmedu ISR 1 SAR je u signalnim putevima i molekulima koji dovode do njihove
aktivnosti, ali zajedni¢ko je da su to fenomeni koji aktiviraju hemijske i fizicke odbrambene
mehanizme biljke bez modifikacije njenog genoma. SAR je iskljuivo pokrenuta od strane
patogenog mikroorganizma i kontrolisana od strane signalnog puta koji zavisi od akumulacije
salicilne kiseline 1 PR (Pathogenesis Related) proteina koji su po svojoj prirodi enzimi razlicitih
uloga (peroksidaze, hitinaze, B-1,3-glukanaze) (Gozzo, 2003). U sluc¢aju ISR-a, kao jedan od
kljucnih momenata je formirana biljno-mikrobna asocijacija koja je u osnovi percepcija i
prepoznavanja patogena od strane biljke (Hammond-Kosack and Jones, 1996). Kada je patogen
prisutan u rizosferi PGPR se ponaSaju kao induceri ISR, jer sintezom razlicitih jedinjenja aktiviraju
gene u biljnom organizmu odgovorne za sintezu komponenata rezistencije (Annapurna et al., 2013).
Kljucni regulatori ISR su jasmonska kiselina 1 etilen koji su rezultat metabolizma rizobakterija. U
odrzivoj biljnoj proizvodnji, indukovana otpornost deluju¢i zajedno sa drugim strategijama
predstavlja izuzetan potencijal u biokontroli.

2.5. Rodovi Azotobacter i Bacillus kao bakterije stimulatori biljnog rasta

Iz velike zajednice PGPR posebno se izdvajaju Azotobacter sp. i Bacillus sp. koji su kao
mikrobni inokulanti izu¢avani u velikom broju ekperimenata in vitro i in vivo (Minut et al., 2023;
Hindersah et al., 2021; Romero-Perdomo et al., 2017). Oni su tipi¢ni predstavnici dve vazne grupe
rizosfernih bakterija sa dve klju¢ne uloge u nutritivnom ciklusu biljke: bioloskoj azotofiksaciji 1
solubilizaciji fosfora.
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Vrste roda Azotobacter poput A. chroococcum, A. vinelandii, A. beijerinckii, A. armeniacus,
A. nigricans 1 A. paspali zahvaljujuci pre svega sposobnosti fiksacije azota, a zatim 1 solubizaciji P,
K, Zn, Cu, S i Mn spadaju u grupu bakterija koja direktnim mehanizmimima stimuliSe rast biljaka.
Azotobacter sp. ima kompletno razvijen mehanizam neophodan za proces azotofiksacije: od
ferodoksina, hidrogenaza i najvaznijeg enzima Mo-Fe-nitrogenaza (Kumari et al., 2017). Sabra et
al. (2000) su istakli da je azotofiksacija vrlo osetljiva na prisustvo kiseonika i zato je Azotobacter
sp. razvio odbramenu strategiju: pored uklju¢ivanja specijalno sintetizovanog proteina koji ima
funkciju da Stiti nitrogenazu, bakterija intenzivira metabolizam 1 respiraciju 1 na taj nacin redukuje
koncentraciju kiseonika u ¢eliji. U in vitro uslovima Azotobacter sp. fiksira 10 mg N/g C-izvora
(Kumari et al., 2017). Zbog sposobnosti da fiksiraju elementarni azot predstavnici roda Azotobacter,
mogu se koristiti kao biofertilizatori u odrzivoj biljnoj proizvodnji i biti alternativa ili dopuna
azotnim mineralnim dubrivima. Romero-Perdomo et al. (2017) su u svom radu pokazali da je
primena meSanih populacija 4. chroococcum AC1 1 A. chroococcum AC10 smanjila potrebu za
azotnim dubrivima 1 do 50%, a Kumar et al., (2001) su pokazali da sojevi A. chroococcum
rastvaraju fosfat u zemljiStu i tako doprinose poboljSanju rasta Triticum aestivum.

Takode, dokazana je produkcija fitohormona (IAA, giberelina, citokinina) od strane A.
chroococcum, $to doprinosi povecanju rasta biljaka i stimulativnom uticaju na klijanje semena i
duzinu korena i izdanaka razli¢itih useva (Wani et al., 2013). Vrste Azotobacter kroz sintezu
bioloski aktivnih supstanci, proizvodnju fitopatogenih inhibitora, azotofiksaciju i balansiran unos
nutrijenata mogu imati pozitivan uticaj na rast i prinos useva (Sumbul et al., 2020). Dokazana je 1
produkcija siderofora (Tindale et al., 2000), egzopolisaharida (Gauri et al., 2012), antifugalna
aktivnost (Nagaraja et al., 2016), bioremedijacijski kapacitet u degradaciji pesticida, insekticida 1
herbicida (Castillo et al., 2011; Chennappa et al., 2016; Chenappa et al., 2019) zbog Cega se
prepoznaje kao znacajan bioloski agens i komponenta odrzive biljne proizvodnje.

Bakterije roda Bacillus (B. megaterium, B. subtilis, B. cereus, B. pumilis i B. thuringiensis)
su medu najzastupljenijima u rizosferi biljaka. Produkcijom velikog broja metabolita mogu da
stimuliSu rast biljaka. Dominantna aktivnost Bacillus sp. je posredovanje u ciklusu kruzenja fosfora,
razli¢itim mehanizmima kao §to je produkcija organskih kiselina (mlec¢na, oksalna, propionska,
acetatna) solubilizuju neorganski fosfor, a produkcijom kiselih fosfataza mineralizuju organski
fosfor (Saeid et al., 2018). Takode, Bacillus sp. je ukljucen u ciklus kruzenja ugljenika i u¢es¢em u
metabolizmu ugljenih hidrata doprinosi poveéanju sadrzaja mono i disaharida (glukoza, fruktoza)
glavnih izvora energije za veliki broj organizama (Kang et al., 2014a). Pojedine vrste Bacillus sp.
mogu da sintetiSu biljne hormone (IAA, citokinine, giberaline), siderofore i ACC deaminazu.
Doprinos ciklusu azota daju neki B. megaterium sojevi koji imaju sposobnost azotofiksacije (Singh
et al., 2020a).

Azotobacter se koristi kao biofertilizator viSe od veka (Das, 2019) i njegovoj primeni
doprinosi brzo umnozavanje i razvijanje guste populacije u rizosferi, kada se primjenjuje kao
tretman semena ili se inkorporira u zemljiSte (Maryenko, 1964). Bacillus sp. je bio jedan od prvih
komercijalizovanih biofertilizatora koji je povecao prinos useva za 40% (Kang et al., 2015).
Mogu¢énosti Bacillus sp. da produkuje spore i Azotobacter sp. da formira ciste, forme otporne na
abioticke stresove, povecava njihovu upotrebnu i komercijalnu vrednost kao mikrobnih inokulanata
u odrzivoj biljnoj proizvodnji (Kang et al., 2014a).

2.6. Biljno-mikrobne interakcije

Biljno-mikrobna interakcija je sloZen, dinamican i kontinuiran proces koji je star koliko i
pojava kopnenih biljaka na Zemlji. Tokom miliona godina evolucije, biljke su se povezivale sa
mikrobima i formirale ekolosku jedinicu "holobiont" (Dolatabadian, 2020). Korisne asocijacije
omogucavaju biljkama da opstanu u Sirokom spektru abiotickog i biotiCkog stresa, a biljke postizu
ove prednosti selektivnim privlacenjem mikroba koristeéi korenske izlu¢evine potrebne za ishranu i
aktivnost mikroorganizama (Pantigoso et al., 2022).
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Na osnovu uticaja koji imaju na biljke, mikrooganizmi rizosfere mogu biti kategorisani kao
korisni, komensalisticki 1 patogeni. Prvu grupu c¢ine PGPR koji uestvuju u procesima
transformacije organske materije, ciklusima kruZzenja nutrijenata i pedogenezi (Liu et al., 2019), u
drugoj grupi su mikroorganizmi ¢iji je uticaj na okruzenje neutralnog karaktera, a patogeni imaju
negativan uticaj na biljke. Za pokretanje interakcije izmedu korena, zemljiSta i mikroorganizma,
kljuna je rizodepozicija odnosno proces oslobadanja korenskog eksudata u rizosferu koji
predstavlja izvor nutijenata rizosfernim mikroorganizmima (Hassan et al., 2019). Sastav korenskog
eksudata je kompleksan, jer ga ¢ine jedinjenja male molekulske tezine (prosti Seceri, amino kiseline,
organske kiseline, biljni hormoni, vitamini, fenoli, joni i drugi sekundarni metaboliti) i jedinjenja
velike molekulske tezine (enzimi, proteini, polisaharidi, steroli, flavonoidi, nukleotidi). Pozitivna
reakcija rizosfernih mikrooganizama na prisustvo odgovarajuc¢eg korenskg eksudata podrazumeva
uspesnu kolonizaciju korena 1 uspostavljanje interakcije sa biljkom. Na interakciju biljka-mikrob
utie afinitet jednog aktera prema drugom koji je genetski odreden i moZe se ispoljiti kao
simbiotska, asocijativna ili slobodna asocijacija (Yu and Hochholdinger, 2018). Opisivanjem 1
razumevanjem mikrobnih zajednica povezanih s biljkama mozZe se omoguditi upravljanje
rizosfernim mikrobiomom kako bi se poboljsalo zdravlje 1 produktivnost biljaka (Xun et al., 2021).

2.6.1. Kolonizacija korena

Kolonizacija korena je vazna strategija PGPR, jer od sposobnosti da se nadu na povrSini
korena (povrsinska kolonizacija) i/ili prodru u unutrasnjost tkiva (endofitna kolonizacija) zavisi
krajnji efekat. Za povrSinsku kolonizaciju PGPR moraju biti “rizosferno kompetentni”, a to
podrazumeva sposobnost mikroorganizma da uspe$Sno kolonizuju rizosferu i povr§inu korena
(rizoplan) u toku duzeg vremenskog perioda, a prisustvo flagela, lipopolisaharida, produkcija
siderofora, enzima, amonokiselina su ukljuceni u proces uspesne povrsinske kolonizacije, opstanka
1 formiranja dobrog mikro-okruzenja (Lugtenberg et al., 2001; Whipps et al., 2001; Dow et al.,
2003; Compant, 2010). Medutim, pored navedenih karakteristika rizobakterija, uspeSnost
kolonizacije zavisi od sastava biljnog eksudata, pre svega prisustva visoko i1 nisko molekularnih
jedinjenja na koja direktno utice genotip biljke, faza njenog razvoja, struktura korena kao 1 stres
(Lugtenberg et al., 2001; Bertin et al., 2003; Haichar et al., 2008; Enebe and Babalola, 2018).
Bakterije pokazuju afinitet prema eksudatima bogatim C6-jedinjenjima koja im sluze kao izvor
energije. Takode, stepen kolonizacije direktno je proporcionalan koncentraciji eksudata (Gamalero
et al., 2004). U rizosferi je izuzetno vazna kompatibilnost koja mora da postoji izmedu jedinjenja
oslobodenih od strane biljke i sposobnosti PGPR-a da ih koriste kao nutrijente, jer neki biljni
eksudati mogu imati negativan efekat na bakterijsku vrstu (Buyer and Russek-Cohen, 2002). Sastav
biljnog eksudata je osnova hemijske signalizacije, poznate kao hemotaksis. Hemotaksis je baza
biljno-mikrobnog partnerstva, jer omogu¢ava medusobno prepoznavanje (Benizri et al., 2001).
Osobine eksudata i hemotaksisa odreduju vrstu mikroorganizma koja naseljava rizosferu 1 stepen
kolonizacije korena. Na primeru pirinc¢a vidi se uloga hemotaksisa: sekrecijom organskih kiselina
od strane korena paradajza stimulisana je kolonizacija Pseudomonas fluorescens (Weert et al.,
2002), a produkcija amino kiselina 1 wugljenih hidrata promoviSe kolonizaciju korena
Corynebacterium flavescens 1 Bacillus pumilis (Jimenez et al., 2003). Ukoliko je prisutnna
kompatibilnost izmedu biljnih eksudata i bakterije, bakterijska celija ¢e ekspresijom gena
neophodnih za kolonizaciju odgovoriti na signale iz eksudata, tj. okruzenja najceS¢e kroz fenotipsku
varijabilnost, superiornijim metabolickim i biohemijskim osobinama u odnosu na druge sojeve koji
ih ne ispoljavaju (Camacho, 2002; Haas and Defago, 2005; Kumar et al., 2007; Compant, 2010).
Sposobnost rizobakterija da kolonizuju povrsinu korena zavisi od uslova: da opstanu, mnoze se i da
su konkurentne ostaloj mikrobioti u vremenu neophodnom da pokazu svoje aktivnosti u toku
vegetacionih promena (Bolwerk et al., 2003). Najvazniji faktor koji utice na opstanak PGPR je
kompeticija sa autohtonom florom za limitirane resurse sredine.

Prema Knights et al. (2021), bakterijska kolonizacija korena je proces koji se odvija u vise
koraka. Biljke luce fotosintetski fiksiran ugljenik u rizosferu formiraju¢i hemijski gradijent koji
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hemotaksicki privlaci pokretne bakterije iz zemljiSta prema povrsini korena. Flagele ili pili pokre¢u
bakterije 1 omogucavaju im da savladaju elektrostaticko odbijanje na povrSini korena. Primarno
vezivanje rezultira slabim, reverzibilnim vezivanjem pojedinacnih ¢elija za povrSinu korena (Slika
1.B). Ovo je u pocetku posredovano hidrofobnim 1 elektrostatickim interakcijama, a zatim ojac¢ano
proteinskim dodacima i povrSinskom adhezijom specifiénom za vrstu. Sekundarno pri¢vrs¢ivanje
dovodi do snaznog ireverzibilnog vezivanja bakterija za povrSinu korena, promoviSu¢i stvaranje
mikrokolonija na pocetnom mestu vezivanja (Slika 1.C). Ovaj proces je posredovan proizvodnjom
celuloznih vlakana i1 drugih faktora specifi¢nih za vrstu ukljucujuéi ekstracelularne polisaharide 1
proteine (Slika 1). Molekularni mehanizmi pricvr$éivanja za koren najbolje su prouceni kod
poljoprivredno vaznih bakterijskih rodova: Rhizobium, Pseudomonas, Azospirillum, Agrobacterium
1 Salmonella (Wheatley and Poole, 2018). Ove proteobakterije imaju zajednicki dvofazni
mehanizam koji se sastoji od: primarnog vezivanja, gde su bakterije reverzibilno povezane na
povrsinu korena, nakon cega sledi sekundarno vezivanje koje rezultira njihovom ireverzibilnom
adhezijom. Uprkos prednostima vezivanja za koren, samo mali deo inokulisanih bakterija, koji
obi¢no predstavlja 0,4%-3,5% populacije, zapravo se veze za koren u kontrolisanim uslovima
(Rodriguez-Navarroet al., 2007). Ovo je prvenstveno zbog elektrostatickih sila koje se javljaju
izmedu negativno nabijenog bakterijskog ¢elijskog zida i povrSine korena (Berne et al., 2015). Kako
bi savladale ove sile odbijanja, bakterije koriste flagele i pile da se kre¢u prema povrSini korena
(Slika 1). Sekundarno vezivanje ukljuCuje snazno ireverzibilno vezivanje bakterija za povrSinu
korena posredstvom ekstracelularnih celuloznih fibrila i sekundarnih faktora vezanja specificnih za
vrstu. Sekundarna vezanost kulminira formiranjem bakterijskih mikrokolonija na korenu (slika 1C).
Adhezivni elementi specificni za vrstu kao $to su egzopolisaharidi (EPS) 1 lipo-polisaharidi (LPS)
igraju ulogu i u primarnom i u sekundarnom vezivanju razli¢itih vrsta bakterija. EPS je glavna
komponenta celijske povrSine koja se sastoji od polimera ugljenih hidrata, koji stimuliSu ¢elijsku
agregaciju 1 ireverzibilno vezivanje za povrSinu korena formiraju¢i mostove izmedu bakterijskih
¢elija. LPS imaju klju¢nu ulogu u uspostavljanju efikasnih asocijacija izmedu razli¢itih bakterija
koje stimuliSu rast biljaka i njihovih domacina (Burdman et al., 2000).
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Slika 1: Bakterijska kolonizacija korena biljaka (modifikovano od Knights et al., 2021).



Nakon kolonizacije povrsine korena, PGPR mogu da prodoru u unutrasnjost biljnog tkiva
¢ime zapocinje unutrasnja (endofitna) kolonizacija. Koevolucija biljaka i mikroba dovela je do toga
da neke od bakterija postanu fakultativni intracelularni endofiti (Bulgarelli et al., 2013). Epifitski i
endofitski nacini Zivota omogucava mikroorganizmima da ostanu usidreni u okruzenju koje je
bogato nutrijentima i olakSaju razvoj korisnih biljno-mikrobnih interakcija, ¢ime se pruza klju¢na
prednost u odnosu na stil slobodnog zivota mikroorganizama (Knights et al., 2021).

Glavne ulazne tacke buducih endofita su oSteenja na korenu najce$¢e prouzrokovana
nematodama ili patogenim mikroorganizmima, vrh korena 1 tacke grananja korena. Takode, ulazne
tacke mogu biti otvori stoma 1 klica (Hallman et al., 1997; Sorensen and Sessitsch, 2006). Od 1926.
god. endofitna faza je prihvacena kao posebna faza u Zivotnom ciklusu bakterija (Peroti, 1926) i od
tada se endofiti izoluju iz sterilnih biljnih tkiva (Henning and Villforth, 1940). Kod endofita
produkcija litickih enzima, koji razlazu ¢elijski zid biljnih ¢elija, pomaze kolonizaciju unutrasnjih
tkiva, ali ono S§to ih razlikuje od patogena koji takode produkuju liticke enzime je koli¢ina
sekretovanog enzima, jer endofiti ove enzime produkuju u malim koli¢inama u odnosu na patogene
koji ih produkuju u velikim koli¢inama Stetnim po biljnu ¢eliju (Elbeltagy et al., 2000; Reinhold-
Hurek et al., 2011). Od sposobnosti dalje kolonizacije tkiva zavisi njihova klasifikacija:

- Prolazni endofiti su obi¢no lokalizovani na korteksu. Oni sasvim slucajno postaju endofiti,
na primer preko oSte¢enja prouzrokovanih od strane nematode,

- Oportuni endofiti kolonizuju rizoplan, jer imaju odgovor na hemotaksis, a odatle kroz
oStecenja prodiru u unutraS$njost tkiva biljke na vrhu korena i bo¢no (na mestima grananja)
(Chi et al., 2005),

- Kompetetivni endofiti koji su mnogo bolje adaptirani na okruzenje biljke 1 pored
karakteristika koje su svojstvene za oportune endofite, oni imaju sposobnost prodiranja u
posebna biljna tkiva kao Sto je vaskularno, Sire¢i se kroz biljku. Pozitivno utiCu na
metabolizam i balans i onda kada su velike brojnosti (Hardiom et al., 2008).

Endofiti prodru u biljno tkivo, gde provode deo ili ceo svoj zZivotni ciklus, ali neki iskazuju i
osobine PGPR. One kao povratnu reakciju na dobre uslove u procesu povrSinske 1 endofitne
kolonizacije korena ispoljavaju, u vecoj ili manjoj meri, svoj PGPR potencijal. Svojim prisustvom
ne remete funkcionisanje i anatomuju biljnog tkiva, ali mogu da iniciraju radikalne promene u
fizioloskim procesima koji direktno uticu na rast i razvoj biljke (Azevedo and Aravjo, 2007). Ove
promene su vrlo Cesto i ve¢e nego kada ista mikroflora deluje kao rizosferna (Azevedo and Aravjo,
2007; Afzal et al.,, 2017). Endofitna kolonizacija biljnih tkiva moguca je samo od strane onih
rizobakterija koje poseduju genetski potencijal koji im omogucuje ovakvu interakciju sa biljkom.
Genomski i multi-omik pristupi su olaksali identifikaciju mnogih bakterijskih gena zajednickih za
filogenetski razliCite bakterijske taksone koji su ukljuceni u adaptaciju na korenske nise, kao Sto su
one potrebne za kolonizaciju i interakcije bakterija-bakterije (Levy et al., 2018). Specificnost
interakcije zavisi pre svega od potreba same biljke, ali 1 bakterija za odgovaraju¢im nutrijentima
(Hardiom et al., 2008). Kroz ve¢ pomenuti mehanizam hemotaksisa biva selektovana odgovarajuca
bakterijska vrsta, a unutar vrste soj. To znaCi da je struktura endofitne zajednice pod uticajem
biljnog genotipa, faze njenog razvoja, vrste biljnog tkiva i fizioloskog statusa.

Takode, sa aspekta poljoprivredne proizvodnje primena agrotehni¢kih mera, kao abiotickog
faktora, znacajno moze uticati na strukturu endofitne zajednice (Hardiom et al., 2008). Endofitni
mikrobi koji su vezani za seme, klicu i klijance su viSe kompatibilni biljci (Johnston-Monje and
Raizada, 2011; Kandel et al., 2017; Nelson, 2018). Pored vertikalno prenetih endofita, novi endofiti
se nagomilavaju u endosferi biljke za vreme biljnog rasta i kolonizuju razliite delove donoseci
neke nove i funkcionalne osobine fitobiomu, ili dorpinose¢i gubitku osobina koje nisu od koristi
biljkama u datom trenutku (Martiny and Jones, 2015; Kandel., 2017).
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2.6.2. Sposobnost kolonizacije korena od strane predstavnika rodova Azotobacter 1 Bacillus

Pored hemotaksisa, sinteza pojedinih sekundarnih metabolita i konkurentnost u borbi za
nutrijente od strane PGPR doprinose njihovoj boljoj kolonizaciji u rizosferi. Bacillus sp. 1
Azotobacter sp. su moéni kompetitori u rizosferi, jer su ukljuceni u cikluse svih esencijalnih
nutrijenata, pre svega azota, fosfora i gvozda. Bacillus sp. 1 Aztobacter sp. imaju izrazenu enzimsku
aktivnost koja ukazuje na vecu adaptibilnost na uslove okruzenja i sposobnost kolonizacije (Huang
et al., 2022). Iako je brojnost Azotobacter sp. u zemljistu relativno niska (< 10* CFU/g zemljista),
prisutan je oko 30-80% ispitanih zemljiSta na globalnom nivou, pri ¢emu njegova brojnost u
rizosferi ne odstupa znacajnije od one u zemljiStima koja nisu pod uticajem biljnog korena
(Kennedy et al., 2004; Aasfar et al., 2021). Karakteristicno je da Azotobacter naseljava plodna
zemljiSta, jer ima velike nutritivne zahteve (Aasfar et al., 2021). Pored nutritivne kompeticije,
sinteza baktericidnih komponenti koje uticu na konkurente omoguc¢ava dominantnost u rizosferi 1
lakSu kolonizaciju. Azotobacter sintezom antibakterijskih (anizomicin) i1 antifugalnih jedinjenja 1
Bacillus sp. sintezom razli¢itih antimikrobnih peptida, enzima, proteina ili VOC-a deluju
antagonisticki, $to ih ¢ini odli¢énim kompetitorima u kolonizaciji (Mardanova et al., 2017; Sumbul et
al., 2020).

Odlike mikrobnih celija kao $to je prisustvo flagela, sinteza EPS i enzima mogu znacajno
uticati na proces kolonizacije. Flagele omogucavaju pokretljivost i kontakt sa korenskim
eksudatima, mucigelom i time omogucuju laksu kolonizaciju (Turnbul et al., 2001), dok sinteza
EPS olakSava adheziju bakterije za povrSinu korena pri ¢emu se formiraju celijski agregati i
biofilmovi (Balsanelli et al., 2014). Formiranje biofilma je klju¢no za uspesnu kolonizacije korena i
uobicajena je strategija koju koriste mnoge bakterije u zemljistu. Biofilmovi pruzaju fizi¢ku barijeru
protiv Stetnih spoljasnjih faktora kao Sto je difuzija antimikrobnih jedinjenja iz biljke domacina ili
drugih ¢lanova mikrobioma (Knights et al., 2021). Kolonizaciji Azotobacter moze da doprinese
njegova pokretljivost u ranoj fazi rasta i prisustvo flagela u slucaju nekih sojeva. lako bi jedan od
faktora kolonizacije bio i nizi parcijalni pritisak kiseonika u biljnom tkivu, dosada$nja ispitivanja
ovo ne potvrduju u dovoljnoj meri (Rana et al., 2020). Bacillus sp. koristi dva mehanizma za proces
kolonizacije: hemotaksis i formiranje biofilmova, jer je potvrdeno da nakon hemotaksisa proces
kolonizacije zapocCinje formiranjem biofilma na korenu (Weng et al., 2013; Yuan et al., 2015).
Potvrdeno je da su vrste roda Bacillus kao endofiti prisutni kod Secerne trske (Rosha et al., 2021).
Takode, Bacillus sp. izolovan je kao endofit iz starih i savremenih sorti kukuruza (Johnson-Monje
and Raizada, 2011). Njegovo prisustvo je potvrdeno u smenu kukuruza §to je indikacija da se
vertikalno prenosi i da to moze biti od znacaja za opstanak biljke domacina (Gond et al., 2015). Rod
Bacillus, zajedno sa rodovima Methylobacterium, Agrobacterium, Serratia, Acinetobacter,
Arthrobacter 1 Pseudomonas jedan je od najzastupljenijih biljnih endofita (Praca et al., 2012).

2.7. Germinacija kao klju¢na faza u Zivotnom ciklusu biljke

U biljnoj proizvodnji jedan od najvecih problema koji uti¢e na gubitak prinosa je nedostatak
sinhronizovanog rasta i razvoja useva kao posledica delovanja nepovoljnih vremenskih uslova 1
promena u mikroklimatu zemljista (Mwale et al., 2003). Zato je za uspeSnu biljnu proizvodnju
glavni cilj obezbediti brzu i uniformnu germinaciju, jer je odlucujuca za prezivljavanje klijanaca i
vegetativan rast, samim tim i prinos (Guo et al., 2018). Germinacija je kljucan proces, jer embrion
semena iz stanja mirovanja (dormancija) prelazi u aktivno stanje i predstavlja niz sinhronizovanih
fizioloskih i morfogenetskih procesa. To je moment kada se biljka ukljucuje u prirodni ili agro-
ekosistem. Fiziologija semena, a posebno uticaj brzine germinacije na dalje faze rasta su joS u
periodu formiranja poljoprivrede 10 000 godine p.n.e.. bili centar ljudskog interesovanja (Filho,
2015). Definisanje germinacije, mehanizam koji je ukljucen, fizioloske i biohemijske promene bile
su tema brojnih naucnih istrazivanja. Ve¢ 1876. godine Nobbe uvodi testove germinacije; 1911.
godine Hiltner i Thssena uvode termine koji opisuju dobar izgled klijanaca i oznaCavaju semena koja
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daju klijance sa duzim korenom; Alberts 1927. godine posmatra efekte hladnog testa germinacije na
razvoj klijanaca kukuruza. Testom se simuliraju hladni uslovi koji vladaju u polju, meri se
sposobnost semena (najc¢es¢e kukuruza i soje) da klija i1 prati rast klijanaca u uslovima hladnoce 1
povecane vlage (Tatum and Zuber, 1943). ISTA (International Seed Testing Association) je
osnovana 1924. godine sa ciljem da razvija i standardizuje procedure koje se koriste u oblasti
testiranja semena. Prvi posleratni kongres u organizaciji ISTA odrzan je 1950. godine u VaSingtonu
gde je paznja bila fokusirana na kvalitet semena, a 1985. godine daje definiciju germinacije
opisujuci je kao ,,pojavu kojom se determiniSe razvoj klijanaca iz embriona semena“. Takode, u
kasnijem periodu, ISTA je definisala pojam normalnih klijanaca, uslove i period germinacije za
veliki broj semena razli¢itih biljnih kultura. Poslednjih 30 godina broj publikacija koje su vezane za
seme povecava se na godiSnjem nivou za 9,1% 1 najve¢i deo se odnosi na germinaciju kao
najvazniju karakteristiku (Liu et al., 2022a).

Proces germinacije je vrlo kompleksan i osetljiv, jer je fiziologija semena u toku germinacije
pod uticajem velikog broja abiotickih 1 biotickih faktora uz istovremeno prisustvo povecane
osetljivosti na bolesti (Chachalis and Readdy, 2000; Rajjou et al., 2012). Smatra se da je
germinacija najosetljivija faza u razvoju useva. Kada govorimo o abiotickim faktorima Zzivotne
sredine, za germinaciju su najvazniji temperatura, voda, dostupnost kiseonika, svetlost (Loubser and
de Venter, 1990), ali bez uticaja nije ni supstrat, starost semena, uslovi skladiStenja i inhibitorne
supstance (Martinovka et al., 2006; Zheng et al., 2005; Kordali et al., 2007; Evenari, 1949). U toku
germinacije unutar semena, u njegovom embrionu, deSavaju se metabolicke promene kroz tri faze.
UspeSan prolazak semena kroz sve faze ujednacene, rapidne germinacije i pojava normalnih
klijanaca sa dobro razvijenim esencijalnim strukturama su klju¢ uspesne biljne proizvodnje (Khan
et al., 2012).

Imbibicija vode (imbibitio, lat. usvajanje, upijanje, vlazenje) predstavlja difuziju vode iz
okruzenja u seme. Uslovljena je niskim vodnim potencijalom semena u odnosu na spoljnu sredinu.
Usvajanjem vode zapocinje prva faza germinacije. Apsorbovana voda ne prelazi 2-3 puta vrednost
suve mase semena, Sto znaci da je ta koli¢ina prilicno mala, ali krucijalna za uspeh germinacije
(Bewley and Black, 1994). Rezultat uspeSne imbibicije je znacajno povecanje volumena semena.
Pritisak koji daje apsorbovana voda omogucéuje pucanje semenskog omotaca (perikarp) koji zbog
svoje rigidne prirode 1 nepermeabilnosti u odnosu na vodu i gasove moze inhibitorno uticati na
pocetak germinacije (Godwin et al., 2017). Nakon Sto seme apsorbuje vodu, u prvih 30 minuta
dolazi do ograni¢enog oslobadanja Secera, aminokiselina, proteina i organskih kiselina u okolinu
koji stimuliSu mikroorganizme §to je od posebnog znacaja za zemljiSne uslove (Bewley and Black
1994). U toku germinacije potreba za energijom je velika i zbog toga je respiracija pojacana Sto
znaci da i potrebe za kiseonikom variraju u zavisnosti od faze germinacije (Bewley and Black,
1994; Toole et al., 1956). Nakon imbibicije sledi aktiviranje hidrolitickih enzima c¢ijom se
aktivnoS¢u pojacava mobilizacija rezervnih materija i povecava dostupnost visokoenergetskih,
vitalnih biomolekula za potrebe klijanaca i1 rast bez fotosinteze (Basra et al., 2005). U toku
imbibicije odvijaja se glikoliza, pentoza-fosfatni put i ciklus limunske kiseline. Rezultat je
oslobadanje razli¢itih produkata od kojih su adenozin-trifosfat (ATP) 1 nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat (NADPH) od klju¢nog znacaja kao visoki energetski potencijali semena. Ova
energija je potrebna za sintezu proteina koja otpoCinje u semenu. Kljuéni moment pre-
germinativnog metabolizma je reparacija oste¢ene DNK zahvaljuju¢i DNK-ligazama (Paparella et
al., 2015).

Druga faza je poznata kao aktivaciona faza i ovde se uspostavlja ravnoteza potencijala vode
unutar semena i okruzenja. U ovoj fazi desavaju se veliki metabolicki dogadaji, poput sinteze novih
proteina. Jednostavna jedinjenja dobijena u prvoj fazi se translociraju u pupoljci¢, deSava se sinteza
novih mitohondrija, proteina, kao 1 pokretanje stres-mehanizma produkcijom specificnih proteina
(proteina toplotnog Soka i kasne embriogeneze) (Catusse et al., 2011; Delseny et al., 2016; Wakasa
et al., 2013). Po drugi put se deSava rapidna apsorpcija vode koja uslovljava vidljivu germinaciju 1
uzrok je popuStanja turgora Celijskog zida klice i slabljenja tkiva koje okruzuje njen vrh.
Pretpostavka je da se ¢elije koje su apsorbovale vodu Sire 1 produkuju protone (vodonikove jone)
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(Belwey and Black, 1994). Dolazi do acidifikacije i kidanja vodoni¢nih veza izmedu ugljenih
hidrata ¢elijskog zida. Rezultat je smanjenje njegove rigidnosti uz istovremeno povecanje
elasticnosti Sto omogucuje ekstenziju celija klice. Ovo je vazan dogadaj, jer se smatra da deoba
¢elija nije neophodna za ekspanziju klice u pocetnim fazama, koliko elongacija. Nakon 10-12 h od
pocetka germinacije pojava klice je prvi vidljivi rezultat (Toole et al., 1956) 1 predstavlja trecu fazu.
Uspesnost germinacije ocenjuje se analizom veceg broja parametara (Kader and Jutzi, 2002).
Najvazniji parametri klijavosti su procenat germinacije (FGP), germinacijski indeks (GI), prosecno
vreme germinacije (MGT), vigor I (VI) i II (VID).

2.7.1. Tretman semena: metode za poboljSanje klijavosti

Tehnologija definisana kao prajming je jednostavan nain da se poboljsa klijavost i rast
useva za duzi vremenski period (Dutta, 2018). McDonald je 2000. godine definisao prajming kao
potapanje semena u bilo koji rastvor koji sadrzi odredene agense, ¢ime se pokreéu pregerminativni
procesi, a zatim naglim suSenjem zaustavljaju, pre izbijanja klice. Hidratacija koja se postize
prajmingom je ispod one koja je neophodna za pojavu klice, ali je dovoljna za pregerminativne
metabolicke procese. Nakon hidratacije, suSenjem nivo vlage svodi se na pocetni §to omogucava
skladiStenje semena, a kasnije setvu (Jimenez-Arias et al., 2017). Istorija prajminga zapocinje pre
vise od 2000 godina. Grk Theophrastus (371-287 p.n.e.) prvi je uocio da se brzina germinacije
povecava potapanjem semena krastavca (Cucumber sativus L.) u vodu pre setve (Dutta, 2018).
Paparella et al. (2015) navode da je Plinius Secundus (A.D. 23-79) u cilju pobolj$nja germinacije,
potapao seme kastavca u rastvor vode i meda; Francuski nau¢nik Oliver de Serres (XVI vek) je
semena tri razliCite vrste pSenice potapao u ekstrakt stajnjaka u trajanju od dva dana i suSio pre
setve; Carls Darvin potapanjem semena salate u morsku vodu pobolj$ao germinaciju, a moderan
koncept tehnologiji prajminga dao je Ells 1963. godine uvodeci suSenje posle imbibicije semena.
Austin et al. (1969) su uocili znacaj prajminga u uslovima stresa. U novijoj istoriji tema brojnih
istrazivanja su fizioloske, biohemijske i molekularne promene koje su javljaju u toku prajminga.
Potvrdeno je da prajming uti¢e na poboljSanje apsorpcije nutrijenata i vode, povecava sposobnost
semena da klija u ve¢em temperaturnom opsegu, prekida dormanciju prouzrokovanu svetlosnim i
temperaturnim faktorima, povecava produktivnost i doprinosi sinhronizaciji u zrenju odraslih
biljaka (Dutta, 2018). Prajming se moze posmatrati kao pozitivan stres, blagog do srednje umerenog
intenziteta (Rakshit and Singh, 2018). Bez njega bi spremnost biljke za brzi i adekvatni odgovor u
novonastalim, nepovoljnim uslovima izostala, jer veliki broj biljaka ima sposobnost da nakon prvog
izlaganja stresu (‘“stres-memorija”) aktiviraju svoje odbrambene mehanizme moduliranjem
biohemijskih, epigenetskih, fizioloskih procesa i da kasnije postizu bolju germinaciju i prinos u
neadekvatnim uslovima (Lutts et al., 2016; Liu et al., 2022b). Prajming ¢e uticati na produkciju
biljnih hormona (jasmonska kiselina, absicinska kiselina, salicilna kiselina 1 etilen) koji ¢e nakon
germinacije u kasnijim fazama uticati na modifikaciju korenske arhiktekture, fotosintetskih
pigmenata, povecanje sadrzaja prolina i smanjenje stomatalne provodljivosti (Xu and Watahiki,
2019; Wahab et al., 2022). Prisustvo negativnih uticaja abiotickih faktora moZze ugroziti sve faze
rasta i1 razvoja biljke, a posebno germinaciju. Abioticki stres moze biti posledica suSe, povecanog
saliniteta, niske temperature, teSkih metala i nanocestica (El-Saadony et al., 2022). Oko 37%
poljoprivrednog zemljiSta u svetu je pod uticajem navedenih faktora koji direktno uticu da se na 29-
34% povrsina koje su pod usevima ne postize povecanje u prinosu (Jisha et al., 2013). U nekim
agrosistemima dolazi do njegovog potpunog izostanka (Ray et al., 2013). Abioticki faktori na biljku
deluju kao oksidativni stres ¢iji je krajnji negativan rezultat akumulacija slobodnih radikala
(Reactive Oxigen Species, ROS) koji degradiraju ¢elijske membrane biljnih tkiva, njihove proteine,
lipide i DNK (Sharma et al., 2012). Ukoliko zataje reparativni mehanizmi biljke, oSte¢ena DNK i
akumulacija ROS-a vode Celijskoj smrti (Ventura et al., 2012). U slucaju negativnog delovanja
bioti¢kih faktora prajmingom se pokrece dugoroc¢ni signalni put kroz vaskularno biljno tkivo, od
lokalnog do sistemskog odbrambenog mehanizma. Oslobadaju se bioloski aktivatori odbrambenog
sistema biljke i obezbeduje se rezistencija na patogene i najceS¢e su to promene u enzimskoj
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aktivnosti (Pieterse et al., 2009; Fuerst et al., 2018; Thakker et al., 2012). Uspeh prajminga zavisi
od vrste biljke - genotipa, fiziologije, morfologije semena i primenjenog tretmana (Paparela et al.,
2015; Vidak et al., 2022).

U odnosu na prajming agens koji se koristi razlikuju se slede¢i tretmani: hidroprajming,
osmoprajming, hemoprajming, termoprajming, hormonalni prajming, prajming fizickim agensima i
bioprajming (Devika et al., 2021; Wang et al., 2022). Osmoprajming podrazumeva potapanje
semena u te¢nostima sa niskim vodnim potencijalom, dok hidroprajming predstavlja jednostavno
potapanje semena u destilovanu vodu na sobnoj temperaturi 5-10 °C (Paparella et al., 2015). Iako se
hidroprajming smatra niskoriziénom i ekonomi¢nom tehnikom, kod nje je vrlo tesko kontrolisati
proces hidratacije, jer zavisi isklju¢ivo od potencijla semena da apsorbuje vodu (Jisha et al., 2013).
Nedostatak teretmana se ogleda u neujednacenoj hidrataciji semena §to utice na uniformnost i
sihronizaciju klijavosti. Takode, vrlo je teSko odrediti momenat prestanka hidratacije pre nego Sto
germinacija ude u tre¢u fazu (McDonald, 2000). Kod hidroprajminga semena nakon zavrSenog
tretmana moraju biti dobro osuSena do postizanja orginalne tezine, jer je nedovoljno susenje Stetno
(Thomas et al., 2000; Jisha et al., 2013). Hemijska jedinjenja koja se koriste za formiranje rastvora
u osmoprajmingu su najées¢e MgSQOs, KCI, KNO3, manitol, NaCl 1 CaCl> (Jisha et al., 2013).
Osmoprajming c¢uva integritet Celijskih membrana i1 doprinosi prolongiranoj i kontrolisanoj
hidrataciji semena (Jett et al., 1996), ali ukoliko primenjeni agens ne odgovara permeabilnosti
membrane semena, joni iz prajming rastvora lako ulaze u seme, remete njegovu osmotsku
ravnotezu, akumuliraju se 1 imaju cititoksican efekat (Paparella et al., 2015). Neka sinteticka ili
prirodna jedinjinja kao $to su holin, etanol, putrescin, KH2PO4, ZnSO4, CuSO4 primenjuju se u
hemoprajmingu. Potvrdeno je da prajming sa sintetizovanim hormonima (apcisinska kiselina,
auksin, giberalini, citokinini) i drugim promoterima rasta poboljSava germinaciju. Hormoni su
medijatori u odgovoru biljke na abioticke faktore kao Sto su niske temperature, suSa i povecan
salinitet. Uti¢u na ekspresiju gena koji doprinose povecanju tolerancije na stresno okruzenje (Jisha
et al., 2013). Postoje podaci da su semena slaice 1 uljane repice primenom ABA kao prajming
agensa pokazala vecu stopu germinacije u odnosu na netretirana semenena i u uslovima niskih
temperatura, suse 1 stresa soli (Gao et al., 2002). Primena prajming tretmana kod kojih ne postoji
hidratacija podrazumeva primenu fizi¢kih agenasa (magnetno polje, ultrazvuk, x-zraci). Izbor ovih
tretmana u prajmingu je u ve¢oj meri ekoloski opravdan u odnosu na one koji ukljucuju hemijske
agense Cija je primena u suprotnosti sa konceptom odrzivosti (Araujo et al., 2016; Dutta, 2018)).
Poznato je da u velikim dozama fizicki faktori okruzenja imaju genotoksican efekat, ali je
interesantno da u nizim dozama pokazuju stimulativan efekat na biljke (De Micco et al., 2014). U
fizicke tretmane spada 1 termoprajming, koji podrazumeva tretiranje semena na razliitim
temperaturama, a cilj tretmana je poboljSanje germinacije u uslovima temperaturnog stresa
(Paparella et al., 2015; Huang et al., 2002). Niske temperature daju bolje rezultate, dok je primena
visokih temperatura ogranicena za biljne vrste toplog klimata (Paparella et al., 2015).

Iako svi navedeni tretmani ispunjavaju zadatak da stimulativno deluju na germinaciju i rane
faze rasta, imaju nedostatke. Uglavnom, pored ekoloskog aspekta, tehni¢ki mogu biti zahtevni i
ekonomski nerentabilni. Takode, Deshmukh et al. (2020) navode da mogu da se primene samo za
eliminisanje negativnih efekata abioti¢kog stresa, dok u uslovima delovanja biotickog stresa nemaju
ulogu. U okviru prajminga tehnika, bioprajming sve vise dobija na znacaju, jer je jedini koji je u
potpunosti ekoloski opravdan, niskorizican, jeftin i lako primenljiv. U funkciji bioloskih agenasa su
PGPR koji se mikrobioloskom inokulacijom uvode u zivotni ciklus biljke.

Magnetno polje kao abioticki faktor je deo prirodnog sistema koji aktivno deluje na
celokupan zivi svet. Bioloski sistemi ga razliCitim mehanizmima percipiraju, a proizvod ove
interakcije je pokretanje biohemijskih i fizioloskih promena koje stoje u osnovi razli¢itih pojava.

Iako vrlo male jac¢ine (0.05 mT), uticaj Zemljinog magnetnog polja na zivi svet je ogroman.
Efekti zavise od genotipa, fizioloskog stanja bioloSkog sistema (Hernandez-Aquilar et al., 2009;
Zhang et al., 2017a; Gutzeit, 2001) i klimatskih uslova (Courtillot et al., 2007). Cinjenica da se
razli¢ite vrste magnetnog polja ve¢ koriste u brojne svrhe u razli¢itim oblastima pokrenula je ideju
njegove primene u sferi odrzive biljne proizvodnje. Kao fizicki predtretman semena ispitivan je u
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cilju povecana prinosa bez Stetnih efekata na Zivotnu sredinu (Vasilevski, 2003). Magnetno polje
uti¢e na metabolicku aktivnost i1 rast razliCitih biljaka u zavisnosti od tipa magneta, njegovog
inteziteta, polarnosti, orijentacije i vremena izlaganja (Pittman, 1977). Znacajan deo ispitivanja u
ovoj oblasti odnosi se na primenu statickog magnetnog polja (SMP), ¢ija jaCina se ne menja u toku
vremena. Na osnovu jacine, SMP moze biti slabo (do ImT), srednje (ImT-1T), jako (1-20T) i ultra-
jako (preko 20T), a od jacine polja, vremena izlozenosti, biljne vrste drugih faktora okruzenja
zavise efekti na biljni rast (Zhang et al., 2017b). To su klju¢ni razlozi zbog kojih su podaci o uticaju
magnetnog polja Cesto kontradiktorni. Medutim, 1 pored toga, primenu SMP-a i drugih oblika
magnetnog delovanja u odrzivoj biljnoj proizvodnji pravdaju brojni rezultati naucnih ispitivanja
koji su potvrdili pozitivne efekte na germinaciju (Bhardwaj et al., 2012), razvoj biljaka u ranim
fazama (Kataria et al., 2017; Souza et al., 2014) 1 konacni prinos (Souza et al., 2006; Vashisth et al.,
2013). Jacina SMP koja se primenjuje u tretiranju semena - primingu kre¢e se od 2,5-250 mT.
Dejstvom SMP povecava se permebilnost ¢elijskih zidova semenskog omotaca omogucéujuéi vecu
apsorpciju vode 1 energetskih molekula (Reina et al., 2001) ¢ime se podize enegetski nivo celija
(Aladjadjiyana, 2002) i kao posledicu imamo bogatiju metabolicku aktivnost (Igbal et al., 2012a,
2012b). Nakon izlaganja semena pSenice SMP-u, primeceno je povecanje aktivnosti a-amilaze i to
50-100% u odnosu na kontrolu (Katsenios et al., 2016). Izrazita aktivnost a-amilaze u toku
germinacije u njenim pocetnim fazama uti¢e na mobilizaciju ugljenih hidrata i njihovu razgradnju
do monosaharida koji ¢e biti iskoriS¢eni za razvoj klijanaca (Kataria et al., 2017). Povecana
asimilacija vode 1 povecanje aktivnosti a-amilaza, dehidrogenaza 1 proteaza, razlog su poboljSanja
germinacijskih parametara (Shine et al., 2011; Shine and Gurupasad, 2012). Pored hirolitickih
enzima, pojacana aktivnost peroksidaza, katalaza, super-oksid dismutaza, glutation-reduktaza,
glutation-transferaza (Maffei, 2014) vodi produkciji ROS-a. Povecanje produkcije ovih enzima je
odgovor biljke na stres, koji u ovom slucaju proizvodi magnetno polje. Slobodni radikali
produkovani u fazi germinacije imaju ulogu signalnih molekula i podsti¢u na mobilizaciju rezervne
materije, slabljenje endosperma, poveéanje koncentracije jona Ca®’, hormonalnu signalizaciju,
ekspresiju gena i elongaciju ¢elija (El-Maarouf-Bouteau and Bailly, 2008), rapidan rast osovinskog
korena (Verma and Sharma, 2010) i1 zaStitu semena od patogena (Radhakrishnan, 2019). Kao
nosioci slobodnih elektrona, ROS imaju paramagnetne osobine (endogeni magneti) i mogu biti
pogodeni delovanjem eksternog SMP koje utiCe znaCajno na promenu u kretanju slobodnih
elektrona ROS-a sto uslovljava pojacanu reaktivnost izbog ¢ega ROS lako stupaju u reakcije sa
drugim bioloskim molekulima kao Sto si lipidi, peptidi i DNK (Goodman and Black, 2002; Juan et
al., 2021). Pored germinacije i kasnije etape razvoja biljke su unapredene, jer se kroz stimulaciju
metabolicke aktivnosti od strane SMP-a obezbeduju asimilativi neophodni za sve faze rasta i
razvoja, a time i veci sadrzaj suve materije i njena dobra preraspodela unutar biljnih organa (Souza
et al., 2006).

2.8. Mikrobioloski tretman semena

Kvalitet semena je vazan aspekt savremenih agronomskih strategija, jer ujednacena klijavost
1 visoka snaga klijanaca doprinose svim parametrima prinosa biljaka. Da bi se poboljsala klijavost
semena mogu se koristiti korisni mikrobi koji pripadaju arbuskularnim mikoriznim gljivama,
Trichoderma spp. 1 rizobakterijama (Cardarelli et al., 2022). Ovi mikroorganizmi mogu povecati
klijavost semena i performanse biljaka kao i toleranciju na bioticki (patogeni i Steto€ine) i abioticki
stres (so, susa i teski metali) uz smanjenu upotrebu agrohemijskih inputa (Paravar et al., 2023).

Tretman semena PGPR je efikasan nacin uvodenja PGPR u rizosferu, gde zahvaljujuci
kompetivnosti uspesno kolonizuju koren.

Postoji nekoliko nacina kojima se mikroorganizmi vezuju za seme:

- oblaganje semena filmom (u te¢ni inokulum se dodaju aditivi kao §to su celulaza, parafinsko
ulje, polisharidi koji poboljSavaju adheziju),
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- nanoSenje inkapsulisanih PGPR (mikroorganizmi se inkapsuliraju uz pomo¢ alginata,
skrobnog sirupa, skroba ili agaroze S§to omogucava zaStitu inokuluma, postepeno i
produZzeno oslobadanje),

- oblaganje tresetom (koristi se najviSe kod semena leguminoza, gde se na seme oblozeno
rizobijumom nanosi vlazan treset),

- biopriming (hidratacija semena sa suspenzijom bioprajming agensa).

Bioprajming je tehnologija koja se najceS¢e primenjuje. U bioprajming tehnologiji ulogu
prajming agensa imaju bioaktivni molekuli (fitohormoni) ili PGPR (Hamayun et al., 2010; Paparella
et al., 2015). Najzastupljenija, lako primenljiva, prakticna, ekonomicna, ekoloSki opravdana metoda
bioprajminga je mikrobioloska inokulacija i predstavlja kombinaciju dva elementa: imbibiciju, t;.
hidrataciju semena (fizioloSki aspekt) i inokulaciju PGPR-om (bioloski aspekt) (Reedy, 2013).
Bioprajmingom, tj. metodom mikrobioloske inokulacije, seme se potapa u bakterijsku suspenziju za
odredeni vremenski period, pri ¢emu mikroorganizmi razliitim stimulusima, direktnim 1
indirektnim mehanizama pokrecu fizioloSke, biohemijske, transkripcione i epigeneteske promene u
semenu promovisu¢i germinaciju i rast klijanaca (Liu et al., 2022¢). Sa druge strane, oslobadeni
eksudati iz semena obezbeduju nutrijente i energiju za mikroorganizme (Wright et al., 2003).
Oslobodena organska materija semena u toku germinacije, a u kasnijim fazama i korena, krucijalna
je za uspostavljanje veze izmedu mikroorganizma i biljke (Whipps, 1990). Naime u toku procesa
klijanja, seme oslobada ugljene hidrate i aminokiselinske eksudate. Zauzvrat, mikroorganizmi
koriste oslobodene eksudate semena kao nutritivni izvor u zemljiStu, a zatim kolonizuju koren
biljaka. Bioprajmingom se kreiraju idealni uslovi za adheziju PGPR na povrSinu semena-povrsinsku
kolonizaciju i proliferaciju u njegovu unutrasnjost-endofitnu kolonizaciju (Mahmood and Kataoka,
2018). Brojnost PGPR za vreme bioprajminga se uvecava od 10 do 10.000 puta u odnosu na
vrednost po¢etnog inokuluma (Callan et al., 1990).

MikrobioloSki tretman semena doprinosi ranom uspostavljanju interakcije biljaka 1
mikroorgamizama, $to dovodi do biostimulativnih efekata kao Sto su poboljSanje rasta biljaka,
povecan unos nutrijenata i pove¢ana otpornost biljaka na abioticki stres (Cardarelli et al., 2022). U
tabeli 2. predstavljeni su efekti bioprajminga sa razli¢itim PGPR na neke biljne vrste, kao i
literaturni izvori predstavljenih rezultata.

Tabela 2: Efekti primene PGPR u mikrobioloSkom tretmanu semena

Literaturni

PGPR Biljna vrsta Efekat .
izvor

pove¢an FGP, sveza i suva masa
klijanaca, duzina primarnog korena, | Li

Bacillus sp. Zea mays aktivnost  katalaza, peroksidaza, | et al., 2021.
sadrzaj prolina i hlorofila
poboljSana germinacija, rast | Bidabadi and
. . Dracocephalum . . . .
Bacillus polymixa . klijanaca, sadrzaj hloroplasta i | Mehralian,
kotschyi O
esencijalnih ulja 2019.
povecan vigor index, P 1 K
Enterobacter Abelmoschus apsorpcija, konfiguracija korena, | Roslan
hormaechei sp. esculentus povecana lisna povrSina i hlorofil | et al., 2020.
indeks
. . Triticum povecana visina, sadrzaj hlorofila, | Meena
Trichoderma harzianum . ..
aestivum duzina korena et al., 2016.

poboljSana  germinacija,  visina
biljke, broj mahuna po biljci, broj
zrma po mahuni, suva masa,

Negi
et al., 2019.

Rhizobia, Trichoderma Phaseolus
viride vulgaris
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antifugalna aktivnost prema
Rhizoctonia
. Trichosanthes povecan FGP, MGT, vigor i suva | Gowthamy
Azospirillum . .
cucumerina masa kljanaca etal., 2017.
povecan sadrzaj rastvorljivih Secera,
roteina, prolina povecana aktivnost | .
Pseudomonas proteina, p P! R Singh
. Zea mays antioksidant enzima 1 biomase
aeruginosa MF-30 . . et al., 2020b.
korena i stabla, anatagonizam prema
Rhizoctonia solani
povecana biomase, sadrzaj hlorfila, _
. . . Lo . > | Fasciglione
Azospirillum sp. Lactuca sativa limunske kiseline, kvaliteta 1 etal. 2015
produzenje vremena skladisteanja ” )
Pseudomonas povecana duzina, sveZa i suva mase
aeruginosa BHU B13- Viena radiata korena 1 nadzemnog dela, sadrzaja | Kumari
398, & hlorofila i lisne mase, antagonizam | et al., 2018.
Bacillus subtilis BHUM prema Rhizoctomia solani
Azotobacter .
. . , Mozafari
chroococcum, .. u uslovima stresa soli povecana
. Triticum . L . and
Azospirillum . aktivnost  antioksidans  enzima,
. aestivum . . .. Fathollahy,
berasilense, povecan FGP i suva masa klijanaca
. 2020.
Pseudomonas putida

Mikrobioloski tretman semena postaje sve popularniji u celom svetu. Od 191 rada
objavljena izmedu 1960. 1 2019. godine na temu primene mikroorganizama u bioprajmingu, oko
41% je publikovano u posljednjih devet godina (Rocha et al., 2019a). Ovo je u skladu sa rastu¢om
potraznjom globalnog trziSta za bioloskim tretmanom semena (Markets and Markets, 2018).

2.8.1. Uticaj mikrobioloskog tretmana semena na klijanje 1 rane faze biljnog rasta

Sve faze germinacije su pod uticajem fitohormona, a mikrobioloska inokulacija sluzi kao
okida¢ za njihovo rapidno pokretanje (Han and Yang, 2015). Zahvaljuju¢i sintezi mikrobnih
fitohormona, modulira se koncentracija biljnih hormona i na taj nacin uspesno podstice klijavost.
Dormancija semena, za koju je odgovorna ABA, spre¢ava njegovu germinaciju u periodu kada su
uslovi okruZenja nepovoljni za razvoj klijanaca. Da bi seme uSlo u germinaciju mora nakon
imbibicije da neutraliSe inhibitorni uticaj hormona ABA, odnosno dormancija se mora prekinuti. Od
strane biljke, tj. semena, to se postize aktiviranjem specificnog katabolizma, smanjenjem
osetljivosti 1 sintezom fitohormona (giberelini, etilen, brasinosteroidi, salicilna kiselina, citokinini,
auksini, jasmonska kiselina/oksilipini) (Skubacz and Golec, 2017; Dave et al., 2016). Ove klase
hormona sintetiSu i mikroorganizmi i u cilju kontrole germinacije svi zajedno ¢ine jedinstvenu
signalnu mrezu, reagujuci jedni sa drugim.

Giberelin (GA) je uklju¢en u kompletan razvojni proces biljke, ali sa aspekta germinacije
GA 1spoljavaju dve znacajne aktivnosti (Derek and Black, 1994):

- uCestvuju u hidrolizi rezervnih materija, jer stimuliSu enzimsku produkciju, posebno
amilaza i kontroliSu degradaciju endosperma,
- direktno uticu na razvoj klice stimulacijom deobe i elongacije ¢elija.

Potvrdeno je da nedostatak GA apsolutno sprecava germinaciju kod semena Arabidopsis
thaliana 1 paradajza (Karssen et al., 1989). GA je u tesnoj korelaciji sa etilenom 1 uti¢e na njegovu
biosintezu zajedno stimuliSuc¢i germinaciju (Corbineau et al., 2014). Etilen stimuliSe vise radijalni
rast, dok giberelini elongaciju embriona (Dugardeyn et al., 2008). Sinteza GA moze biti znacajno
stimulisana prisustvom auksina i u kombinaciji sa njim dovodi do brze germinacije (Gholami et al.,
2009). Prema Kang et al., (2014b) sinteza GA je potvrdena kod Rhizobium spp., Acetobacter
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diazotrophicus 1 Bacillus spp. Etilen je gasoviti fitohormon, jednostavne hemijske strukture.
Ukljucen je u fizioloske i razvojne procese germinacije semena u koncentracijama koje se prema
nekim ispitivanjima krecu 0,1-200 pl/l, Sto zavisi od dubine dormancije i uslova okruzenja
(Corbineau et al., 2014). U toku germinacije etilen uti¢e na pokretanje proteina ¢elijskog zida 1
slobodnih radikala koji vode slabljenju endosperma (Huarte et al., 2020). Da je hormonalna
regulacija kompleksna i da se hormoni medusobno uslovljavaju potvrduje ¢injenica da je auksin
(IAA) od primarnog znacaja za regulaciju etilena. Mehanizam je opisao Glick et al. (1998): PGPR
sintetiSu IAA iz triptofana prisutnom u korenskom eksudatu biljke. Sintetizovan mikrobni
fitohormon se resorbuje od strane biljke i zajedno sa endogenim IAA stimuliSe proliferaciju i/ili
elongaciju ¢elija, ali i aktivnost enzima ACC sintetaze, prekursora etilena. Jedan deo sintetizovane
ACC biva ekskretovan i iskori§¢en od strane PGPR koji produkuju ACC deaminaze. Kao posledica
toga dolazi do smanjenja nivoa ACC u biljci 1 manje mogucnosti sinteze etilena. Zajedno, etilen i
TAA kroz stimulaciju germinacije i deobe Celija, stimuliSu rast embriona (Glick et al., 2007). Park
et al. (2021) navode su PGPR kod kojih je potvrdena izuzetna sinteza auksina vrste iz rodova
Azosirillim, Agrobacterium, Bradyrhizobium, Erwinia, Bacillus, Enterobacter 1 Pseudomonas, dok
Sapre et al. (2019) navode rodove kod koji je potvrdena sinteza ACC deaminaza: Pesudomonas,
Klebsiella, Bacillus, Enterobacter, Agrobacterum i Burkholderia.

Bioprajmingom semena se pored stimulacije procesa germinacije sprecava razvoj patogena
u semenu (Taylor and Harman, 1990). Ovo je izuzetno vazna funkcija bioprajminga, jer je seme
posebno interesantno ne samo kao prenosilac korisnih, ve¢ i Stetnih mikroorganizama (Supari et al.,
2014). Zadrzavanje patogena u toku procesa germinacije dovodi do povecanja njihove brojnosti,
mogucih Setetnih efekata na proces klijanja kao i ugrozavanje opstanka korisnih mikroorganizama
(Bailly et al., 2020; Barret et al., 2016). Mahmood et al. (2016) navode da primenom mikrobioloske
inokulacije semena moguce je u okviru PGPR izaberati one sojeve koje odlikuje veca sposobnost
azotofiksacije, produkcije siderofora, litickih enzima, antibiotika aminokiselina, vitamina,
polisaharida i drugih metabolita. Ova svojstva stimulatora biljnog rasta omoguc¢avaju im da postaju
dominantni po brojnosti i metaboli¢koj aktivnosti i na taj nacin mikrobioloSkom inokulacijom
semena moguce je modulirati diverzitet rizosfere, daju¢i prednost izabranim sojevima (Kloepper
and Schroth, 1981). Dobar pimer je da Burkholderia ambifaria MCI 17 pomaze rast kukuruznih
klijanaca kada se aplikuje na seme tehnikom mikrobioloske inokulacije, ali kada se isti soj aplikuje
direktno u zemljiste efekat izostaje (Ciccillo et al., 2002).

Nakon uspesne germinacije i1 faze kada se klijanci oslanjaju na rezervne materije semena,
zapocinje rana faza rasta biljke. Njen dalji razvoj, stabilizacija i u¢vs¢ivanje u zemljiSte, zatim
apsorpcija, sladiStenje nutrijenata i translokacija vode 1 minerala u stablo su funkcija korena. To je
vitalni organ biljke i od njegovih osobina zavisi rast i prinos biljaka. Vazna osobina korena je
sposobnost adaptacije na raspolozivost nutrijenata i vode 1 druge abioticke ekoloske faktore, kao 1
sposobnost bioticke interakcije sa drugom vrstom. Svi navedeni faktori mogu uticati da osobine
korena, iako genetski odredene, variraju izmedu 1 unutar vrsta (Bardgett et al., 2014). Delovanjem
spoljasnjih faktora deSavaju se unutrasnje fizioloSke promene u korenskom tkivu koje menjaju
morfologiju korena. Morfologija korena odnosi se na osobine individualnog korena kao Sto su
duzina, ukupna povrs$ina, ukupan volumen, precnik i prisustvo korenskih dlacica kao karakteristika
epidermisa. Zahvaljuju¢i produkciji fitohormona (posebno IAA), sintezom sekundarnih metabolita i
enzima PGPR uti¢u na morfoloske, prostorne i funkcionalne osobine korena (Grover et al., 2021;
Vacheron et al., 2013; Hodge et al., 2009; Malamy 2005). IAA je ukljuen u sve aspekte biljnog
rasta sa akcentom na morfologiju korena. Pored toga Sto utie na elongaciju korena stimuliSe bo¢no
grananje i1 povecanje rasta korenskih dlacica (Spaepen, 2014). Mikrobni (egzogeni) auksin zajedno
sa biljnim (endogenim) moZze stimulisati elongaciju i/ili proliferaciju ¢elija korena, differencijaciju
vaskularnog tkiva i uticati na fototropizam i gravitropizam (Aloni et al., 2006; Peer et al., 2011).
Auksin ne uti¢e samo na biljku ve¢ indukuje i fizioloSke promene kod mikroorganizma Sto se vidi
na primeru Rhizobium etli gde je odgovoran za iskljuCivanje pokretljivosti mikroorganizma i
potenciranje njegovog vezivanja za povrsinu korena (Spaepan et al., 2009). Pored etilena i auksina
na formiranje korenovog sistema uticu i1 mikrobni citokinini. Oni stimuliSu c¢elijsku deobu,

27



diferencijaciju korenskog meristema, indukuju proliferaciju korenskih dlacica, ali dovode do
inhibicije lateralnih korenova i elongacije primarnih (Riefler et al., 2005). Pored toga, ovi
fitohormoni uti¢u na strukturu provodnog tkiva korena i povecanu diferencijaciju epidermalnih
¢elija 1 formirane korenskih dlaCica koje omogucavaju vecu apsorpciju nutrijenata (Aloni et al.,
2006; Boivin et al., 2016). Mikrobni fitohormoni pored morfoloskih promena korena imaju
sposobnost da iniciraju hemijske i1 strukturne promene u zidu c¢elija korena (Zang et al., 2007).
Pored fitohormona, mikrobnim metabolizmom oslobodene pristupacne forme azota se ponasaju kao
signalni molekuli i pokrec¢u ekspresiju odgovarajuc¢ih gena koji uticu na morfologiju korena (Jia and
Wiren, 2020).

Dobro razvijen korenov sistem ima sposobnost vece apsorpcije i akumulacije nutrijenata (N,
P, K) u biljnom tkivu koji uticu na povecanje suve mase korena i nadzemnog dela (Chen et al.,
2023). U ranoj fazi rasta, zahvaljuju¢i apsorbovanim mineralima iz zemljiSta jednim delom, a
drugim delom, fotosistetskim proizvodima akumulira se masa biljke. Svetlosna energija se koristi
da konvertuje vodu, ugljen dioksid, minerale u kiseonik i energijom bogata organska jedinjenja u
procesu fotosinteze. U oba procesa Bacillus sp. i Azotobacter sp. mogu imati vaznu stimulativnu
ulogu. Moduliranje nivoa fitohormona doprinosi razvoju korenovog sistema, intezivnijoj resorpciji
nutrijenata Sto se direkto odrazava na povecanje sadrzaja hlorofila, stomatalne provodljivost,
efektivnosti fotosintetskog sistema i stope fotosinteze (Xu and Watahiki 2020). Povecanje sadrzaja
hlorofila moze biti rezultat apsorpcije i inkorporacije nutrijenata (azota) iz zemljiSta pod uticajem
rizobakterija (Purwanto et al., 2021). Zato prisustvo azotofiksatora moze da doprinese povecanju
koncentracije azota i sintezi hlorofila (Shuppar and Kamial, 2020). Pod stresnim uslovima
fotosinteza se inhibira za 50% zbog oslobodenih ROS (Foyer, C. H., and Shigeoka, S., 2011;
Dumanovi¢ et al.,, 2021). Medutim, prisustvo PGPR mogu smanjiti negativni uticaj ROS-a ili
elimnisati, aktiviranjem antioksidant enzima 1 time zastititi hloroplaste 1 biljku od oksidativnog
stresa (Allen, 1995).

Brojna istrazivanja (Cardarelli et al., 2022; Jafari et al., 2021; Rocha et al., 2019a; Rocha et
al., 2019b; Oliveira et al., 2017) su pokazala da tretman semena PGPR-ma moze pomo¢i usevima u
poboljsanju klijavosti, formiranju klijanaca ili postizanju visokih prinosa 1 kvaliteta hrane, pod
smanjenim unosom mineralnih dubriva. Bacillus spp. kao bioinokulanti doprineli su povecanju rasta
kukuruza (Li et al., 2021), pSenice (Ji et al., 2021), soje (Hasanuzzaman et al., 2022), plavog
patlidzana (Jalapathi et al., 2021), zlatnog pasulja (Kumari et al., 2018), paradajza (Salehin et al.,
2021). Primenom Azotobacter spp. inokulanata evidentirana su poboljSanja prinosa kukuruza
(Sharifi, 2011), je¢ma (Mirshekari et al., 2012), suncokreta (Khosravi et al., 2014), pSenice (Patra et
al., 2019). Istrazivanja Barnett et al. (2019) su pokazala da je inokulacija semena pSenice vrstama
roda Streptomyces, Aspergillus 1 Bacillus dovela do povecanja prinosa zrna. Takode, u uslovima
niskih temperatura inokulacija semena soje sa Bacillus megaterium, Trichoderma longibrachiatum i
Trichoderma simmonsii je uticala na povecanje indeksa klijavosti i rasta klijanaca (Bakhshandeh et
al., 2020).

Inokulacija semena PGPR moze biti mo¢no sredstvo protiv veceg broja bolesti, patogena, ali
1 uslova abiotickog stresa. Bez obzira na obecavajuce rezultate, joS uvek postoje izazovi koji se
uglavnom odnose na Sirenje iz laboratorije u polje i pravilnu formulaciju, ukljucujuéi efikasne
mikrobne kombinacije 1 materijale za oblaganje koji mogu rezultirati produzenim vekom trajanja
semena 1 PGPR. Ova ograni¢enja treba prevazi¢i kako bi se omogudila Sira upotreba tretmana
semena kao isplative metode u odrzivim poljoprivrednim sistemima (Rocha et al., 2019a). Primena
PGPR, doprinosi smanjenju upotrebe sintetickih sredstava za zaStitu bilja 1 dubriva, dok
istovremeno osigurava dobar prinos.
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3. CILJ RADA

Interakcija izmedu korisnih zemljiSnih mikroorganizama 1 biljaka odreduje zdravlje 1 prinos
biljaka, ali i plodnost zemljiSta. Koncept odrzive poljoprivrede daje veliki znacaj primeni
rizosfernih bakterija kako bi se biljkama pomoglo da lakSe usvoje nutijente, ali 1 prezive abioticki 1
bioticki stres. Potreba za smanjenjem zavisnosti poljoprivredne proizvodnje od agrohemikalija,
dodatno je doprinela da primena PGPR u poljoprivredi postane atraktivna alternativa
tradicionalnom pristupu. Poznati su razli¢iti nacini primene korisnih mikoorganizama, kao $to su
direktno unoSenje u zemljiSte, potapanje korena, folijarno, tretman semena itd. NanoSenje korisnih
bakterija na seme je jedna od naj¢eSc¢e primenjenih metoda i oznacava se kao inokulacija semena.

Polaze¢i od navedenih Ccinjenica, osnovni naucni cilj ove doktorske disertacije je
sagledavanje mogucénosti primene inokulacije semena sa PGPR u odrZivoj poljoprivrednoj
proizvodnji. Ciljevi disertacije izvedeni su iz polaznih hipoteza da primena metoda inokulacije
semena moze doprineti boljem uspostavljanju sloZenih biljno-mikrobnih interakcija i uticati na rast
biljaka u najranijim fazama rasta, Sto moze doprineti daljoj primeni ove tehnologije u odrzivoj
poljoprivredi. Ispitivanje znacaja uspostavljanja interakcijskih odnosa bakterija i biljaka u
najranijim fazama rasta biljka moze ukazati da PGPR mogu predstavljati potencijalne alate u
orijentisanju poljoprivredne proizvodnje ka ekoloski i ekonomski opravdanim agronomskim
praksama. Kljucni cilj disertacije je bio da se odredi potencijal odabraih izolata kao agensa u
mikrobioloskom tretmanu semena.

PGPR mogu stimulisati rast i produktivnost razliitih useva u zavisnosti od uspostavljene
interakcije 1 procesa prepoznavanja. Imajuéi u vidu specifi¢nosti biljno-mikrobne interakcije za
istrazivanja su odabrani izolati F8/2 i 11/3 koji pripadaju tipicnim zemljiSnim vrstama Azotobacter
chroococcum 1 Bacillus megaterium 1 deset biljnih vrsta. Cilj disertacije je bio molekularna
identifikacija izolata kao 1 karakterizacija u smislu odredivanja njihovog potencijala u stimulaciji
rasta biljaka i utvrdivanja pripadnosti grupi PGPR. To je podrazumevalo ispitivanje uloge sojeva u
nutritivnom ciklusu, enzimska aktivnost, sposobnost produkcije hormona, sinteza VOC 1 uloga u
biokontrolnoj aktivnosti prema nekim fitopatogenim gljivama. U cilju preciznije karakterizacije
sojeva ispitan je odnos sojeva prema ekoloskim faktorima kao S$to su temperatura, pH i poviSena
koncentracija soli.

Klijanje semena je klju¢na razvojna faza u zivotu biljaka i brzina, ujednacenost i1 kvalitet
klijanja semena znacajno uti¢u na kasniji rast, stanje biljke i prinos. S obzirom na znacaj ove faze,
cilj je bio da se izabranim PGPR sojevima, bioprajmingom, odnosno metodom mikrobioloske
inokulacije tretiraju semena razli¢itih biljnih kultura i utvrde efekti inokulacije na parametre
klijavosti. Takode, cilj je bio 1 pracenje parametara germinacije inokulisanih semena tretiranih
statickim magnetnim poljem, kao abiotickim faktorom.

Cilj je bio 1 ispitivanje uticaja mikrobioloSke inokulacije na makro- i mikro- morfoloske
karakteristike korena kao i biomasu nadzemnog dela biljaka kao indikatore vegetativnog rasta u
ranoj fazi rasta biljaka.

Polaze¢i od brojnih literaturnih podataka koji ukazuju da uspeh inokulacije znacajno zavisi
od sposobnosti sojeva da kolonizuju koren za cilj je postavljeno ispitivanje sposobnosti odabranih
sojeva da povrSinski i endofitno kolonizuju koren u ranoj fazi rasta biljaka, primenom odgajivackih
1 mikroskopskih tehnika (skenirajuca elektronska mikroskopija, konfokalna laserska skenirajuc¢a
mikroskopija).
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4. MATERIJAL I METODE

4.1. Karakteristike testiranih rizobakterija

Bakterijski sojevi, koriS¢eni u istrazivanju, pripadaju kolekciji Katedre za ekolosku
mikrobiologiju Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Beogradu u Zemunu. U okviru ranijih
istrazivanja, izolovani su iz poljoprivrednih zemljiSta i na osnovu izgleda kolonije, morfoloskih
karakteristika celija (Tabela 3) 1 fizioloskih karakteristika odredenih standardnim testovima i
primenom APISOCH identifikovani su kao predstavnici vrste Azotobacter chroococcum 1 Bacillus
megaterium.

Tabela 3: Izgled kolonija i mikromorfoloSke karakteristike ¢elija
Azotobacter chroococcum F8/2 1 Bacillus megaterium 11/3

Izgled kolonija Mikromorfoloske karakteristike
Oznaka soja | oblik i . povrsina i bojenje po | oblik i PIISUSVO
Dy boja cistai
veli¢ina tekstura Gramu raspored
spora
u ranoj fazi dominantan
Azotobacter rasta ravne, ovalan
okrugle, | transparentne, glatke, . oblik; mogu | prisutne
chroococcum . . negativne . .
F8/2 krupne starenjem mukoidne, biti ciste
produkuju gumaste pojedina¢ne
taman pigment ili u paru
ravne, .
. krupni
. krupn .y latke i Y
Bacillus pne, belicasto—krem, glaKe Stapici, .
. nejednake . sjajne, . > .o . | formira
megaterium iy sa starenjem . pozitivne pojedinacni,
velicine . jasno S o spore
11/3 tamno-zute o ili u kra¢im
ograni¢enih .
.2 lancima
ivica

Kulture su odrzavane na odgovaraju¢im podlogama i Cuvane na temperaturi 4°C do
upotrebe. Soj A. chroococcum F8/2 je odrzavan na bezazotnoj podlozi po Fjodorovu, a soj B.

megaterium 11/3 na tripton-soja agaru (TSA, Torlak, Srbija).

Sastav podloge po Fjodorovu

MgSO4

KH>PO4

CaHPO4

CaCOs

FeCls

Manit

Agar

NaCl

Rastvor mikroelemenata

(&)
0,3 H3BOs3
0,3 MnCl; x 4H,O
0,2 ZnS04 x TH20
2,5 CuS0O4 x 5SH>O
0,1 NaMoO4 x 2H,0
20
16
0,5

1 ml
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Stok rasvor mikroelemenata

(&)
2,86
1,81
0,22
0,05
0,12




4.1.1. Molekularna identifikacija
Priprema izolata za ekstrakciju DNK

Bakterijske kulture su gajene na odgovaraju¢im podlogama i rezimu inkubacije 28 °C u toku
24-48 h. Posle inkubacije, u sterilne ependorf tube (1,5 ml) uneto je po 100 ug Ciste bakterijske
kluture. Dodato je po 300 pl fizioloSkog rastvora, a zatim je u tri navrata izvr§eno ispiranje u
fizioloSkom rastvoru uz obaranje ¢elija centrifugiranjem na 7000 rpm (Nippon, Genetics Europe
GmbH, Nemacka) u trajanju od 5 minuta Nakon finalnog odlivanja supernatanta, dodato je po 100
ul Rnase-free vode (MolecularBiology Grade Water, Eppendorf) u svaku ependorf tubu.
Vorteksovanjem su pripremljeni uzorci homogenizovani i podvrgnuti daljoj proceduri izolacije
DNK.

Izolacija hromozomalne DNK

Izolacija DNK je obavljena pomocu ZR Soil Microbe DNA Mini Preparation Kit-a 1
uputstvu proizvodaca (ZymoResearch, SAD). U ZR Wasing Bead™Lysis tube dodati su
pripremljeni uzorci i 750 pl rastvora za liziranje. SmeSa je tretirana na disruptoru (Scientific
industries—ST-D258, SAD) 5 minuta, a zatim je centrifugirana na 10.000 rpm (Mini Spin
Eppendorf, Nemacka) u trajanju od 1 minuta. U prethodno pripremljenu Zymo Spin™IV Spin Filter
tubu dodato je 400 pl dobijenog supernatanta. Supernatant je centrifugiran na 7000 rpm (Mini Spin
Eppendorf, Nemacka) u trajanju od 1 minuta, a zatim je dodato 1200 pl Soil DNA Binding Buffer-
a. Iz dobijene smese, 800 pl je prebaceno u Zymo Spin™ IIC kolonu sa kolekcionom tubom.
Centrifugiranjem na 10.000 rpm u trajanju od 1 minuta, dobijena tecnost iz kolekcione epruvete je
eliminisana i postupak je ponovljen. Postavljena je nova kolekciona tuba, a direktno na filter Zymo
Spin™ [IC kolone dodato je 200 pul DNA Pre-Wash Buffer-a, nakon cega je primenjeno
centrifugiranje na 10.000 rpm/Iminuta. Zatim je dodato 500 pl Soil DNA Wash Buffer-a i smesa je
ponovo centrifugirana po istom rezimu. Zym Spin ™ IIC kolona transferovana je u novu sterilnu
tubicu, a na filter je direktno dodato 100 pl DNA Elution Buffer-a u cilju eluacije DNK uz
centrifugiranje na 10.000 rpm, 30 sekundi Eluirana DNK prebacena je u prethodno pripremljenu
Zymo Spin™ IV HCR Spin filter-tubu. Centrifugiranjem na 8000 rpm u trajanju od 1 minuta
izolovana je DNK. U cilju njene kvantifikacije, izvrSeno je merenje apsorbance na 260 nm u 1 pl
ekstrahovane DNK (NanoDrop™ Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, SAD).

Lancana reakcija polimeraze (PCR):

PCR metoda je primenjena u cilju umnozavanja 16S rDNK regiona kod izabranih
bakterijskih sojeva pomocu prajmera 16SF/16SR za A. chroococcum F8/2 1 UNI16SF/UNI16R za
B. megaterium sp. 11/3, a u slucaju A. chroococcum F8/2 je dodatno, u cilju amlifikacije nif H

gena, primenjen i par prajmera nifHg1F/nifHgIR (Operon Biotechnologies, Nemacka) (Tabela 4).

Tabela 4: Parovi prajmera koriS¢eni za identifikaciju sojeva

Soj Region Kori$¢eni prajmeri Literatura
165 16S-F (GAATCTTCCACAATGGACG) i ?gmgow
16S-R (TGACGGGCGGTGTGTACAAG) ? ’
Azotobacter rDNK

chroococcum F8/2 nifHgl-F (GGTTGTGACCCGAAAGCTGA) Helmut

mifH | ifHgl-R (GCGTACATGGCCATCATCTC) ctal., 2004.
Bacillus 16S UNI16S-F(GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG) | Haynes
megaterium 11/3 rDNK | UNI16S-R (GGTCCG TGT TTCAAGACG) etal., 1995.
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Za formiranje PCR smeSa za oba soja koris¢en je KapaBiosystem PCR kit (Velika
Britanija). Radna zapremina PCR smese od 50 pul za sekvencioniranje 16S rDNK za A.chroococcum
F8/2 sadrzala je 5 pl reakcionog pufera (10x), 1 ul ANTP (10 mM), 1 ul svakog prajmera 0,2 ul Taq
polimeraze (2 U/ul), 5 ul DNK 1 Rnase-free vode do 50 pl. PCR reakcija se odvijala u slede¢im
uslovima: inicijalna denaturacija na 94 °C u trajanju od 5 minuta. je pracena sa 30 ciklusa koji su
podrazumevali denaturaciju na 94 °C u trajanju od 30 sekundi, hibridizaciju na 55 °C u trajanju od
30 sekundi i elongaciju na 72 °C u trajanju od 2 minuta. Finalna elongacija se odvijala na 72 °C u
trajanju od 7 minuta.

Sastav PCR smese za sekvencioniranje nifH gena je bio identican sastavu PCR smeSe
koris¢ene za sekvencioniranje 16S rDNK regiona, izuzev prajmera. PCR reakcija se odvijala u
termosajkleru (Kyratec, Australija) pod slede¢im uslovima: inicijalna denaturacija na 94 °C u
trajanju 5 minuta pracena je sa 30 ciklusa koji su podrazumevali denaturaciju na 94 °C u trajanju od
30 sekundi hibridizaciju na 50 °C u trajanju od 30 sekundi i fazu elongacije na 72°C u trajanju od 2
minuta. Finalna ekstenzija se odvijala na 72 °C u trajanju od 7 minuta.

Radna zapremina PCR smeSe za B. megaterium 11/3 sadrzala 10 pl reakcionog pufera (10x),
3 ul 25 MgCla, 1 ul ANTP mix, 2 pl svakog prajmera (0,2 pl Taq polimeraze, 1 ul DNK i RNA free
vode do 50 pl. PCR program se sastojao iz sledecih koraka: pocetne denaturacije na 95°C u trajanju
5 minuta prac¢ene sa 35 ciklusa gde se denaturacija odvijala na 95 °C, 30 sekundi, hibridizacija na
55 °C u trajanju od 30 sekundi. i elongacija na 72 °C u trajanju od 1 minuta. Finalna elongacija se
odvijala na 72 °C u trajanju od 1 minuta.

Kao negativne kontrole koris¢ene su smese identicnog sastava specificnog za svaku PCR
reakciju, u kojima je umesto DNK uzorka u PCR smesu dodata Rnase-free voda.

Vizualizacija PCR produkata

Elektroforezom je izvrSena vizuelizacija fragmenata dobijenih PCR produkata. Proces
elektroforeze se odvijao na 1% agaroznom gelu pripremljenom rastvaranjem agaroze u 1 x TBE
(Tris-Borat-EDTA buffer) (Fermentas, Litvanija). Gel je zagrevan do kljuCanja, a zatim je nakon
hladenja 1 postizanja temperature od najvise 60 °C dodato 2,5 pl Midori Green Advance boje
(Nippon Genetics Europe GmbH) 1 izvrSeno izlivanje u kalup aparata za horizontalnu elektroforezu
(Advance Mupid-One, Japan). Elektroforeza se odvijala na 60 A u trajanju od 40 minuta.
Odredivanje veli¢ine produkta izvrSeno je poredenjem sa odgovaraju¢im markerom (Nippon
Genetics Europe GmbH). UmnozZeni fragmenti su posmatrani u komori transiluminatora (Nippon
genetics Europe GmbH). Pozitivan rezultat elektroforeze je podrazumevao dobijanje po jednog
fragmenta ocekivane duzine od ~ 1500 bp.

Sekvencioniranje i identifikacija bakterijskih sojeva

Umnozeni fragmenti su preciSéeni i sekvencionirani u oba smera, uz primenu identi¢nih
prajmera kao i prilikom amplifikacije, primenom ABI 3730XL Sequencer (Macrogen, Inc., Seul,
Koreja). Za poravnavanje sekvenci koriSten je Clustal W 2.0 alogaritam (Larkin et al., 2007) i
MEGA 5 Softver (Tamura et al., 2011).

Molekularna identifikacija bakterijskih sojeva izvrSena je viSestrukim uparivanjem dobijenih
sekvenci sa sekvencama drugih bakterija dostupnih u GenBank bazi podataka
(http://blast. GenBank.nlm.nih.gov/Blast.cgi), za $ta je korisS¢en CLUSTAL W program (Thompson
et al., 1994).

Deponovanjem u GenBank bazu podataka, (National Center for Biotechnology Information, NCBI,
www.ncbi.nlm.nih.gov), sekvence su dobile pristupne brojeve (GenBank Accession Number).
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4.1.2. Ekoloske karakteristike

U okviru ekoloskih odlika izabranih bakterijskih sojeva, posmatran je uticaj temperature, pH
1 povecane koncentracije soli na njihov rast.

Uticaj temperature na izabrane bakterijske sojeve

Odnos izabranih sojeva i razli€itih temperatura je utvrden pracenjem rasta B. megaterium
11/3 na TSA 1 A. chroococcum F 8/2 na podlozi po Fjodorovu na temperaturama od 4, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 1 60 °C nakon inkubacionog perioda od 24-48 h. Pojava bakterijskog rasta
je oznacena kao pozitivan rezultat.

Uticaj pH na izabrane bakterijske sojeve

Razli¢ite pH vrednosti hranljivog agara, HA (Torlak, Srbija) podeSene su dodavanjem 1M
HCl ili 1M NaOH, na sledec¢e vrednosti: 3,5; 4; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 7,0; 8; 8,5;9; 9,5; 10; 10,51 11.
Inkubacija zasejanih podloga se odvijala na temperaturi od 28+2 °C u trajanju od 48-72 h. Pojava
bakterijskog rasta nakon inkubacije je bila oznacena kao pozitivan rezultat.

Uticaj prisustva povecane koncentracije natrijum hlorida (NaCl) na izabrane bakterijske sojeve

U HA podlogu dodat je natrijum hlorid (NaCl) u koncentracijama od 3, 5 1 7%, pre
autoklaviranja. Inkubacija je vrSena na temperaturi od 28+2 °C. Pojava kolonija nakon 24-48 h je
indikovala pozitivan rezultat.

4.2  Mehanizmi stimulacije biljnog rasta

U okviru ispitivanja sposobnosti bakterijskih sojeva da direktnim 1 indirektnim
mehanizmima stimuliSu biljni rast i razvoj ispitivana su slede¢a svojstva: enzimska aktivnost,
produkcija indol-siré¢etne kiseline (IAA), sposobnost regulisanja nivoa l-aminociclopropan-I1-
karboksilne kiseline (ACC), sinteza siderofora, sposobnost solubilizacije P, K, Zn iz neorganskih
izvora, produkcija amonijaka, egzopolisaharida, cijanovodoni¢ne kiseline (HCN), isparljivih
organskih metabolita (VOC) 1 ispitivanje antagonistickog odnosa prema Botrytis cinerea, Fusarium
graminearum 1 Fusarium oxysporum.

4.2.1. Enzimska aktivnost bakterijskih sojeva

Bakterijski sojevi su podvrgnuti biohemijskom testiranju primenom APIZYM sistema
(Biomerieux, Francuska). Bakterijske kuture stare 24 h nakon gajenja na odgovaraju¢im podlogama
(TSA 1 podloga Fjodorova) prenete su u sterilan fizioloski rastvor (2 ml) i pripremljena je
suspenzija opticke gustine 6 na 550 nm (T70 UV/VIS Spectromer, PG Instruments LTD, UK) $to je
odgovaralao brojnosti od 1,8 x 10° CFU/ml. Od ovako pripremljenih suspenzija, pipetom je po 65 pl
preneto u svaki od bunari¢a API testa. Nakon inkubacije od 4 h na temperaturi 372 °C (Binder,
Litvanija), u bunarice je dodata po 1 kap ZYM A i ZYM B reagensa i posle 5 minuta rezultati su
ocitani poredenjem boje u bunari¢ima sa uputstvom API Colour ZYM Chart-a.

4.2.2. Produkcija indolsiré¢etne kiseline (IAA)

Sposobnost produkcije IAA utvrdena je primenom kolorimetrijskog testa (Paten and Glick,
2002). Sveze bakterijske kulture su zasejane u 5 ml M9 medijuma koji je potom inkubiran na 30+1
°C/24 h/150 rpm (Biosan ES-20, Letonija). Koli¢ina 0,5 ml dobijene kulture je prebacena u 9 ml
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M9 medijuma obogacenog sa 100 pg/ml I-tryptophana (Sigma Aldrich, SAD) i inkubirano na 30+1
°C/72h/150 rpm. Nakon inkubacije, 2 ml suspenzije je centrifugirano na 6000 rpm/15 minuta (Mini
Spin, Ependorf, Nemacka). Zatim je 1 ml supernatanta prenet u eprivetu sa 2 ml Salkowski
reagensa. Suspenzija je homogenizovana vorteksovanjem, a zatim je na sobnoj temperaturi, u
mraku, inkubirana 25 minuta. Vrednost apsorbance je ocitana na 530 nm (T70 UV/VIS
Spectrometer, PG, Velika Britanija) 1 uporedena sa vrednostima standardne krive IAA (obuhvata
vrednosti 1-100 pg/ml IAA). Koli¢ina sintetizovane IAA od strane soja je izrazena u pg/ml.
Standardna kriva je formirana rastvaranjem 10 mg sinteticke IAA (Sigma, Aldrich, SAD) u
10 ml acetona, a zatim je od ovog rastvora pripremljena serija rastvora u M9 medijumu do
postizanja finalnih koncentracija od 1, 5, 10, 20, 50 1 100 pg/ml TAA. U 1 ml svakog pojedinacnog
rastvora dodato je po 1 ml Salkowski reagensa, inkubirano na sobnoj temperaturi 30 min, a zatim je
izvrSeno ocitavanje na 530 nm (T70 UV/VIS Spectrometer, pG Instruments LTD, Velika Britanija).

Sastav M9 mineralnog medijuma Stok rastvora soli M9 Stok rastvor elemenata u
(ml/1) (g/) tragovima (100x) (g

MO rastvor soli (10x) 100 FeCl;x 6H,O 0,83 EDTA 5
Glukoza (20%) 20 ZnCl, 0,084 FeClx6H:0 0,83
IM MgSO4 1 NaCl 5 ZnCl 0,084
IM CaCl, 0,3 NH4CI 5 CuCLx2H,O 0,013
Biotin (1mg/ml) 1 pH 79 CoCLx2H,O 0,010
Tiamin (1mg/ml) 1 >~ H;BO; 0,010
Elementi u tragu (100x) 10 MnCl 0,0016
pH 7,5 pH 7,5

Priprema Salkowski reagensa: 2 ml 0,5 M kristalnog gvozde (III)-hlorida (FeCl; x 6H20) i
98 ml 35% perhlorne kiseline (HC1O4) je homogenizovano vorteksovanjem, a zatim inkubirano na
sobnoj temperaturi, u mraku u trajanju od 30 minuta.

Rastvor I-triptofana koncentracije 1 mg/ml je pripremljen u destilovanoj vodi, a zatim
sterilisan pomoc¢u membranskog filtera sa porama promera 0,2 pm (Minisort Sartorius) i dodat u
M9 medijum u koncentraciji od 100 pg/ml I-triptofana.

4.2.3. Sposobnost koris¢enja I-aminociklopropan-I-karboksilne kiseline (ACC)

Na osnovu sposobnosti da se koristi ACC kao izvor azota potvrdena je aktivnost ACC
deaminaza kod izabranih sojeva.

Aktivnost ACC deaminaza je kod B. megaterium 11/3 testirana na Dworkin-Foster podlozi
(DF) (Dworkin and Foster, 1985) u koju je dodat ACC kao jedini izvor azota u koncentraciji od 3
mM. Bakterijska kultura je zasejana u TSB medijum (5 ml) 1 inkubirana 24 h na 28+2 °C/150 rpm
(Biosan, ES-20, Letonija). Centrifugiranjem na 6000 g u trajanju od 10 minuta dobijen je talog koji
je ispran, a zatim resuspendovan u 0.1 M MgSO4. Pipetom, kultura je zasejana, u vidu kapi, na DF-
ACC podlogu. Inkubacija je trajala 48 h na 28+2 °C. Pojava kolonija nakon inkubacije je bila
indikacija aktivnosti ACC deaminaza. Inokulisana DF podloga bez ACC predstavljala je kontrolu.

S obzirom da predhodni test nije pouzdan kada su u pitanju azotofiksiraju¢e bakterije poput
predstavnika Azotobacter sp., aktivnost ACC deaminaza je kod 4. chroococcum F8/2 utvrdena
ninhidrinskim testom (Li et al., 2011). Bakterijska kultura dobijena nakon inkubacije u LB
medijumu (Sambrook et al., 1989) u trajanju 24 h pri 28 °C/200 rpm (Biosan ES — 20, Letonija) je
podvrgnita centrifugiranju na 10.000 g u trajanju od 5 minuta (Mini Spin Eppendorf, Nemacka) i
ispiranju (2x) pomo¢u DF medijuma. Dobijeni talog je resuspendovan u 2 ml DF medijuma
obogac¢emog sa 3 mmol/l ACC-a (Sigma-Aldrich, SAD), nakon ¢ega je sledila inkubacija u trajanju
od 24 h na 28 °C/200 rpm. Koli¢ina od 1 ml dobijene kulture je centrifugirana na 10.000 g u
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trajanju od 5 minuta, a zatim od dobijenog supernatanta izdvojeno 0,1 ml i dodato u 1 ml DF
medijuma. Od ovako razredenog supernatanta, po 60 pl je u tri ponavljanja preneto u bunari¢ce PCR
mikroplejta uz dodatak 120 pl ninhidrin reagensa i zagrevano 30 minuta u vodenom kupatilu na
temperaturi klju¢anja. Promena boje (Ruhemanova ljubicasta) u poredenju sa kontrolnim DF-ACC
je bila potvrda da soj koristi ACC, a zatim je u cilju kvantifikacije, 100 pl ovog reakcionog rastvora
preneto u mikroplejt sa 96 bunari¢a ravnog dna u tri ponavljanja. Ocitana je apsorbanca na 570 nm
(T70 UV/VIS Spectrometer, PG Instruments, LTD) i dobijene vrednosti su poredene sa vrednostima
standardne ACC krive u rangu koncentracija od 0,005-0,5 mmol/I.

Standardana kriva je formirana tako $to je DF-ACC medijum (sa koncentracijom ACC od 3
mmol/l) razblazen sa DF medijumom do postizanja rastvora radnih koncentracija 0,005, 0,01,
0,015, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,10, 0,15, 0,20, 0,25, 0,30, 0,40 i 0,50 mmol/l. Neinokulisani DF-
ACC medijum je predstavljao kontrolu.

LB medium DF medijum Elementi u tragovima Citratni pufer
(g (g (ng/h (g
Tripton 10  KH,PO4 4  FeSOq4 1 Na-citrat-dihidrat 24,27
Kvascev . .
ckstrakt 5 Na,HPO, 6 H3;BOs 10 Limunska kis. 3,36
NaCl 10 MgSO04x7H,0 2 MnSOsxHO 11,2 Destilovana voda 1
pH 7 Glukoza 2 ZnSO&7H, O  124,6  pH 6,0
Glukonska kis. 2 CuSO4«x5H,O 78,2
Limunska kis. 2 MoOs 10
4  Agar 20

Priprema ninhidrin reagensa: 500 pl ninhidrina i 15 pl askorbinske kiseline je rastvoreno u
60 ml etilen glikola. Rastvor je cuvan na 20 °C do upotrebe. Neposredno pre primene, rastvoru se
dodalo 60 ml/mmol citratnog pufera (pH 6,0).

4.2.4. Produkcija siderofora

Modifikovana CAS-metoda opisana od strane Lakshmanan et al. (2015) je primenjena u
cilju potvrdivanja produkcije siderofora. Sveze bakterijske kulture su zasejane na CAS-agar
podlogu, a zatim inkubirane na 28+2 °C u trajanju od pet dana. Pojava zona Zute ili narandzaste
boje je potvrda sposobnosti produkcije siderofora.

Sastav CAS-agar podloge:

a) Rastvor: 60,5 mg hrom azurol S (CAS, Fluka) indikatora u 50 ml vode;

b) Rastvor: 1 mM FeCl; x 6H>O u 10 mM HCI;

c) Rastvor: 72,9 mg heksadeciltrimetilamonijum-a (HDTMA, Sigma) u 40 ml vode;

d) Rastvor (a) je pomeSan sa rastvorom (b) 1 uz lagano meSanje dodat je pripremljenom i
autoklaviranom rastvoru (c);

e) 100 ml dobijene smeSe (a + b + ¢) dodato je u 900 ml sterilnog LB medijuma ¢ija je pH
korigovana na 6,8.

4.2.5. Sposobnost solubilizacije fosfora (P), kalijuma (K) i cinka (Zn)

Sposobnost odabranih sojeva da solubilizuju P je utvrdena kor§¢enjem NBRIP medijuma
(National Botanical Research Institute’s Phosphate; Nautiyal, 1999). Bakterijske kulture stare 24-
48 h nanete su na podlogu u tri ponavljanja i inkubarane 14 dana na temperaturi od 28+2 °C.

Sposobnost izabranih sojeva da solubilizuju K ispitana je primenom modifikovanog
Aleksandar medijuma obogacenog brom-timol indikatorom (Rajawat et al., 2016). K-Al-silikat
(Galenika, Srbija) je predstavljao jedini izvor kalijuma. Bakterijske kulture stare 24-48 h su
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zasejane na modifikovan medijum u tri ponavljanja. Inkubacija je trajala tri dana na temperaturi od
28+2 °C.

Sposobnost solubilizacije Zn je utvrdena primenom Tris-mineralnog medijuma (Gandhi and
Muralidharan, 2016). Kao izvor cinka koris¢en je cink-oksid (ZnO) (Sigma-Aldrich, SAD) koji je u
medijumu bio zastupljen sa 1%. Bakterijske kulture stare 24-48 h nanete su na podlogu u tri
ponavljanja i inkubarane na temperaturi od 30 °C/48 h.

Nakon inkubacionog perioda pojave prosvetljenih zona na NBRIP i Tris-mineralnom
medijumu i jasnih Zutih zona na modifikovanom Aleksandar medijumu su indikovale sposobnost
solubilizacije fosfora, cinka i kalijuma iz nerastvornih neorganskih jedinjenja. Kapacitet
solubilizacije fofora, cinka i kalijuma je izrazen indeksom solubilizacije (SI):

SI = (pre¢nik kolonije + precnik halo-zone)/pre¢nik kolonije x 100 (Bashir et al., 2017).

NBRIP medijum Modifikovan Aleksandar medijum  Tris-mineralni medijum
(g g/ (g
Glukoza 10 Glukoza 5 Dekstroza 10
Ca3(PO4) 5 MgSO4 0,5 (NH4)SO4 1
MgCl,+6H,0 5 FeCls 0,006 KCI 0,2
(NH4)QSO4 0,1 Ca3(P04)2 2 KzHPO4 O, 1
MgS04+7H,0 0,25 CaCO; 0,1 MgSO, 0,2
KCl 0,2 KAISi 3 ZnO 10
pH 7 Agar 20 Agar 15
pH 7,5 pH 7

Modifikovanom Aleksandar medijumu je pre autoklaviranja dodato 2,5 ml/100 ml podloge
rastvora brom-timol plavog. Stok rastvor indikatora sadrzi 5 g brom-timol plavog u 11 70% etanola.

4.2.6. Produkcija amonijaka (NH3)

Bakterijske kulture su gajene u 5 ml peptonske vode (Torlak, Srbija) 72 h na temperaturi od
28+2 °C. Nakon inkubacionog perioda dodato je 0,5 ml Nessler-ovog reagensa (Alfapanonija,
Srbija) 1 promena boje od Zute do braon indikovala je sposobnost izolata da produkuju amonijak
(Cappuccino and Sherman, 2005).

4.2.7. Produkcija egzopolisaharida

Produkcija egzopolisaharida je utvrdena primenom procedure datoj od strane Paulo i
saradnika (2012). Sterilni filter diskovi (@ 5 mm) postavljeni su u Petri kutije sa ¢vrstom podlogom
ATCC No. 14 (Arfarita et al., 2016) i inokulisani sa 5 pl bakterijske suspenzije gustine 10’ CFU/ml.
Inkubacija je trajala 48 h na temperaturi od 28+2 °C. Pojava sluzavih kolonija oko diskova i pojava
precipitata nakon unoSenja kolonije u 2 ml apsolutnog etanola predstavlja potvrdu sposobnosti
produkecije egzopolisaharida.

ATCC No. 14 podloga

(g
KH,PO4 0,2
K>HPO4 0,8
MgS0O4x7H,O 0,2
CaS04 2H,0 0,1
FeCls 2,0 mg
NaxMoOq u tragu
Kvascev ekstrakt 0,5
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Saharoza 20
Agar 15
pH 7,2

4.2.8. Produkcija cijanovodonic¢ne kiseline (HCN)

Metoda opisana od strane Bakker and Schipper (1987) je primenjena za utvrdivanje
sposobnosti soja da produkuje HCN. Bakterijska kultura stara 24-48 h je ezom naneta na povrSinu
TSA u koju je pre autoklaviranja dodato 4,4 g/l glicina. Sterilan filter papir (Whatman No. 1) je pre
postavljanja na unutraS$nju stranu poklopca Petri kutije kratkotrajno potopljen u 0,5% vodeni rastvor
pikrinske kiseline i 25% (tezina/zapremina) natrijum karbonata (Na2COs3), a zatim su postavljeni
poklopci na Petri kutijama zatvoreni parafilmom. Inkubacija je trajala 96 h na temperaturi od 28+2
°C. Promena boje filter papira od zute do braon je indikacija sinteze HCN (Cappuccino and
Sherman, 2005).

4.2.9. Ispitivanje sastava isparljivih organskih smesa metabolisanih od strane bakterijskih sojeva

U cilju analize isparljivih organskih jedinjenja metabolisanih od strane bakterijskih sojeva 4.
chroococcum F8/2 1 B. megaterium 11/3 primenjena je GC-MS metoda (Gasna hromatografija-
Masena spektrometrija).

Priprema uzoraka

Ispitivanje isparljivih metabolita je izvrSeno nakon gajenja bakterijskih sojeva u te¢nim
hranljivim podlogama. 4. chroococcum F8/2 je gajen na te¢noj podlozi po Fjorodovu koja je
pripremljena po recepturi datoj u sekciji 4.1.1., ali bez dodatka agara, a B. megaterium 11/3 na
tripton soja bujonu (TSB) (Torlak, Srbija).

Pored toga, u cilju ispitivanja uticaja hranjive podloge na sastav isparljivih organskih
jedinjenja u slucaju soja B. megaterium 11/3 ista analiza je sprovedena i sa zemljiSnim ekstraktom.
Zemljisni ekstrakt je pripremljen tako Sto je kilogram zemljiSta neutralne pH pomeSan sa 2 1
vodovodske vode i ostavljen da stoji 24 h. SmeSa je sterilisana na temperaturi od 121 °C u trajanju
od 1h. Nakon hladenja, izdvojena te¢na faza je odlivena od taloga, a zatim profiltrirana nekoliko
puta u cilju dobijanja Cistog filtrata. Dobijeni filtrat je sterilisan na temperaturi od 121 °C u trajanju
od 20 minuta.

Sterilne boc¢ice namenjene za hromatografsku analizu dimenzija 75.5 x 22.5 x 20 ml (Merck
KGaA, Darmstadt, Nemacka) su koriS¢ene u cilju pripreme uzoraka. Po 5 ml od svake podloge
preneto je u bocice za hromatografsku analizu, a zatim su inokulisane odgovaraju¢im sojevima sa
po 20 pl suspenzije (107 CFU/ml). Zasejane podloge su inkubirane na temperaturi od 28+2 °C u
vremenskom periodu od tri dana. Neinokulisane bocice sa sterilnim podlogama su predstavljale
kontrole.

GC-MS analiza

GC/MS analiza uradena je na Agilent gasno-hromatografskom sistemu (Kalifornija, SAD)
sa autosamplerom GC 80, gasnim hromatografom 7890 A i1 masenim detektorom 5975C MSD.
ReZim na autosampleru je bio sledeci: vreme inkubacije 1200 sekundi, temperatura uzorka 100 °C, i
temperatura Sprica 110 °C. Gasni hromatograf je direktno bio povezan na dva detektora: plameno-
jonizacioni (FID) i maseno-spektrometrijki detektor (MSD) u cilju kvalitativne 1 semikvantitativne
analize isparljivih komponenti. Kapilarna polarna kolona HP-Innowax (30 mm x 0,320 mm,
debljina filma 0,25 um) koriS¢ena je pri svim analizama. Protok noseceg gasa helijuma je bio
konstantan 3 ml/minuta. Temperatura injektora je bila 220 °C, a plameno-jonizacionog detektora
300 °C. Temperaturni rezim kolone je bio programiran na slede¢i nacin: 35 °C u trajanju od 5
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minuta, zatim raste brzinom od 3 °C minuta do 65 °C i 10°C/minuta do 225 °C, na kojoj ostaje 4
minuta. Injektovanje je vrSeno u split rezimu 3:1, a injektovana zapremina je bila 2000 ul uzorka.
Maseni spektri su snimljini tehnikom elektronske jonizacije (EI) i energijom od 70 eV. Temperatura
jonskog izvora je bila 230 °C, uz konstantno grejanje masenog analizatora (kvadrupol) na 150 °C.
Sadrzaj isparljivih komponenata je izraZzen na osnovu relativnog masenog procenata povrSina
njihovih pikova dobijenih iz FID hromatograma i potvrden poredenjem indeksa retencije i masenih
spektara sa istim kod standardnih jedinjenja iz NISTWebBook biblioteke (US National Institute of
Standards and Technology). Retencioni indeksi (RI) analiziranih jedinjenja dobijeni na osnovu
retencionih indeksa n-alkana (Cs-Ca6 pod istim hromatografskim uslovima).

4.2.10. Antifugalna aktivnost izabranih bakterijskih sojeva

Antagonizam A4. chroococcum ¥ 8/2 1 B. megaterium 11/3 prema fitopatogenim gljivama je
utvrden na osnovu konfrontacijskog testa (testa dvojnih kultura). U test su bile ukljucene
fitopatogene gljive: Botrytis cinerea, Fusarium graminearum i Fusarium oxysporum Koje pripadaju
kolekciji kultura Katedre ekoloske mikrobiologije Poljoprivrednog fakulteta.

Kulture fitopatogena su gajene na krompir dekstroznom agaru (Potato Dextrose Agar, PDA;
Merck, Nemacka) na teperaturi od 25 °C u trajanju od sedam dana. Bakterijske kulture su osvezene
gajenjem na podlogama 1 inkubacionom rezimu u skladu sa protokolom opisanim u sekciji 4.1.1. U
Petri kutije (@ 9 cm) sa izlivenom PDA podlogom na centralni deo postavljen je disk pre¢nika 5
mm uzet sa ivice aktivno rastuce kolonije fitopatogena. Na udaljenosti od 3 cm od centra, zasejan je
bakterijski soj u formi linije. Konfrontacijski test je postavljen u tri ponavljanja. Fitopatogen
zasejan na PDA bez prisustva bakterije predstavljao je kontrolu. Period inkubacije je trajao sedam
dana, na temperaturi od 25 °C. Nakon inkubacije posmatran je rast fitopatogena u kontroli i rast u
prisustvu bakterije. Na osnovu razlika u polupre¢niku formirane kolonije patogena u kontrolnoj
Petri kutiji i poluprecnika kolonije patogena ka bakterijskoj koloniji u testu dvojnih kultura, a prema
obrascu Siripornvisal (2010), izracunat je procenat inhibicije:

1%= (ro-r) x 100%/r0

I % - procenat inhibicije rasta patogena;
ro - polupre¢nik kolonije fitopatogena u kontroli (mm)
1 - poluprec¢nik kolonije fitopatogena ka bakterijskom soju u konfrontacijskom testu (mm)

Na osnovu rezultata konfrontancijskog testa antagonisticka aktivnost bakterijskih sojeva
klasifikovana je prema Sookchaoy et al (2009) kao: veoma visoka (> 75%), visoka (61-75%),
umerena (51-60%) 1 slaba (< 51%).

4.3. Uticaj mikrobiolo§kog tretmana na parametre germinacije
4.3.1. Ispitivane biljne vrste
U ovoj disertaciji koriS¢ena su semena sledecih biljnih vrsta:

Slacica (Sinapsis alba L.), sorta ,,NS-Bela“, NS seme, Novi Sad
Bosiljak (Ocimum basilicum), SemeSemena, Beograd
Psenica (Triticum aesativum L.), sorta ,,Pobeda®, NS Seme, Novi Sad
Kinoa (Chenopodium quinoa Willd. ), ,, Nutricia“, Beograd
Kukuruz Secerac (Zea mays convar. saccharata), sorta ,,Union F1%, Superior doo, Velika Plana
Uljana repica (Brassica napus L.), sorta ,,Zlatna“, NS seme, Novi Sad
Seéerna repa (Beta vulgaris L.), sorta ,,Hurricane“, SesVanderHave, Belgium
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Soja (Glycine max L.), sorta ,,Balkan, Hemoslavija, Novi Sad
Paradajz (Solanum lycopersicum L.), sorta ,,SaintPierre, SemeSemena, Beograd
Krastavac (Cucumis sativus L.), sorta ,,Delikates, SemeSemena, Beograd
Sva izdvojena semena izabranih biljnih kultura bila su homogena i bez vidljivih oStecenja.

4.3.2. Uticaj mikrobioloskog tretmana na parametre germinacije biljnih vrsta

U cilju potvrdivanja promotivnog efekta bioprajminga na rane faze zivotnog ciklusa biljke,
pracena je germinacija semena izabranih biljnih kultura primenom modifikovane metode na filter
papiru preporucene od strane ISTA (International Seed Testing Association, 2014).

Za svaku biljnu vrstu bili su postavljeni slede¢i tretmani:

Tretman 1: semena inokulisana suspenzijom A. chroococcum F8/2;

Tertman 2: semena inokulisana suspenzijom B. megaterium 11/3;

Kontrolni tretman - nekinokulisana semena.

Izabrano je 100 semena po tretmanu koja su postavljena u Cetiri ponavljanja po 25. Postupak
sterilizacije 1 inokulacije semena je obavljen po proceduri opisanoj u sekciji 4.3.

U Petri kutije (@ 9 cm) postavljen je filter papir (Whatman, No. 1) na koji je dodato po 5 ml
sterilne vodovodske vode u toku ogleda kako bi se obezbedila optimalna vlaga za proces
germinacije. Zbog veliCine, zrna semena soje 1 kukuruza postavljena su u vece Petri kutije (@ 18
cm) uz dodatak sterilne vodovodske vode u koli¢ini od 20 ml. Naklijavanje se deSavalo u
ambijentalnim uslovima na prosecnoj temperaturi od 20 °C, sa prose¢nom vlagom 63% 1 svetlosnim
rezimom od 16 h. Proces germinacije je pracen sedam dana. Pojava klice duzine 2 mm je bila znak
uspesne germinacije semena. Broj proklijalih semena za svaku grupu tretmana je svakodnevno
evidentiran. Nakon ovog perioda, iz svakog ponavljanja izabrana su po tri reprezentativna klijanca
starosti sedam dana i izmerena je duzina (cm). Nakon toga, suSeni su na temperaturi od 90 °C/12 h i
izmerena je njihova suva masa (g). Na osnovu dobijenih podataka izracunati su parametri
germinacije za svaki tretman: finalni procenat germinacije (FGP), germinacijski indeks (GI),
prosecno vreme germinacije (MGT), vigor I (VI) i II (VII).

Finalni procenat germinacije je predstavljen procentom proklijalih zrna u odnosu na ukupan
broj zrna (Igbal et al. 2015):

FPG (%) = broj proklijalih zrna/ukupan broj x 100

Indeks germinacije je predstavljao odnos izmedu proklijalih zrna po danu (Gt) 1 ukupnog
broja dana perioda germinacije (Dt )(Ansari i Ksiksi 2016):

Gl = YGt/SDt

Prosecno vreme germinacije (MGT) predstvljao je odnos proklijalih zrna po danu odnosu
(nD) na ukupan broj proklijalih zrna (n) (Igbal et al. 2016):

MGT (dan) =} (nD)/n

Vigor I 1 Vigor II su predstavljali proizvod procenta germinacije i duzine klijanaca (koren +
nadzemni deo), odnosno suve mase (koren + nadzemni deo) (Igbal et al. 2016):

V I=% FGP x duzina klijanaca
V II =% FGP x suva masa klijanaca
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U cilju analize parametra germinacije primenjen je softver Advanced germination
measurement tool (Agon Info-Tech).

4.3.3. Uticaj statickog magnetnog polja (SMP) na parametre germinacije inokulisanih semena

Jedan od postavljenih ciljeva rada je bio i da se utvrdi koliko SMP kao abioticki faktor moze
uticati na efekte postignute prethodno primenjenim bioprajmingom.
Priprema semena i procedura inokulacije je bila u skladu sa procedurom opisanoj u sekciji 4.3.
Nakon inokulacije i kratkog suSenja, semena su izlozena delovanju magneta razlicitih jacina: 30
mT, 60 mT 1 90 mT u dva vremenska rezima 5 minuta 1 15 minuta, a zatim naklijavana na filter
papiru metodom opisanoj u sekciji 4.3.2. Predstavljeni su rezultati uticaja SMP jacine 90 mT, s
obzirom da SMP slabije jaCine nije imalo uticaja.

Ekspozicioni sistem statickog magnetnog polja

Ekspozicioni sistem statickog magnetnog polja je bio formiran u skladu sa prethodnim
istrazivanjem Jovici¢-Petrovi¢ et al.(2021). Dva magnetna bloka (B 150-100-25 FA, GausGroup,
Pozarevac, Srbija) veli¢ine 100 x 100 x 25 mm? bila su postavljena u paru, jedan iznad drugog i
ucvrséena aluminijumskim okvirom. Petri kutije sa semenima su postavljane u formirani prostor i
izlozena delovanju statickog magnetnog polja u dva vremenska intervala 5 1 15 minuta.
PodeSavanjem razmaka izmedu ploca regulisana je jacina magnetnog polja.

4.4. Ispitivanje sposobnosti sojeva za povrSinsku i endofitnu kolonizaciju biljaka

Prisustvo izolata na povrSinskim i unutrasnjim strukturama korena odabranih biljaka nakon
tri nedelje rasta u monoxenic uslovima (jedna biljka-jedan bakterijski soj), izvrSeno je primenom
dve mikroskopske metode: skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM) 1 konfokalne laserske
skeniraju¢e mikroskopije (CLMS), kao i primenom metode razredenja i primene selektivnigh
hranljivih podloga (Karli¢i¢, 2017).

4.4.1. Priprema biljnog materijala za ispitivanje povrsinske i endofitne kolonizacije
Sterilizacija semena

Semena su sterilisana 70% (v/v) alkoholom u trajanju od 2 minuta, a zatim preneta u 2%
rastvor NaOCl (v/v) u trajanju od 2 minuta, isprana su tri puta sterilnom destilovanom vodom, a
zatim prosusena u sterilnim uslovima. Provera uspesnosti sterilizacije je obavljena tako §to je po pet
semena, iz grupe sterilisanih semena po biljci, postavljeno na HA podlogu i inkubirano na 30 °C/24
h. Odsustvo bakterijskih kolonija nakon inkubacije je smatrano indikatorom uspesne sterilizacije.

Priprema inokuluma i inokulacija semena

Bakterijske kulture stare 48 ili 72 h sa Cvrstih hranljivih podloga (TSA za B. megaterium
11/3 1 Fjodorova za A. chroococcum F8/2) su dodate u sterilan fizioloski rastvor (0,9% NaCl) do
postizanja opticke 1 gustine 550 nm $to odgovara brojnosti od = 107 CFU/ml (T70 UV/VIS
Spectromer, PG Instruments LTD, Velika Britanija). Po jedna porcija sterilisanih semena od svake
biljne vrste je potopljena u pripremljene bakterijske suspenzije i inokulisana u trajanju od 1 h na
28+2 °C/130 rpm (KS 260 basic, IKA, Staufen, Nemacka). Nakon ovog perioda semena su
prosusena u sterilnim uslovima.
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Gajenje biljaka

Pesak granulacije 1,5-2,0 mm (Fluidra Serbica, DOO Beograd, Srbija) je opran
vodovodskom vodom 1 ispran sterilnom destilovanom vodom, a zatim sterilisan u autoklavu na 121
°C/20 minuta. Po 1 kg sterilnog peska je stavljeno u sterilne plasti¢ne bokseve (16 cm x 9 cm x 6
cm) uz dodatak 60 ml sterilnog Hoaglandovog rastvora u cilju obezbedenja vlage i nutrijenata,
konstantno odrzavanih u toku eksperimentalnog perioda. Semena biljaka, osim kukuruza i soje,
postavljena su u ovako pripremljene bokseve. Semena soje 1 kukuruza postavljena su u staklene
epruvete Sirine 3 cm i duzine 20 cm. Napunjene su do 10 cm visine kvarcnim peskom i dodato je 10
ml Hoaglandovog rastvora. Sudovi sa zasejanim biljnim materijalom su postavljeni u fitotron
komoru. Uslovi gajenja za sve biljke bili su identi¢ni: temperatura od 26+1 °C; fotoperiod 10 h
svetlost/14 h no¢. Ogled je trajao tri nedelje.

Hoaglandov rastvor Stok mikroelemenata

(ml/1) (g
2M KNO; 2,5 H3BO3 2,86
IM Ca(NO3)x4H.O 2,5 MnClI2x4H20 1,81
FeEDTA 1,5 ZnS0O4 7TH20 0,22
2M MgS0O4x7H20 1 CuS0O4 x5H20 0,051
IM NH4NO:; 1 H3Mo0O4 xH20 0,09
IM KH,PO4 0,5 Na2Mo0O4 x2H20 0,12
Mikroelementi 1
pH 6

4.4.2. Utvrdivanje stepena povrSinske 1 endofitne kolonizacije korena biljaka bakterijama
Azotobacter chroococcum F8/2 1 Bacillus megaterium 11/3

Sposobnost sojeva da povrSinski i endofitno kolonizuju koren ispitana je kod biljaka kod
kojih su u fazi germinacije postignuta povecanja u FGP i/ili vigoru. U slucaju 4. chroococcum F8/2,
to su bile: slacica (Sinapsis alba L.), pSenica (Triticum aesativum L.), kinoa (Chenopodium quinoa
Willd. ) kukuruz (Zea mays convar. saccharata), uljana repica (Brassica napus L.), soja (Glycine
max L.), paradajz (Solanum lycopersicum L.) 1 krastavac (Cucumis sativus L.), dok je su za ogled sa
B. megaterium 11/3 odabrane: slacica (Sinapsis alba L.), pSenica (Triticum aesativum L.), kukuruz
(Zea mays convar. saccharata), uljana repica (Brassica napus L.) 1 krastavac (Cucumis sativus L.).
Posle tri nedelje gajenja, korenovi mladih biljaka su odvojeni od nadzemnih delova u asepti¢nim
uslovima. Na osnovu jednog grama sveZe mase korena napravljena je serija rezredenja od 10'-10°.
Primenom odgovaraju¢ih podloga i inkubacije od 24/48 h na temperaturi 28+2 °C utvrdena je
brojnost na povrsini korena biljaka za svaki tretman pojedina¢no. Brojnost B. megaterium 11/3 je
utvrdena tako S$to je po 0,5 ml od svakog razredenja zasejavano u Petri kutije sa TSA podlogom, a
brojnost 4. chroococcum F8/2 je utvrdena na podlozi po Fjodorovu na koju je odgovarajuce
razredenje u koli¢ini od 0,2 ml zasejavano metodom kapi (Somasegaran and Hoben, 1994).
Inkubacija se je trajala 24-48 h na temeraturi 28+2 °C. Brojnost je izrazena kao CFU/g svezeg
korena.

4.4.3. Ispitivanje povrsinske kolonizacie korena biljaka skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom
(SEM)

Sposobnost sojeva da povrSinski i endofitno kolonizuju koren ispitana je kod biljaka kod
kojih su u fazi germinacije postignuta najveca procentualna povecanja u FGP /ili vigoru. U slucaju
primene 4. chroococcum F8/2 kao inokulanta najveca procentualna povecanja izabranih parametara
germinacije postignuta su kod pSenice (7riticum aesativum L.) 1 kukuruza (Zea mays convar.
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saccharata), a u slucaju inokulacije sa B. megaterium 11/3 izabrane biljne vrste su bile pSenica
(Triticum aesativum L.) 1 uljana repica (Brassica napus L.).

Priprema i inokulacija semena izabranih biljnih kultura i gajenje biljaka je podrazumevala
primenu procedura opisanim u sekciji 4.4.1. Nakon tri nedelje rasta, izabrani korenovi biljaka
pripremljeni su za postupak liofolizacije. Korenovi su postavljeni pojedinacno na aluminijmsku
foliju u Petri kutije koje su zatim zatvorene parafilmom na kome su formirane tackaste perforacije.
Ovako pripremljene Petri kutije su bile izloZene temperaturi od - 80 °C u tajanju 24 h nakon ¢ega je
izvrSena njihova liofilizacija. Uzorci su smesteni u liofilizator (Alpha LSC 1-4 plus, Martin Christ,
Nemacka) pri ¢emu su uzorci liofilizirani tokom 20 h na temperaturi od -20 °C, a nakon toga 4 h pri
vakuumu od 0,05 mbar. Nakon liofilizacije, uzorci su ¢uvani u frizideru na temperaturi od 4 °C do
momenta mikroskopiranja. Primenom uredaja BAL-TEC SCD 005 uzorci su naparvani tankim
slojem 24-karatnog zlata, a zatim posmatrani na skeniraju¢em elektronskom mikroskopu (SEM
Joel ISM-6390LV, SAD).

4.4.4. Ispitivanje povrSinske i endofitne kolonizacije korena biljaka konfokalnom laserskom
skeniraju¢om mikroskopijom (CLSM)

Konfokalna laserska skeniraju¢a mikroskopija (CLSM) je mikroskopska tehnika koja je
primenjena za fluorescentno obojene uzorke u cilju preciznog trodimenzionalnog predstavljanja
povrsinske 1 endofitne kolonizacije korena biljaka. Priprema preparata za mikroskopiranje
podrazumevala je inokulaciju semena, gajenje biljaka i bojenje korena fluorescentnom bojom,
propidium-jodidom (PI) (Acros Organics, Switzerland). Priprema 1 inokulacija semena pSenice,
kukuruza, uljane repice i gajenje biljaka su izvedeni po procedurama opisanim u sekciji 4.4.1.
Nakon tri nedelje rasta izabrani korenovi biljaka, po modifikovanom protokolu datim od strane
Rothamsted Research Institute for Agricultural Sciences (ttps://www.rothamsted.ac.uk), potopljeni
su u radni rastvor fluoroscentne boje u trajanju od 1 minut postavljeni na mikroskopsku plocicu,
prekriveni pokrovnim staklom i mikroskopirani na konfokal-laser-skening mikroskopu Leica TCS
SP5 II sa invertnim fluorescentnim modulom mikroskopa DMI 6000. Koris¢en je 20x HC PL APO
20x/0.70 objektiv, a ekscitacija vrSena 514 nm linijom Argon lasera. Primenjen je tip
sekvencijalnog snimanja, u kojem je jedan kanal predstavljao fluorescentan signal propidijum
jodida izmeren u opsegu talasnih duzina 600nm-700nm, i pseudoobojen je crvenom bojom, dok je
drugi kanal predstavljao signal transmisionog detektora (nijanse sive boje).

Priprema stok rastvora propidium jodida
Propidijum jodid (1 mg) je rastvoren u 1 ml sterilne destilovane vode. Stok rastvor je
zasti¢en aluminijumskom folijom od svetlosti 1 cuvan na 4 °C do upotrebe.

Priprema radnog rastvora propidium jodida
Stok rastvor (10 pl) prenet je u tubu sa 1 ml sterilne destilovane vode.

4.5. Uticaj mikrobioloskog tretmana na makro i mikromorfoloske karakteristike korena i
nadzemnog dela u ranoj fazi rasta

4.5.1. Ispitivanje uticaja mikrobioloskog tretmana na makromorfoloske odlike korena

Priprema semena, inokulacija i postavljenje ogleda su bili u skladu sa protokolom opisanim
u sekciji 4.3. Nakon tri nedelje, odabrano je po pet reprezentativnih biljaka po tretmanu. Korenovi
su odvojeni od nadzemnih delova i izvrSena je analiza makromorfoloskih osobina primenom
RoorSnap aplikacije (CDI Bio-Science, INC). Izmerena je njihova ukupna duZina, povrSina,
volumen i prosecan pre¢nik. Takode, izmerena je suva masa korenova i nadzemnih delova izabranih
biljaka kao vaznih indikatora vegetataivnog rasta.
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4.5.2. Ispitivanje uticaja mikrobiolo$kog tretmana na suvu masu korena i nadzemnog dela biljke u
ranoj fazi rasta

U okviru ispitivanja uticaja bioprajminga na rast i razvoj biljka do tri nedelje starosti,
izmerena je suva masa korena i nadzemnih delova kao vaznih indikatora vegetativnog rasta.
Odvojeni korenovi 1 nazemni delovi biljaka gajenih po proceduri opisanoj u sekciji 4.4.2. stavljeni
su na susenje (Binder, Nemacka) u trajanju od 24 h na 90 °C do postizanja konstantne mase koja je
zatim izmerena.

4.5.3. Uticaj inokulacije Azotobacter chroococcum F8/2 na mikrostrukturu korena Secerne repe

Semena Secerne repe su sterilisana i inokulisana po proceduri opisanoj u sekciji 4.4.1. Po 25
semena po tretmanu (inokulacija i kontrola) je postavljeno u plasti¢ne kutije (500 x 280 x 55 mm)
napunjene komercijalnim supstratom (Klasmann-Dilmann, Nemacka). U ambijentalnim uslovima sa
prose¢nom temperaturom 20 °C, vlagom 63% i svetlosnim rezimom od 16 h uz dodavanje sterilne
destilovane vode u supstrat (10 ml) biljke su gajene tri sedmice. Broj proklijalih biljaka po
tretmanima je zabelezen i finalni procenat germinacije izraCunat. Po pet reprezentativnih biljaka je
uzeto 1 odvojeni su korenovi u duzini od 5 cm, fiksirani 50% alkoholom (v/v) 1 uévricéeni
parafinom. Pomocu mikrotoma, delovi debljine 8-12 pm su iseceni i obojeni po proceduri opisanoj
od strane Ruzin (1999). Poprecni preseci kontrolnih i inokulisanih korenova su posmatrani
mikroskopom (Leica DM2000, Nemacka), a primenom softvera Leica IM1000 uzorci su slikani 1
izmerena je oblast primarnog i sekundarnog ksilema, broj ¢elija parenhima, vrednost zapremine 10
najvecih parenhimskih ¢elija, povrsina 10 sprovodnih sudova i oblast ¢elija parenhima.

4.6. Ispitivanje uticaja organskih isparljivih metabolita (VOC) bakterija na klijance

Pasivni difuzioni sistem je koriS¢en za utvrdivanje uticaja isparljivih metabolita
produkovanih od strane izolata na klijjance. U jednu polovinu Petri kutije izlivena je sterilna
hranljiva podloga 1 to po Fjodorovu za ispitivanje uticaja isparljivih metabolita 4. chroococcum
F8/2, a TSA za ispitivanje B. megaterium 11/3. Po 20 pl bakterijske susupenzije gustine koja
odgovara ODsso 1 (= 107 CFU/ml; T70 UV/VIS Spectromer, PG Instruments LTD, UK) 4.
chroococcum F8/2, odnosno B. megaterium 11/3 zasejano je povrsinski. U drugu polovinu Petri
kutije postavljen sterilan filter papir (Wathsman, No.l) uz dodatak 1 ml sterilne vode u cilju
obezbedenja vlage neophodne za germinaciju semena. Semena sterilisana po postupku opisanom u
sekciji 4.4.1., postavljena su na vlazni filter papir nakon ¢ega su Petri kutije zatvorene parafilmom.
U varijanti kontrole, izlivene podloge nisu inokulisane odabranim bakterijskim sojevima. Po 18
semena je postavljeno u tri ponavljanja po biljnoj vrsti. Ovako pripremljena semena su klijala u
uslovima sobnog rezima u periodu od sedam dana. Po zavrsetku ogleda, 12 reprezentativnih
klijanaca po tretmanu izabrano je za merenje sveze mase, a nakon susenja na temeraturi od 90
°C/24 h izmerena je njihova suva masa.

4.7. Statisticka obrada podataka

Testiranje statisticke znacCajnosti razlika izmedu inokulisanih i1 kontrolnih uzoraka u
ogledima germinacije, morfometrije korena, ispitivanja vrednosti mase korena i nadzemnog dela i
uticaja VOC-a na masu klijanca, podrazumevalo je primenu Shapiro Wilk i Kolmogorov testova za
proveru normalnosti podataka i t-testa za nezavisne uzorke. Za statisticku razliku uzet je nivo
znacajnosti p < 0,05. Analiza je sprovedena na softveru SPSS 21.0 (IBM, Chicago, USA).
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5. REZULTATI I DISKUSIJA

5.1. Karakterizacija i identifikacija sojeva roda Azotobacter i Bacillus

Rizobakterije koje stimuliSu rast i razvoj biljaka, PGPR, poslednjih godina sve viSe nalaze
primenu u odrzivoj poljoprivredi u zemljama Sirom sveta. PGPR uti¢u na rast biljaka proizvodnjom
1 oslobadanjem sekundarnih metabolita (regulatora rasta biljaka), smanjujuci ili specavajuci Stetne
efekte fitopatogenih organizama u rizosferi i/ili olakSavaju¢i dostupnost i unos odredenih
nutrijenata iz rizosfere. PGPR ublazavaju stres, povecavaju produktivnost biljaka 1 poboljSavaju
kvalitet zemljista direktnim i indirektnim mehanizmima.

Izbor efektivnog PGPR-a je najkriticniji korak za postizanje maksimalnog efekta ove
tehnologije zbog cega primena novih PGPR-a sojeva mikroorganizama u bioprajmingu semena i
njihova komercijalizacija podrazumeva temeljnu identifikaciju 1 karakterizaciju.

Poznato je da samo oko 1-5 % rizosfernih bakterija ima ovaj potencijal (Barriuso et al.,
2008), medu kojima su i rodovi Bacillus 1 Azotobacter kao najceSce koriS€eni biofertilizatori
(Hindersah et al., 2021). Upravo zbog potencijalno brojnih mehanizama stimulacije rasta biljaka,
velike rasprostranjenosti u zemljiStu 1 moguénosti primene u odrzivoj poljoprivredi istrazivanje je
obuhvatilo rodove Azotobacter i Bacillus. Istrazivanje je podrazumevalo ispitivanje morfoloskih i
ekoloskih karakteristika, a u cilju odredivanja filogenetske pripadnosti primenjena je molekularna
identifikacija. Takode, izvrSena je identifikacija mehanizama stimulacije biljnog rasta. Azotobacter
je poznat po svojim stimulativnim efektima na rast i prinos useva kroz biolosku azotofiksaciju,
biosintezu bioloski aktivnih supstanci, stimulaciju rasta mikroba u rizosferi i proizvodnji inhibitora
fitopatogena (Lenart, 2012). Vrste ovog roda bakterija formiraju ciste koje im pomazu da prezive
oscilacije temperature i dostupnosti vode (Aasfar et al., 2021). Svi ovi kapaciteti daju mogucnost
primene u proizvodnji biostimulatora koji mogu da smanje prekomernu upotrebu mineralnih
dubriva (Aasfar et al., 2021). Rod Bacillus zbog sposobnosti formiranja spora koje doprinose
stabilnosti, lako¢i rukovanja tokom proizvodnje bioinokulanata kao i produzenju roka trajanja
postaje obecavaju¢a PGPR u odrzivoj biljnoj proizvodnji (Liu et al., 2022d). Bacillus spp. moze
poboljsati snabdevanje biljaka sa esencijalnim nutrijentima (kao §to su P i N), doprineti smanjuju
primene mineralnih dubriva i zagadenju zemljiSta i voda, ¢ime se promoviSe odrzivi razvoj
poljoprivrede. Inokulacija Bacillus spp. povecava brojnost korisnih bakterija na korenu biljaka i
stimuliSe produkciju korenskih izlucevina §to rezultira stimulacijom rasta biljaka (Sanchez-Lopez
et al., 2011). Osim toga, nedavno istrazivanja sa B. licheniformis (FMCHO001) ukazuju da
inokulacija moze poboljSati efikasnost koriS¢enja vode kod kukuruza kako u uslovima
navodnjavanja tako i u pod uslovima stresa suSe (Akhtar et al., 2020).

Vrste roda Azotobacter pripadaju y-Proteobacteria porodici Azotobacteraceae. Predstavnici
porodice Azotobacteraceae su koherentna grupa aerobnih, slobodnozivecih, heterotrofnih bakterija
Cija je glavna karakteristika sposobnost da fiksiraju atmosferski (molekularni) azot iz vazduha
(Becking, 2006).

Vrste roda Bacillus su Siroko rasprostranjene u agroekosistemima i pripadaju carstvu
Bacteria, filum Firmicutes, klasi Bacilli, red Bacillales 1 familiji Bacillaceae (Maughan and van der
Auwera, 2011). Medu predstavnicima roda Bacullus nalaze se brojni PGPR koji razli¢itim
aktivnostima kao S§to su solubilizacija fosfata, sinteza siderofora, fitohormona i imaju dominantnu
ulogu kao biokontrolni agensi (Calvo et al., 2020) i biokompatibilni su sa azotofiksatorima
(Azospirillum 1 Azotobacter) §to ih €ini odlicnim ko-inokulantima (Kashyap et al., 2019).
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5.1.1. Morfoloske karakteristike kolonija i ¢elija

U istrazivanjima su utvrdene mikro- i makromorfoloske karakteristike bakterijskih sojeva,
kroz pracenje rasta i izgleda kolonija na hranljivim podlogama, produkciju pigmenata, veli¢inu 1
oblik ¢elija, bojenje po Gramu, prisustvo flagela, kapsula, cista i spora.

Na selektivnoj, bezazotnoj Fjodorovoj podlozi kolonije izolata F8/2 rastu iznad ravni
podloge, zaravljene su na vrhu, gumaste i mukoidne, transparentne u ranoj fazi rasta uz produkciju
tamnog pigmenta sa starenjem kolonija (Slika 2a). Mikroskopiranjem uoceno je da su ¢elije Gram
negativne, organizovane pojedinacno ili u paru (Slika 2b). Ovalni oblik ¢elija je dominantan, ali se
mogu uoditi i tapicaste forme. Celije stvaraju veliku koli¢inu kapsularne sluzi i formiraju ciste kao
sadrzaj nutrijenata u odnosu na laboratorijske uslove 1 Cesto moraju da se bore za resurse sa
autohtonom mikrobnom zajednicom, $to moze da rezultira smanjenjem njihove brojnosti (Souza et
al., 2015). Zbog toga sposobnost formiranja cista ili spora je vazna odlika bioinokulanata u odrzivoj
biljnoj proizvodnji, jer omogucava opstanak i odrzavanje mikrobnog diverziteta (Jones and Lennon,
2010). Ciste su otpornije na Stetna delovanja isuSivanja i pove¢ano UV zraCenje u odnosu na
vegetativne Celije (Socolofsky and Wyss, 1962). One sadrze redukovanu kopiju vegetativne éelije u
svom centralnom telu i1 u uslovima optimizacije faktora okruzenja zapocinje njihova germinacija
(ekscitacija) 1 oslobadanje nove vegetativne ¢elije koja nastavlja dalju deobu (Kumari et al., 2017).
Ispitane morfoloske karakteristike izolata F8/2 su u skladu sa ranije opisanom morfologijom
Azotobacter spp. (Bergey and Holt, 2000).
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Slika 2: Morfoloske karakteristike Azotobacter chroococcum F8/2 a) izgled"k_olonije A.
chroococcum F 8/2 na Fjodorovoj podlozi b) morfologija ¢elija A. chroococcum F 8/2; uveliCanje

1000x.

Na TSA podlozi kolonije izolata 11/3 su krupne, nejednake veliCine, beli¢asto-krem
pigmentacije koja sa starenjem postaje tamno-zuta. Kolonije su jasno ograni¢enih ivica, konveksne,
glatke i1 sjajne (Slika 3a). Morfoloske karakterikstike kolonija izolata 11/3 su u skladu sa
morfoloSkim odlikama Bacillus spp. (Bergey and Holt, 2000) Mikroskopiranjem preparata utvrdeno
je da su ¢elije Gram pozitivne, krupne, Stapi¢astog oblika, pojedinacne ili organizovane u kra¢im
lancima (Slika 3b) sa sposobnos$¢u formiranja spora. Formiranje spora predstavlja mehnizam
prezivljavanja bakterijske celije, to je forma otporna na fizicke i hemijske agense, ekstremne
temperaturne uslove, susu, povecan salinitet i radijaciju. Prisustvo endospora omogucava Siroku
rasprostranjenost i perzistenciju roda Bacillus u razli¢itim uslovima sredine.
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Slika 3: Morfoloske karakteristike Bacillus megaterium 11/3 a) izgled kdloﬁij e B. megaterium 11/3
na TSA podlozi b) morfologija ¢elija B. megaterium 11/3; uveliCanje 1000x.

5.1.2. Molekularna identifikacija bakterijskih sojeva

PCR je brza i jeftina tehnika kojom je moguce na jednostavan nacin umnoziti zeljeni region
DNK. U cilju molekularne analize umnozavaju se odabrani regioni DNK zahvaljuju¢i DNK
prajmerima, specifi¢nim za DNK region od interesa.
Nakon §to je izolovana DNK, primenjena je amplifikacija sekvence 16S rDNK koja je esencijalna
za ¢elijsku funkciju 1 visoko specificna za svaku bakterijsku vrstu. Smatra se “zlatnim standardom”
u identifikaciji novih bakterijskih izolata. Takode, u slucaju izolata F8/2, identifikacija je
upotpunjena amplifikacijom nif regiona (Carrion et al., 2015) odgovornog za kodiranje nitrogenaze.
Dobijene sekvence izolata su poredene sa postoje¢im sekvencama iz GenBank baze podataka, ¢ime
je izvrSena identifikacija do nivoa vrste.
Dobijena 16S rDNK sekvenca izolata F8/2 pokazala je najveéi stepen nukleotidne sli¢nosti
(97,55%) sa Azotobacter chroococcum soj 59A koji je izolovan iz zemljiSta 1 Azotobacter
chroococcum AZE-8 izolovanog iz rizosfere leguminoza. Dobijena nif sekvenca ima najvecu
sli¢nost (98%) sa Azotobacter chroococcum soj B3 izolovanog iz zemljista.

Sekvenca izolata 11/3 je pokazala najvecu sli€nost (99,64%) sa Bacilllus megterium
sojevima 65-Y918, SX11 i SX10 koji su izolovani iz rizosfernog zemljista kao halo-tolerantna
mikroflora.

Pristupni brojevi novih i sli¢nih sekvenci dati su u Tabeli 5.

Tabela 5: Pristupni brojevi dobijenih sekvenci i1 sojevi sa najve¢om slicnos¢u

Tzolat GenBank Sli¢ni sojevi Pristupni

pristupni brojevi 1 brojevi

MZ 185902 A. chroococcum 59A 1X096396
Azotobacter
Chroococcum (16S rDNK sekvenca) A. chroococcum AZE-8 MK 53789
F8/2

xlzf szjlfvseiia) A. chroococcum B3 CPO11835
Bacillus ON 478151 B. megaterium 65-Y918 KU647258.1
megaterium (168 rDNK sekvenca) B. megaterium SX11 MF431757.1
11/3 B. megaterium SX10 MF431756.1
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5.1.3. Ekoloske karakteristike Azotobacter chroococcum F 8/2 1 Bacillus megaterium 11/3

Abioticki faktori znacajno uti¢u na rast i aktivnost zemljiSnih bakterijskih populacija 1 rast
biljaka i mogu biti glavni ogranicavaju¢i faktori rasta i prinosa biljaka, uzrokujuéi nisku
produktivnost i ugrozavaju¢i globalnu sigurnost proizvodnje hrane. Zbog toga je od posebnog
znacaja proucCavanje sloZenih biljno-mikrobnih interakcija kao i uticaj bakterijskih populacija na
toleranciju biljaka na abioticki 1 bioticki stres. Globalna poljoprivredna proizvodnja tezi
ekonomskoj i ekoloskoj odrzivosti, §to stvara potrebu za smanjenjem upotrebe mineralnih dubriva i
povecanjem tolerancije biljaka na abioticki i bioticki stres (Lopes et al., 2021). Primena
mikroorganizama koji stimuliSu rast biljaka (Plant Growth Promoting Microorganisms, PGPM)
potencijalno je korisna tehnika za poboljsanje produktivnosti useva, kvalitet 1 sigurnost hrane u
sposobnost da kolonizuju koren biljaka, pruzaju dobrobit svojim domacinima modulirajuéi
proizvodnju fitohormona, povecavajuc¢i dostupnost nutrijenata u zemljiStu i otpornost na abioticke i
bioticke faktore. Za povecanje uspeha u koriS¢enju mikrobne biotehnologije potrebno je znati kako
optimizovati interakcije biljke i PGPM i kako PGPM reaguju na promenjive uslove Zivotne sredine,
budu¢i da su kopneni ekosistemi sve viSe pod antropogenim uticajima. Stoga je od posebnog
znacaja izbor PGP (Plant Growth Promoting) sojeva koji se odlikuju dobrom adaptibilnom
sposobnoscu na faktore okruzenja kako bi preziveli u stresnim uslovima u agroekosistemu.

Visoke ili niske temperature u velikoj meri uti€u na rast mikroorganizama ¢ak i u
situacijama kada postoji balans u nutrijentima, optimalna vlaga i prisustvo kiseonika (Wei, 2020).
Temperatura je jedan od najvaznijih €inilaca koji uti¢u ne samo na rast ve¢ i metabolicku aktivnost
mikroorganizama (Paul and Clark, 1988). Optimalani temperaturni opseg za vecinu zemljiSnih
bakterija je 23-26 °C, medutim, svaka bakterijska vrsta ima posebne temperaturne zahteve za
aktivnost svojih enzima 1 kod vecine ona je najveca oko 30 °C, a daljim povecanjem temperature se
smanjuje (Bajard et al., 1996; Wei, 2020). Kachhap et al. (2015) su istakli da posebno visoke
temperature usled zagrevanja zemljiSta mogu negativno uticati na mikrobnu populaciju rizosfere.
Zato je vazna termotoleranost PGPR koja omoguc¢ava ne samo njihov opstanak, ve¢ i dominantnost
u mikrobiomu rizosfere 1 zadrzavanje osobina stimulatora biljnog rasta (Chitara et al., 2017).

PGPR koji mogu da opstanu u Sirokom pH opsegu od 4-12 imaju vecu Sansu za opstanak u
rizosferi u odnosu na mikoorganizme koji nemaju visok prag pH-tolerancije (Chari et al., 2018;
Kumar et al., 2019). Veliki broj mikrobnih biohemijskih procesa je rezultat aktivnosti egzogenih
enzima koji su izuzetno osetljivi na pH vrednost (Lynch, 1995). Tako na primer, aktivnost kiselih 1
alkalnih fosfataza je direktno zavisna od pH vrednosti; proces nitrifikacije se inhibira na pH < 7,5
(Lynch, 1995), dok je aktivnost siderofora znacajnija za alkalnija zemljista (Lurthy et al., 2020).
Zbog razli¢itog odnosa PGPR prema pH vrednosti zemljiSta, u odrzivoj poljoprivrednoj proizvodnji
se najceSc¢e razmatra primena PGPR kao konzorcijuma.

Povecanje saliniteta zemljiSta je globalno jedan od najvecih i najprisutnijih abiotickih
faktora stresa pod ¢ijim je uticajem 50% kultiviranog zemljiSta (Abbas et al., 2019). Povecane
koncentracije jona natrijuma i hlora dodvode do toksi¢nosti, jonskog disbalansa i redukcije
apsorpcije drugih nutrijenata (Chinnusamy et al., 2005). To za posledicu ima inhibiciju biljnog rasta
1 smanjenje prinosa. Pove¢ana koncentracija jona natrijuma redukuje ulazak kalijumovih jona §to
vodi poremecaju enzimske aktivnosti, osmotskog balansa 1 funkcionisanja stoma (Singh et al.,
2013b). Ekstremne koncentracije natrijuma dovode do promena u procesima germinacije, zrenja i
cvetanja (Kaya et al., 2006; Singh et al., 2013b). Produkcijom razli¢itih organskih i neorganskih
jedinjenja PGPR zajednica moze da pomogne biljkama u uslovima povecanog saliniteta u rizosferi.
Dobar primer je produkcija egzopolisaharida i hidrofilnih biofilmova koji formiraju zastitne zone
oko korena u uslovima povec¢ane koncentracije toksi¢nih Na" jona ne dozvoljavajuéi transport u
biljno tkivo (Morcillo and Manzanera, 2021).
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Rast Azotobacter chroococcum F8/2 1 Bacillus megaterium 11/3 pri razli¢itim temperaturama
A. chroococcum F8/2 je tipicna mezofilna bakterija koja pokazuje najbolji rast na
temperaturi od 30 °C. Slab rast je konstatovan na temperaturi od 15, 20 1 40 °C. Ispod 15 °C i iznad
40 °C nije konstatovan rast (Tabela 6).

Tabela 6: Rast Azotobacter chroococcum ¥8/2 i Bacillus megaterium 11/3 pri razli¢itim

temperaturama
Temperatura (°C)
Bakterijski sojevi
4110 |15 |20 |25 30 35 |40 [ 45 |50 |55 |60
A. chroococcum F8/2 - - + | + i B e o T - - - -
B. megaterium 11/3 B T T o T o e B o I S - - -

+ slab rast; ++ umeren rast; +++ znacajan rast

Dobijeni rezultati su u skladu sa prethodnim istrazivanjima. Mukhtar et al. (2018) su
ispitivali uticaj temperature od 25 do 40 °C na rast 4. vinelandii 1 A. chroococcum 11B-3 1 utvrdili
da su maksimalan rast ispitivani sojevi pokazali na temperaturi od 30 °C. Spor rast na 20 °C i vrlo
brz 1 dobar rast u intervalu od 28-34 °C. Za Azotobacter sp. temperatura je jedan od najvaznijih
faktora koji utucu na sposobnost azotofiksacije (Dar et al., 2021).

B. megaterium 11/3 je rastao u vrlo Sirokom temperaturnom opsegu 1-45 °C, dok je najbolji
rast uofen u temperaturnom opsegu od 20-35 °C (Tabela 6). Sposobnost rasta u Sirokom
temperaturnom opsegu izolata vrste B. megaterium je potvrdena u brojnim ispitivanjima. Gibson i
Gordon (1974) su za B. megaterium utvrdili da je optimalna temperatura 30-37°C, maksimalna 40-
45°C, dok grani¢ne vrednosti za slab rast su 3-10°C. Stahl 1 Olsson (1997) su ispitivanjem 12 sojeva
B. megaterium utvrdili da su tri soja rasla na 55 °C, dok kod ostalih sojeva maksimalna temperatura
rasta bila je do 46 °C. Thant et al. (2018) su ispitivanjem pet sojeva B. megaterium utvrdili da je
optimalan rast pri 30-44 °C, s tim da je na 42°C doSlo do smanjenja stope brzine rasta. Na
temperaturi od 45 °C nije bili rasta, osim kod jednog soja. Termotolerantnost Gram pozitivnih
bakterija moze se objasniti prisustvom peptoglikana koji je prisutan u Celijskom zidu 90% i
doprinosi rezistenciji mikroorganizma na toplotu (Andriani et al., 2017).

Rast Azotobacter chroococcum F 8/2 1 Bacillus megaterium 11/3 pri razli¢itim pH vrednostima

Najvec¢i broj zemljiSnih bakterija u odnosu na optimalnu pH vrednost pripada grupi
neutrofilnih organizama, ali opseg njihovog opstanka je znacajno veci. A. chroococcum F 8/2 je
pokazao sposobnost rasta u opsegu pH vrednosti 5,5-9,5. Ova Siroka amplituda za rast, u odnosu na
pH, omogucava rast i aktivnost izolata u razli¢itim uslovima u zemlji$tu, od kiselih do alkalnih
sredina. Optimalan rast je evidentiran u pH intervalu 6,5-8. Slab rast je uoCen na pH 5,5, 6, 8,5, 9 1
9,5 (Tabela 7).

Dobijeni rezultati su u skladu sa prethodnim istrazivanjima. Jain et al. (2021) su testirali 24
Azotobacter soja na razli¢ite pH vrednosti 1 utvrdili da je kod svih sojeva rast bio prisutan na pH 6;
po 4 soja su pokazala rast na pH 4 1 pH 8, dok je samo jedan soj pokazao sposobnost rasta na pH 10.
Jimenez et al. (2011) su pH 6-7 definisali kao optimalnu za Azotobacter sojeve izolovane iz
rizosfernog zemljista razli¢itih useva.

B. megaterium 11/3 prezivljava u opsegu pH 4,5-10, $to ukazuje na veliku adaptibilnu
sposobnost. Dobar rast je uocen na pH 6-9, §to moze biti od znacaja kada je u pitanju solubilizacija
fosfata, jer pH vrednosti izmedu 6-7,5 su najoptimalnije za ovaj metabolic¢ki proces (Thant et al.,
2018). Soj je slabo rastao na pH 4,5; 5; 5,5; 9,51 10. Na pH vrednostima nizim od 4,5 i visSim od 10
nije bilo rasta, sto je u skladu sa rezultatima ranijih istrazivanja. B. megaterium G18 je pokazao
sposobnost adaptacije na nisku pH vrednost i slab rast je zabelezen na pH 4,5 (Goswami et al.,
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2018), dok su Thant et al. (2018) zabelezili prisustvo rasta svih sojeva pri pH 9, a samo jedan soj je
pokazao odsustvo rasta pri pH 5.

Tabela 7: Rast Azotobacter chroococcum F 8/2 1 Bacillus megaterium 11/3 pri razli¢itim pH

vrednostima
e e e . pH vrednost
Bakterijski sojevi 4145]5155] 6 | 65 7 7.5 8 [85] 9 95|10 105
A. chroococcum b | ga | o . -
F8/2 - - - + + L L L ++ + + +
fi/t;tegatertum S T T T e L e I o 0 I = = 0 (N e apy T IR I

+ slab rast; ++ umeren rast; +++ znacajan rast

Rast Azotobacter chroococcum F 8/2 1 Bacillus megaterium 11/3 pri razli¢itim koncentracijama
NaCl

Imajuéi u vidu povecanje saliniteta poljoprivrednih zemljista, istrazivanje je obuhvatilo i
ispitivanje odnosa testiranih sojeva prema koncentraciji NaCl. A. chroococcum F 8/2 pokazao je
sposobnost rasta na podlogama obogac¢enim NaCl od 3 i 5%, dok na koncentraciji od 7% nije bilo
rasta (Tabela 8). Jain et al. (2021) gajenjem 24 soja u Jensen medijumu pri koncentraciji NaCl od 1
do 4% potvrdili su znacajan rast kod svih sojeva, a pove¢anjem koncentracije NaCl na 5% umeren
rast je bio prisutan kod 20 sojeva. Pri koncentraciji NaCl od 7%, 13 je pokazalo slab rast, a kod
preostalih 7 sojeva nije bilo rasta. Chennappa et al. (2016) kod ispitivanih sojeva 4. chroococcum,
A. vinelandii 1 A. salinestris su utvrdili sposobnost rasta pri maksimalnoj koncentraciji NaCl od 8%.
Navedena svojstva ukazuju na mogucnost primene Azotobacter sp. u zemljiStima povecanog
saliniteta. Rezulati do kojih je dosao Rojas-Tapias et al. (2012) su potvrdili moguénost primene
Azotobacter sp. u borbi protiv povecanog saliniteta kod kukuruza, gde je imao ulogu posrednika u
nutritivnom ciklusu.

Tabela 8: Rast Azotobacter chroococcum ¥ 8/2 1 Bacillus megaterium 11/3 pri razli¢itim

koncentracijama NaCl
K tracija NaCl (%
Bakterijski sojevi oncentracija NaCl (o)
3 5 7
A. chroccocum F8/2 +++ + -
B. megaterium 11/3 +++ +++ +

+ slab rast; ++ umeren rast; +++ znaCajan rast

B. megaterium 11/3 pokazao je znacajan rast na podlozi obogacenoj NaCl u koncentraciji od
3 1 5%, dok je slab rast bio prisutan na koncentraciji od 7% (Tabela 8). Slabi halofili imaju
optimalan rast na koncentraciji NaCl od 1 do 3%, a umereni pri 3-15% NaCl (Ventosa et al., 2008).
S obzirom da soj B. megaterium 11/3 raste i na koncentraciji soli od 7% moze se kategorisati u
grupu halofila §to ga cCini znaCajnim PGP potencijalom u zemljiStima velikog saliniteta. B.
megaterium uyuni S29 je pokazao sposobnost rasta i metabolicke aktivnosti u sredinama sa
koncentracijiom NaCl od 5 1 10%, dok je optimalan rast na koncentraciji NaCl od 4,5% (Rodriguez-
Contreras et al., 2015). Thant et al. (2018) su utvrdili sposobnost rasta pet ispitivanih sojeva B.
megaterium na koncentracijama od 3-6% 1 da je rast moguc¢ 1 na znatno ve¢im koncentracijama soli,
ali uz neophodan period adaptacije nakon kojeg bakterije mogu ponovo da rastu 1 budu aktivne.
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5.2. Mehanizmi stimulacije biljnog rasta sojeva Azotobacter chroccocum ¥8/2 i Bacillus
megaterium 11/3

PGPR pruzaju viSestruku korist biljkama putem razli¢itih mehanizama kao S§to su
solubilizacija nutrijenata, sinteza siderofora, fitohormonalna modulacija, produkcija organskih
isparljivih metabolita i biokontrolna aktivnost. Brojna istrazivanja su potvrdila svojstava stimulatora
biljnog rasta za rodove Azotobacter sp. 1 Bacillus sp. (Wani et al., 2013; Agbodjato et al., 2015;
Matos et al. 2017; Saeid et al., 2018). Vrste roda Azotobacter su Siroko rasprostranjene u razli¢itim
tipovima zemljiSta, u vodenim ekosistemima i rizosferi razli¢itih biljnih vrsta. Osnovni mehanizam
stimulacije rasta biljaka 4. chroococcum je uloga u ciklusu azota u prirodi, u fiksaciji elementarnog
oblika 1 prevodenju u amonijum jone. Osim §to je model organizma za proucavanje diazotrofa,
Azotobacter sp. odlikuje 1 izrazita produkcija fitohormona poput IAA, giberelina, citokinina (Wani
et al., 2013), siderofora (Tindale et al., 2000), egzopolisaharida (Gauri et al., 2012), sposobnost
solubizacije P, K, Zn, Cu, S 1 Mn, antifugalna aktivnosti i toleracncija na herbicide (Inamdar et al.,
2000). Bacillus sp. razli¢itim mehanizmima kao Sto je produkcija organskih kiselina (mle¢na,
oksalna, propionska, acetatna) solubilizuju neorganski fosfor, a produkcijom kiselih fosfataza
mineralizuju organski fosfor (Saeid et al., 2018). Imajuéi ovo u vidu, kod izabranih sojeva u ovom
eksperimentalnom delu, primenom razlicitih testova okarakterisane su PGP karakteristike.

5.2.1. Enzimska aktivnost Azotobacter chroococcum ¥8/2 1 Bacillus megaterium 11/3

Primenom API ZYM testa utvrdena je sposobnost produkcije velikog broja enzima koji su
znaajni u procesu razlaganja organske materije (Tabela 9). Visoka enzimska aktivnost sojeva
obezbeduje njihovu vaznu ulogu u nutritivnom ciklusu biljaka.

A. chroococcum F8/2 pokazao je izuzetnu aktivnost alkalnih i kiselih fosfataza i umerenu
aktivnost naftol-AS-BI fosfohidrolaza. B. megaterium 11/3 uestvuje u mineralizaciji organske
forme fosfora zahvaljujuéu sposobnosti sinteze kiselih, alkalnih fosfataza i1 naftol-AS-BI
fosfohidrolaza (Tabela 9). Ovi rezultati ukazuju na znacaj testiranih sojeva u snabdevanju biljaka sa
fosforom.Organske rezidue sadrze znacajnu koli¢inu fosfora i doprinose njegovom brzom
oslobadanju nakon $to su inkorporirane u zemljiste (Krey et al., 2013). Organske forme fosfata su
inozitol-fosfati, fosfolipidi, glukozofosfati, adenozin-di-fosfat (ADP), adenozin-tri-fosfat (ATP),
nukleoproteini (Borie at al., 1989). Proces mineralizacije ovih jedinjenja je klju¢an u kruzenju
fosfora pri ¢emu primarnu ulogu u procesu transformacije imaju mikrobni 1 biljni enzimi (Santana
et al., 2016). Medu enzimima mikroorganizama, najvecu ulogu u mineralizaciji organskog fosfora
imaju fosfataze (Greaves and Webley, 1965). U odnosu na optimalnu pH vrednost na kojoj
ispoljavaju svoju aktivnost klasifikovane su na kisele (pH < 6) i alkalne (pH > 8) (Rodriguez et al.,
2006).

Zbog znacCajne aktivnosti obe grupe fosfataza, A. chroococcum F8/2 ima potencijal
biofertilizatora, jer inokulacija zemljiSta i semena fosfosolubilizatorima moZe smanjiti upotrebu
mineralnih dubriva 1 uticati na oporavak slabo produktivnog poljoprivrednog zemljista (Krey et al.,
2013; Selvi et al., 2017). Aktivnost a-glukozidaza je konstatovana kod oba izolata Sto ukazuje na
ulogu u procesu transformacije skroba do glukoze, a aktivnost B-glukozidaze konstatovana kod B.
megaterium 11/3 ukazuje na potencijalnu ulogu u transformaciji celuloze. 4. chroococcum F/2 se
odlikuje aktivnos¢u leucin arilamidaze i umerenom enzimskom aktivnos$¢u esteraza, esteraza lipaza,
tripsina, naftol-AS-BI-fosfohidrolaza i a-galaktozidaza, dok sinteza ostalih enzima koji su
obuhvaceni ovim testom nije potvrdena. B. megaterium 11/3 ima sposobnost da doprinese hidrolozi
jedinjenja proteinske prirode zahvaljujuéi katalitickoj aktivnosti tripsina i himotripsina.
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Tabela 9: Enzimska aktivnost soja Azotobacter chroococcum F 8/2 i Bacillus megaterium 11/3

Enzim Supstrat Azotobacter Bacillus
P chroococcum F 8/2 megaterium 11/3
Alkalna fosfataza 2-naftil fosfat ++ +
Esteraza (C 4) 2-naftil butirat + +
Esteraza lipaza (C 8§) 2-naftil kaprilat + +
Lipaza (C 14) 2-naftil miristat - -
Leucin arilamidaza L-leucil-2-naftilamid ++ -
Valin arilamidaza L-valil-2-naftilamid - -
Cistein arilamidaza L-cistil-2-naftilamid - +
- N-benzoil-DL-arginin-
Tripsin 2-naftilamid * *
. . N-glutaril-fenilalanin-
o-himotripsin naftilamid - +
Kisele fosfataze 2-naftil-fosfat ++ +
Naftol-AS-BI fosfohidrolaza | Naftol-AS-Bl-fosfat + +
. 6-Br-2-naftil-aD-
a-galaktozidaza salaktopiranozid + +
. 2-naftil-pD-
p-galaktozidaza galaktopiranozid ) "
. Naftil-AS-BI-fD-
B- glukuronidaza slukuronid - -
. 2-naftil-aD-
o-glukozidaza glukopiranozid o "
. 6-Br-2-naftil-BD-
P-glukozidaza glukopiranozid ) *
. . . 1-naftil-aL-
N-Acetil-p- glukoaminidaza glukopiranozid - -
. 6-Br-2-naftil-aD-
o-manozidaza . . - -
manopiranozid
. 2-naftil-aL-
a-fukozidaza fukopiranozid ) )

+ umerena enzimska aktivnost; ++ izrazita enzimska aktivnost; - nije uo¢ena enzimska aktivnost

Enzimska aktivnost B. megaterium 11/3 1 A. chroococcum F8/2 (Tabela 9) pokazala je da
ovi sojevi aktivno ucestvuju u procesu kruzenja biljnih nutrijenata kao Sto su fosfor i azot i tako
doprinose ishrani biljaka ovim nutrijentima.

5.2.2. Sinteza indol-3-siréetne kiseline (IAA)

vvvvv

proizvode ga biljke i bakterije putem sli¢nog biosintetskog puta. Sinteza IAA spada u direktan
mehanizam stimulacije rasta biljaka (Figueiredo et al., 2016). Auksini koje proizvode PGPR,
pospesSuju rast korena, a snazan rast korena poboljSava kondiciju biljke usled poboljSanog unosa
vode 1 hranjivih materija (Kurepa and Smalle, 2022). Osim toga, auksin moze poboljsati toleranciju
na bioticki i abioticki stres biljka (Numan et al., 2018).

A. chroococcum F8/2 je sintetisao IAA, dok isto svojstvo nije potvrdeno kod B. megaterium
11/3, iako istrazivanja pokazuju da predstavnici roda Bacillus mogu sintetisati IAA (Wagi and
Ahmed, 2019).

U slucaju diazotrofa, ovo svojstvo moze imati i indirektan uticaj na poboljSanje
azotofiksacije. To pokazuje istrazivanje Defez et al. (2016) kojim je utvrdeno da povecanjem
sinteze [AA kod transformisanih diazotrifa Enterobacter cloacae RCA25 1 Klebsiella variicola
RCA26 dolazi do pojacne aktivnosti nitrogenaza i azotofiksacije. Takode, degradirani mikrobni
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auksin u zemljiStu moze imati i ulogu nutrijenta (Scott et al., 2013). A. chroococcum F 8/2 je
pokazao sposobnost produkcije auksina u koncentraciji od 10 pg/ml u prisustvu triptofana. (Tabela
12; Slika 4). Dobijena vrednost je u skladu sa rezultatima brojnih istrazivanja. Brakel and Hilger
(1965) su utvrdili vrednost biosinteze auksina od 11 pug/ml kod A. chroococcum. Ispitivanjima
Ahmad et al. (2005) pokazano je da se produkcija IAA od strane Azotobacter spp. moze kretati u
intervalu od 7,3-32,8 png/ml, a kasnijim istrazivanjima Ahmad et al. (2008) na Azotobacter sojevima
utvrdena je sinteza auksina u opsegu od 1,27-13,47 pg/ml. Patil (2011) je ispitivao sposobnost
produkcije auksina kod tri Azotobacter soja. Soj oznake Azb 5 sintetizovao je 14,35 pg/ml, soj Azb
3 11,53 pg/ml, a soj Azb 7,25 pg/ml. Bjelic et al. (2015) su kod testiranih Azotobacter sojeva
utvrdili sintezu IAA do maksimalne koncentracije od 50.38 pg/ml. Alkurtany and Yseen (2019) su
potvrdili najvecu koncentraciju sintetizovane IAA kod A. chroococcum 28,6 ng/ml, zatim A.
vinelandi 23 ng/ml i A. beijerinckii 17,4 ng/ml. Prilikom primene PGPR koje imaju sposobnost
produkcije TAA treba imati na umu da velike koncentracije auksina ispoljavaju toksi¢ni efekat,
stimuliSu sintezu etilena koji u vecoj koncentraciji ima negativan uticaj na biljku (Thimann 1939;
Igbal et al., 2017). Treba imati u vidu da je sinteza mikrobnog auksina u rizosferi oderedena
karakterom biljno-mikrobne komunikacije, odnosno stepenom endofitne kolonizacije 1 sastavom
eksudata (Spaepen et al., 2007; Mota et al., 2008).

Slika 4: Produkcija IAA od strane Azotobacter chroococcum F8/2 a) kontrola b) sinteza IAA (10
pg/ml)

5.2.3. ACC deaminaza

Uloga etilena je od velike vaznosti u procesu germinacije i sintezi i transferu auksina
(Ahammed et al., 2020; Muday et al., 2012). Medutim, ukoliko se povecana koncentracija etilena
zadrzi nakon germinacije dolazi do njegovog inhibitornog delovanja na kasnije razvojne faze biljke,
posebno koren i njegovu morfologiju, a ponekad moze do¢i do uginuca biljke (Hardoim et al., 2008;
Dubois et al., 2018). Zato je neophodno da postoji mehanizam da se visoka koncentracija etilena
nakon germinacije snizi. Mehanizam kojim PGPR ovo postizu podrazumeva produkciju posebnog
enzima, ACC-deaminaze. Njima pripada klju¢na uloga u mikrobno-biljnoj asocijaciji, jer se smatra
da je regulacija etilena jedna od aktivnosti u rizosferi (Gamalero and Glick, 2015). ACC deaminaze
hidrolizuju prekursor etilena (I-aminociklopropan-l-karboksilna kiselina, ACC) do a-ketobutirata i
amonijaka. Na ovaj nacin se pored gubitka inhibitornog efekta etilena, oslobodenim amonijakom
obezbeduje azot za mikrobni metabolizam (Glick et al., 1998). Biljke koje su inokulisane sojevima
koji imaju sposobnost da koriste ACC pokazuju vecu sposobnost za normalno funkcionisanje u
stresnim uslovima kao $to su susa, povecan salinitet, poplave (Sayyed et al., 2019). A. chroococcum
F8/2 je nakon perioda inkubacije od 16 h, pocetnu koncentraciju ACC od 3 mmol/l u medijumu,
snizio na 0,803 mmol/l, odnosno pocetna koncentracija je redukovana za 91,67% (Tabela 12). Time
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je potvrdena produkcija ACC-deaminaze od strane ovog soja. Sposobnost produkcije ACC od
strane A. chroococcum potvrdena je i od strane Viscardi et al. (2016).

Sposobnost sinteze ACC deaminza prisutna je kod Bacillus spp. Misra i Chauhan (2020) su
inokulacijom halotolerantnim ACC sojevima, Bacillus subtilis NBRI 28B, Bacillus subtilis NBRI
33 N, Bacillus safensis NBRI 12 M ublazili efekte stresa na kukuruz kroz modulaciju nivoa etilena,
Sto je rezultiralo poveanjem vegetativnog rasta, hlorofila, karotenoida i sadrzaja rastvorljivog
Secera. Gupta et al. (2022) su primenom ACC sojeva B. subtilis MBD 133 i Pseudomonas
aeruginosa GKP KS2 ublazili negativne efekte povecane koncentracije etilena u uslovima stresa
soli i povec¢anog osmotskog pritiska. U ninhidrin-ACC testu, B. subtilis MBD 133 je pocetnu
koncentraciju 0,220 mmol/l nakon 24 h snizio na 0,0301mmol/l zahvaljuju¢i aktivnosti ACC
deaminaza. B. megaterium NMp082 je zahvaljujuci sintezi ACC deaminaza kod Medicago sativa i
Arabidopsis thaliana doprineo povecanju rasta u uslovima stresa soli (Chinnaswamy et al., 2018).
Medutim, nemaju svi PGPR gene koji kodiraju sintezu ACC-deaminaza. B. megaterium 11/3 nije
pokazao sposobnost da koristi ACC (Tabela 9). Ovo svojstvo izostaje 1 kod nekih endofitnih PGPR,
kao 1 onih koje PGP svojstva pokazuju u uslovima nekog faktora stresa, poput stresa uzrokovanog
salinitetom. Maheshwari et al. (2020b) su testiranjem 26 endofita izolovanih iz nodula Pisum
sativum utvrdili da 16 izolata sintetiSu ACC-deaminaze, dok je kod 10 izolata ovaj mehanizam
izostao. Nagaraju et al., (2021) su utvrdili da je od 50 halofilnih bakterijskih izolata, 39 pokazalo
pozitivan rezultat na aktivnost ACC deaminaza.

PGPR koje odlikuje sinteza i aktivnost ACC deaminaza imaju kljuénu ulogu u ublazavanju i
sprecavanju negativnih posledica biotickih 1 abiotickih stresova na biljku, zato 4. chroococcum F8/2
moze biti vredan potencijal u proizvodnji kultura u suboptimalnim uslovma.

5.2.4. Produkcija siderofora

Potrebe za gvozdem su izuzetno male, ali Fe spada u esencijalne elemente za vecéinu

organizama. Uobicajeni nacin na koji bakterije dobijaju gvozde je lucenje siderofora, sekundarnih
metabolita koji vezuju gvozde iz okoline i dostavljaju ga celijama putem specifi¢nih receptora.
Biljke mogu da usvoje bakterijski Fe*"-sideroforni kompleks i na taj nac¢in bakterije stimuliu rast
biljaka (Crowley et al., 1988; Timofeeva et al., 2022).
Primenom CAS S metode ispitana je sposobnost sinteze siderofora od strane ispitivanih PGPR.
Dobijeni rezultati su potvrdili produkciju siderofora od strane 4. chroococcum F8/2 (Tabela 12;
Slika 4a). Prosecan pre¢nik halo zone od 2 cm je bio znak izrazite sposobnosti soja da produkuje
siderofore s obzirom na klasifikaciju datu od strane Wani et al. (2007) gde je produkcija u
zavisnosti od zone: slaba zona do 1,5 mm; umerena 6-10 mm i izrazita > 11 mm. Isti autori su
testiranjem 12 sojeva Azotobacter spp. utvrdili sposobnost produkcije siderofora kod svih sojeva, ali
najve¢i potencijal je pokazao A. chroococcum A4. Azotofiksatori imaju izuzetno razvijen
mehanizam vezivanja Fe (Muthuselvan and Balagurunathan, 2013), jer nitrogenaze i ostali proteini
koji su ukljuceni u azotofiksaciju, zahtevaju veliku koli¢inu gvozda (Brill, 1980). Zang et al. (2019)
su utvrdili da se kod A. chroococcum NCIMB 8003 i 4. chroococcum B3 strategija vezivanja
gvozda vertikalno nasleduje 1 da od prisutnih klasa siderofora, vibrioferin ima najveci afinitet
vezivanja gvozda. Struktura i mehanizam Fe-siderofora metabolisanih od strane 4. chroococcum jo$
uvek nisu dovoljno ispitani (Sumbul et al., 2020). Siderofore pored nutritivne uloge imaju funkciju
u biokontrolnoj aktivnosti kao kompetitori za Fe, njthovom produkcijom rastvorljiva forma Fe se
stavlja biljkama na raspolaganje ¢ime ono postaje nedostupno patogenima (Pahari et al., 2017).
Siderofore koje produkuje Azotobacter sp. kroz kompeticiju za Fe, kao 1 one sa antibiotskim
svojstvima (azotobactin) izuzetno su korisne u biokontroli (Muthuselvan et al., 2013) 1 mogu biti
alternativa Stetnim pesticidima.

B. megaterium 11/3 nije pokazao sposobnost produkcije siderofora, iako je prisustvo
siderofora utvrdeno kod nekih Bacillus spp. Ghazy and El-Nahrawy (2021) su dobili pozitivne
rezultate testa na sintezu siderofora kod svih ispitivanih sojeva (B. subtilis, B. circulance, B.
coagulanse, B. licheniformis, Pseudomonas fluroscence, Pseudomonas koreensis). Precnik halo
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zone se kretao od 1,62 cm za B. subtilis do 0,36 cm za B. licheniformiss. Ferreira et al. (2019) su u
ogledu kojim su ispitivali sposobnost sinteze, vrste 1 helatnog potencijala Azotobacter vinelandii,
Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Pantoea allii 1 Rhizobium radiobacter utvrdili sposobnost
produkecije siderofora na pH 9 kod svih ispitivanih bakterija, a od prisutnih vrsta siderofora utvrdili
su da je kateholatni tip bio karakteristi¢an za B. subtilis, dok je hidroksamatni tip bio prisutan kod
B. megaterium koji je pokazao 1 najveci helatni kapacitet u vezivanju Fe.

S obzirom da nedostatak Fe kod biljaka dovodi do znacajnog smanjenja kvaliteta i prinosa
useva, A. chroococcum F 8/2 moze biti znaCajna alternativa za reSavanje ovog problema.

5.2.5. Solubilizacija nutrijenata

Nedostatak makronutijenata kao Sto je azot, fosfor, kalijum, kao 1 mikronutrijenta (Zn,Cu, B,
Mo itd.) u zemljiStu moze biti rezultat prirodno loSeg statusa nutrijenata u zemljiStu, slabe
pokretljivosti ili fiksacije u zemljistu, smanjene ili loSe rastvorljivosti nutrijenata i antagonistickih
interakcija. Nedostupne oblike ovih nutrijenata mogu solubilizovati razliCiti zemljiSni
mikroorganizmi.

S obzirom na ulogu PGPR u ishrani biljaka i procesima transformacije neorganskih izvora
nutrijenata kroz mehanizam solubilizacije cilj je bio da se utvrdi prisustvo ovog mehanizma kod
selekcionisanih sojeva u in vitro uslovima.

Solubilizacija fosfora (P), cinka (Zn) i kalijuma (K)

Izostanak prosvetljenih zona oko kolonija A. chroococcum F 8/2 na NBRIP podlozi kao
izvora neorganskog fosfora, je bila potvrda da soj nema sposobnost solubilizacije nerastvornih
fosfata. Husen (2003) je testom na solubilzaciju fosfora kod A. vinelandii Mac 259 utvrdio da ne
postoji potencijal. Ortega et al. (2013) su naveli da je nekoliko studija pokazalo da rod Azotobacter
ne pokazuje visok nivo solubilizacije fosfata. Narula et al (2000) su od 18 izolata determinisanih
kao A. chroococcum izabrali Sest kod kojih se indeks solubilizacije kretao od 1 za izolat PS12 do 4
za izolat PS13.

Nakon perioda inkubacije i rasta na NBRIP podlozi B. megaterium 11/3 je pokazao slabu
sposobnost solubilizacije fosfata iz podloge u kojoj je bio u formi trikalcijum fosfata. Postignut
indeks solubilizacije je bio nizak (SI=1,1) (Tabela 12; Slika 6a). Matos et al. (2017) su izolovali 40
endofita iz korena banane i utvrdili kod najveéeg broja izolata koji pripadaju Bacillus sp. nizak SI
koji se kretao za ovu kategoriju u opsegu 1,26-1,43. Prema Silva-Filho and Vidor (2000) vrednosti
SIizmedu 1 i 2 oznacavaju slabu sposobnost solubilizacije fosfora.

Od svih mikronutrijenata, cink je, globalno najdeficitarniji u zemljiStu. Hina et al. (2018)
navode da bakterije u solubilizaciji Zn i Fe koriste mehanizme helatnog vezivanja i acidifikacije
kroz produkciju razli¢itih organskih kiselina.

Dobijeni rezultat testiranja sposobnosti Zn solubilizacije od strane 4. chroococcum F 8/2 je
bio negativan (Tabela 12). Sharma et al. (2014b) navode da azotofiksatori Rhizobium, Azospirillum
1 Azotobacter nisu determinisani kao znacajni solubilizatori Zn. Isti autori su od 48 endofitnih
bakterijskih izolata od kojih je 43 izolovano iz rizosfere soje 1 5 iz rizosfere zlatnog pasulja
ispitivali sposobnost solubilizacije cinka iz dva izvora ZnO i Zn3(POs)> u Tris-mineralnoj podlozi.
Rezultati su pokazali da je 17 izolata rizosfere soje i1 3 izolata rizosfere zlatnog pasulja imalo
potencijal solubilizacije ZnO, dok je 12 izolata iz rizosfere soje 1 2 iz rizosfere zlatnog pasulja
pokazalo sposobnost solubilizacije Zn3(PO4),. Na osnovu morfoloskih 1 biohemijski karakteristika
izolati su pripadali Pseudomonas sp., P. aeruginosa (16N, 3P), Bacillus sp., Klebsiella sp. 1
Enterococcus sp.

Mumtaz et al. (2017) su ispitali solubilizaciju Zn od strane 70 ispitivanih sojeva Bacillus
spp., od kojih je 13 pokazalo izrazit stepen sposobnosti da mobiliSu Zn in neorganskih kompleksa
sa SI u opsegu 2,23-3,88, dok je Ahmad (2008) utvrdio sposobnost solubilizacije kod 20 od 50
ispitvanih sojeva. Abaid-Ullah et al. (2011) su kod devet od 50 ispitivanih izolata iz rizosfere
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uzvrdili prisustvo ovog svojstva. Hina et al. (2018) u ogledu u koji je bilo uklju¢eno 77 sojeva
izdvojena su 35 sa sposobnos¢u Zn solubilizacije, a od njih su se posebno izdvojili B. cereus
(ATCC14579), B. thuringiengiensis (YWC) i B. mycoides (ATCC 6462) kod kojih je potvrdena
produkcija pirogrozdane, vinske, oksalosiréetne 1 jabu¢ne kiseline odgovornih za dobru
solubilizaciju. B. megaterium 11/3 je pokazao slabu sposobnost mobilizacije Zn (Slika 6b).
Medutim, iako je indeks solubilizacije bio 1,5 (Tabela 12) soj moze kao bioinokulant doprineti
reSavanju problema nedostatka Zn kod biljaka. Literaturni podaci su pokazali da je zahvaljujuci
solubilizaciji Zn Bacillus sp. stimulisao rast pirina (Vaid et al. 2014) i unapredio rast i povecao
sadrzaj Zn kod soje i pSenice (Khande et al., 2017).

A. chroococcum F 8/2 stvaranjem halo zone na modifikovanom Aleksandar medijumu, a na
osnovu izracunatog indeksa solubilizacije (SI) 3, pokazao sposobnost solubilizacije K iz K-Al
silikatnog kompleksa (Tabela 12; Slika 5b). Kapacitet Azotobacter sp. da solubilizuje kalijum je
PGP je odlika potvrdena i drugim ispitivanjima (Singh et al., 2010; Ali and Hussei, 2021). Singh et
al. (2010) su potvrdili da je inokulacija kukuruza i pSenice sa A. chroococcum, B. mucilaginosus i
Rhizobium povecala mobilizaciju K iz supstrata, dovela do vece produkcije biomase i sadrzaja K u
njoj, povecanja sadrzaja hlorofila i proteina. Latef et al. (2020) navode da A. chroococcum 1
Azospirillum lipoferum u uslovima povecanog saliniteta povecavaju mobilizaciju K* jona i
doprinose balansu odnosa K*/Na* jona. Do istih zaklju¢aka dosli su Rojas-Tapias et al. (2012) u
ogledu sa gajenjem kukuruza u uslovima povecanog salinieta, gde su ispitivani Azotobacter sojevi
doprineli povecanju dostupnosti K. Pored sposobnosti da solubilizuje K, Azotobacer spp. je
potvrdio ulogu u povecanju sposobnosti biljaka da asimiluju K (Singh et al., 2010). Mikroorganizmi
koji pripadaju K-solubilizatorima posebnim mehanizmima kao S§to su produkcija organskih ili
neorganskih kiselina, produkcija polisaharida, protona i siderofora mogu da oslobode kalijum iz
mineralnih jedinjenja (Rajawat et al., 2016). Medutim, ukljucivanje i uspesnost ovih mehanizama
zavisi 1 od hemijske strukture mineralnih izvora (Setiawati and Mutmainnah, 2016) i u slucaju kada
je K vezan u silikatnim stenama uglavnom je prisutan mehanizam helatnog vezivanja silikonskog
jona (Meena et al., 2014) pri cemu se oslobada K u zemljisni rastvor (Bennett et al., 1998).

Rezultat testa na modifikovanom Aleksandar medijumu pokazao je da soj B. megaterium
11/3 nema sposobnost solubilizacije kalijuma iz K-Al silikata. Romero-Munar and Aroca (2023) su
ispitivali uticaj soja B. megaterium koji nema sposobnost solubilizacije K na pirina¢ gajen u
uslovima smanjene koncentracije K. Rezultati su pokazali da bez obzira na to Sto B. megaterium ne
uti¢e direktno na dostupnost K, kroz set drugih PGP mehanizama uti¢e na ekspresiju K*
transportera kod biljaka, Sto doprinosi vi$oj koncentraciji K u tkivu i boljem rastu u odnosu na
neinokulisane biljke. 4. chroococcum ¥8/2 1 B. megaterium 11/3 su pokazali aktivnost u kruzenju
nutrijenata kljuénih za fiziologiju biljaka i pokazali moguc¢nost primene kao biofertilizatora koji bi
doprineli smanjenju ili isklju¢enju mineralnih dubriva u biljnoj proizvodnji.

5.2.6. Produkcija amonijaka (NH3)

Pored toga Sto kao slobodni azotofiksatori imaju sposobnost konvertovanja atmosferskog
azota u amonijak u toku bioloske azotifiksacije, Azotobacer spp. pokazuju sposobnost oslobadanja
amonijaka i iz organskih izvora. Produkcija amonijaka iz organskih jedinjenja je mehanizam kojim
se povecava dostupnost azota u rizosferi. Amonijak je forma koju biljke mogu da asimiliju i koriste
1 to na indirektan naCin uti¢e na rast 1 prinos biljaka (Jain et al., 2021). Rezultat testa koji je bazirao
na promeni boje Neslerovog reagensa do nijanse Zute (Slika 5¢) potvrdio je ovu vaznu pgp osobinu
A. chroococcum F8/2 (Tabela 12). Da je to zajednicka osobina Azotobacter spp. dokumentovali su
Jain et al. (2021) kada je kod sva 24 ispitana soja test na produkciju amonijaka bio pozitivan, a 10
sojeva je pokazalo izuzetan potencijal u sintezi amonijaka. Ahmad et al. (2008) su testiranjem
Azotobacter spp. potvrdili rezultate. Goswami 1 Deka (2020) navode da pored nutritivne uloge,
amonijak ukoliko se sintetiSe u vecoj koliini je biokontrolni agens koji redukuje kolonizaciju
patogena i inhibira germinaciju spora gljiva.
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Produkcija amonijaka kao rezultat razlaganja organskih komponenata je izrazena osobina
roda Bacillus. B. megaterium 11/3 je potvrdio sposobnost produkcije amonijaka. (Tabela 12; Slika
6¢). Agbodjato et al. (2015) su utvrdili ovo PGP svojstvo kod vise od 80% ispitivanih Bacillus spp.
Singh et al (2020a) su od 22 izolata Bacillus sp. iz rizosfere SeCerne trske utvrdili produkciju
amonijaka kod 60% ispitivanih izolata. Od 35 Bacillus sojeva izolovanih iz rizosfere pSenice kod
85% potvrdena je sinteza NH3 (Cherif-Silini et al., 2016).

Slika 5: PGP karakteristike Azotobacter chroococcum F8/2 a) sinteza siderofora
b) solubilizacija kalijuma c) produkcija amonijaka

Slika 6: PGP karakteristike Bacillus megaterium 11/3 a) solubilizacija fosfata b) solubizacija cinka
¢) produkcija amonijaka

5.2.7. Produkcija egzopolisaharida

Posebna odlika PGPR je produkcija egzopolisaharida (EPS). Sanches et al. (2006) navode
da su EPS multifunkcionalna organska jedinjenja, odgovorna za virulenciju, zastitu bakterijske
¢elije od dehidratacije, delovanja antibiotika, uticaja osmotskog stresa, bakteriofaga, protozoa i
toksic¢nih jedinjenja. Prilikom izbora biopriming agensa, ova osobina daje prednost upravo zbog
viSestruke ulogu EPS-a. Uvodenje sojeva, kao biopriming agenasa, sa sposobnosc¢u sinteze EPS
doprinosi njihovom opstanku, kompetetivnosti, boljoj kolonizaciji u rizosferi, povecanoj
stabilizaciji 1 formiranju zemljiSnih agregata stvaranju boljeg mikro-okruzenja za razvoj biljka
(Arfarita et al., 2016). A. chroococcum F8/2 je pokazao potencijal za sintezu egzopolisaharida Sto je
potvrdeno pojavom mukoidnih kolonija 1 precipitata u zavrSnom testu sa etanolom (Tabela 12).
Ovaj rod je poznat po izuzetnom potencijalu da produkuje egzopolisaharide (Gauri et al., 2012).
EPS produkovani od strane Azotobacter obezbeduju hidrataciju same mikrobne ¢elije 1 formiranje
biofilma u uslovima suse (Aasfar et al., 2021), a njihovi polisaharidi mogu da reaguju sa drugim
molekulima (leucin, proteini, lipidi) (Chang et al., 2007) i teSkim metalima (Cd 1 Cr) (Gauri et al.,
2012).

Pozitivan rezultat testa potvrdio je sposobnost B. megaterium 11/3 da produkuje
egzopolisaharide (Tabela 12). Malick et al. (2017) su potvrdili da neke Bacillus sp. odlikuje
izuzetan potencijal produkcije EPS, ve¢i nego u slucaju ispitivanih mle¢nokiselinskih bakterija.
Koli¢ina sintetizovanih EPS zavisi od temperature, pH vrednosti, vrste medijuma i faze rasta
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(Gomaa and Yousef, 2020; Malick et al., 2017; Chowdhuri et al., 2011). Chowdhuri et al. (2011) su
potvrdili da je maksimalna produkcija EPS od strane B. megaterium RB-05 na temperaturi od 34 °C
ipH 7,5. Shady et al. (2011) su utvrdili da je maksimalna produkcija EPS od strane B. megaterium
zabelezena na temperaturami od 35 °C i pH 5, a Gandhi et al (1997) su utvrdili da je temperaturni
opseg 30-35 °C i pH 6-6,5 omogucio maksimalnu produkciju EPS od starene B. megaterium.
Magshoof et al. (2020) su od 40 ispitivanih sojeva izdvojili Sest zbog svoje visoke tolerancije na
olovo 1 sposobnosti produkcije EPS. Autori su utvrdili da je sinteza EPS doprinela ne samo
povecanju rasta spanaca ve¢ 1 redukciji apsorpcije olova od strane korena, posebno B. safensis
(N11) kod kojeg je postojala i najveca sinteza EPS.

Produkcija EPS od strane oba soja 1 njihova potencijana primena kao inokulanata u odrzivoj
proizvodnji bi imala ogroman agroekonomski znacaj, jer omogucava prezivljavanje, odrzavanje i
funkcionisanje mikrobne zajednice u njihovom staniStu. Takode, prisustvo EPS u zemljiStu
doprinosi poboljsanju strukture zemljista, stavarajuci bolje uslove za rast korenovog sistema.

5.2.8. Produkcija cijanovodoni¢ne kiseline (HCN)

Rezultat kvalitativne analize testa na produkciju HCN za A. chroococcum F8/2 je pokazao
da bakterija nema ovu sposobnost. Izostanak produkcije HCN kod 11 izolata koji pripadaju rodu
Azotobacter od testiranih 13 potvrden je od strane Bjeli¢ et al. (2015). HCN se sintetiSe od strane
mikoroorganizama, insekata 1 biljaka kao biokontrolna komponenta (Kamei et al., 2014). Medutim,
Rijavec i1 Lapanje (2016) su dali novi koncept u kome HCN nema primarnu ulogu biokontrolnog
mehanizma, ve¢ je ukljuen u nutritivni cikus P 1 geohemijske procese zahvaljuju¢i sposobnosti
helatnog vezivanja metala. U rizosferi produkcija HCN je karakteristicna uglavnom za rod
Pseudomonas kod kojeg 88,89% sojeva ima ovo svojstvo 1 Bacillus gde 50% sojeva sintetiSe HCN
(Ahmad et al., 2008). Produkcija HCN je osobina koju imaju sojevi Bacillus, Alcaligenes,
Aeromonas, Pseudomonas 1 Rhizobium, ali kod velikog broja mikoorganizama cesto nije prisutna
(Rahman et al., 2019). Isti autori su ispitivanjem 39 izolata poreklom iz rizosfere razli¢itih useva
potvrdili sintezu HCN kod samo 6 izolata.

B. megaterium 11/3 nije pokazao sposobnost sinteze HCN (Tabela 12) Sto je u skladu sa
rezultatima Kumar et al. (2014) koji nisu utvrdili sposobnost testiranog soja B. megaterium da
produkuje HCN. Cherif-Silini et al. (2016) su od 35 ispitivanih Bacillus sojeva potvrdili produkciju
samo kod jednog soja, a Reetha et al. (2014) su potvrdili odsustvo sinteze HCN kod ispitivanih
sojeva B. subtilis izolovanih iz rizosfere suncokreta.

5.2.9. Produkcija organskih isparljivih jedinjenja (VOC)

U poslednjoj deceniji je identifikovan veliki broj organskih isparljivih jedinjenja koja imaju
znacajnu ulogu u stimulaciji rasta biljaka, pre svega reguliSuci sintezu ili metabolizam fitohormona.
Takode, dokazano je da VOC koje proizvode PGPR imaju potencijal da kontrolisu biljne patogene i
da izazovu sistemsku otpornost na bolesti (Tahir et al., 2017; Kumar et al., 2020). PGPR ili
proizvodi dobijeni od PGPR, obi¢no zahtevaju fizicki kontakt s delovima biljke za stimulaciju rasta
biljaka, medutim, mnoge vrste bakterija mogu regulisati rast biljaka iz daljine bez ikakvog kontakta,
Sto sugeriSe moguénost da te bakterije sintetiSu isparljiva organska jedinjenja koja stimuliSu ili
inhibiraju rast biljaka. Bailly and Weisskopf (2012) su naveli da bakterije koje imaju potencijalnu
aktivnost sinteze VOC i tako stimuliSu rast biljaka ukljucuju vrste Chromobacterium, Burkolderia,
Pseudomonas, Bacillus, Stenotrophomonas, Serratia, i Arthrobacter Raza et al., 2016). Medutim,
postoji nedostatak literaturnih podataka o metabolisanim VOC od strane Azotobacter sp. A.
chroococcum F8/2 se pokazao kao znacCajan u produkciji VOC-a. Sastav 1 graficki prikaz pikova
pojedinacénih isparljivih jedinjenja metabolicke smeSe prikazan je u tabeli 10 i grafiku 1 (Prilog 8.1).
Analizom je utvrdeno da su u smeSi gasovitih metabolita alkoholi bili dominantni. Procentualno
najzastupljniji je bio etanol (46,67%), Sto je bilo ocekivano s obzirom da je medijum u kojem je
rastao sadrzao 20 g/l manitola. Jones et al. (2004) su primetili da prisustvo Secera u korenskom
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eksudatu daje slican efekat, ¢ime je potvrdena pretpostavka da sastav podloge utice na kvalitativna i
kvantitativna svojstva isparljive organske smese. Prisustvo Se¢era moze da promoviSe sintezu
mikrobnih stimulanasa (acetoin i indol), ili sintezu biokontrolnih jedinjenja (etanol, 1-tridekanol)
pojacavajuci korisni efekat biljno-mikrobne interakcije (Lazzara et al., 2017). Pery and Pery (2019)
su uocili da je etanol produkovan od strane B. licheniformis bio znafajan u biokontroli, ali i
poboljsanju germinacije. U mikrobnom metabolizmu etanol je uglavnom meduproizvod koji sluzi
kao prekursor za sintezu drugih isparljivih organskih metabolita. 3-metil-1-butanol je bio zastupljen
u smesi 4. chroococcum F8/2 sa 17,32%. Fialho et al. (2011) je potvrdio da njegovo prisustvo
doprinosi biokontroli fitopatogena Sclerotinia sclerotiorum. Takode, A. chroococcum F 8/2 je
sintetisao 2-metil-propanol koji je u isparljivoj smesi bio zastupljen sa 32,01%. Prethodnim
ispitivanjima njegovo prisustvo je utvrdeno u isparljivoj organskoj smesi B. subtilis GB03, B.
amyloliquefaciens IN937 (Farag et al., 2006) i Phoma sp. GS8-3 (Naznin et al., 2013). U
kombinaciji sa razli¢itim udelom drugih isparljivih organskih jedinjenja stimulativno je delovao na
razvoj duvana (Naznin et al., 2013). Ovi alkoholi imaju vrlo slican efekat kao 2,3-butandiol (Farag
et al., 2006), ¢iji je stimulativni uticaj na biljke potvrden. 2,3-butandiol je identifikovan kao jedno
od najznacajnijih mikrobnih organskih isparljivih supstanci i esencijalni bakterijski stimulator koji
utice na intenziviranje katabolizma glukoze od kiselih do neutralnih produkata (Forlani et al., 1999).
Produkovan od strane Pseudomonas chlororaphis O6 uti¢e na povecanje stomatalnog zatvaranja,
pojacanu akumulaciji salicilne kiseline i indukovanu sistemsku rezistenciju uti¢u¢i na povecanje
otpornosti na susu (Cho et al., 2008). Ispitivani soj A. chroococcum F 8/2 je ispoljio toleranciju na
koncentraciu NaCl od 5% (tabela 4), Sto moze biti povezano sa produkcijom 2,3-butandiola.

Komponente isparljive organske smese Ciji je stimulativni efekat na biljni rast potvrden
ranijim istrazivanjima je acetoin (3-hidroksi-2-butanon) i njegova oksidovana forma 2,3-butandiol
(Ryu et al., 2004). Iako su prisutni u smesi u maloj koncentraciji od samo 0,93% (acetoin) 1 0,56%
(2,3-butandion) (Tabela 10) njihov stimulativni efekat ne treba iskljuciti, jer je poznato da upravo
male koncentracije VOC-a imaju pozitivan efekat na biljku (Naznin et al., 2013).

Isparljiva smeSa organskih jedinjenja metabolisana od strane A. chroococcum F8/2, moze
imati ulogu promotera biljnog rasta u odrzivoj biljnoj proizvodnji (Kerecki et al., 2022).

Tabela 10: Isparljiva organska jedinjenja koje produkuje Azotobacter chroococcum F8/2 na
Fjodorovoj bezazotnoj podlozi

Vreme Maksimalni Udeo u
Broj Isparljivo organsko Indeks . Oblast . ukupnoj
. S . retencije . udeo pika e
pika jedinjenje retencije . pika o smesi
(min) (%) 0
(o)
1 Neidentifikovana 685 1,278 326991 1,52 0,73
jedinjenja
2 Aceton 814 1,600 419315 1,95 0,93
3 Etanol 916 2,559 21506395 100,00 47,67
4 2,3-butandion 982 3,203 252182 1,17 0,56
5 2-metil-1-propanol 1096 6,708 14441697 67,15 32,01
6 3-metil-1-butanol 1224 11,298 7814027 36,33 17,32
7 2-metil-4-penten-1-ol 1366 16,549 144189 0,67 0,32
8 1-tetradekanol 2174 27,236 211407 0,98 0,47

Produkcija antimikrobnih VOC je jedan od biokontrolnih mehanizama predstavnika roda
Bacillus (Guevara-Avendafio et al., 2020). Istrazivanja su pokazala sposobnost inhibicije rasta
Sclerotium rolfsii, S. sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Fusarium solani, Penicillium spp., F.
euwallaceae 1 Graphium spp. dejstvom isparljivih jedinjenja produkovanih od strane Bacillus sp.
(Torres et al., 2017; Guevara-Avendafio et al., 2019).
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Rezultati hromatografije isparljive smeSe metabolisane od strane B. megaterium 11/3
gajenog u TSB, a zatim 1 u zemljiSnom ekstraktu potvrdili su da sastav medijuma uti¢e na
produkciju isparljiih jedinjenja (Lazzara et al., 2017). VOC nisu detektovana nakon gajenja B.
megaterium 11/3 u agarizovanom zemljiSnom ekstraktu (Prilog 8.2). Sa druge strane, gajenje u TSB
medijumu, koji je nutritivno bogatiji u odnosu na zemlji$ni, za rezultat je dalo produkciju dva
jedinjenja koja nisu bila prisutna u isparljivim smeSama kontrole, izoamil alkohol (2,20%) i1 3-metil-
2-pentanon (0,47%) (Tabela 11).

Tabela 11: Isparljive organske materije koje produkuje Bacillus megaterium 11/3 na TSB

Vreme Maksimalni Udeou
Broj Isparljivo organsko Indeks .. Oblast . ukupnoj
. S .. | retencije . udeo pika e
pika jedinjenje retencije . pika o smesi
(min) (%) 0
(%)
3-metil-2-pentanon 1020 3,941 304036 1,13 0,47
2 [zoamil alkohol 1218 11,199 1436989 5,36 2,20

Alkoholi se neselektivno apsorbuju i akumuliraju u ¢elijskoj membrani dovodeéi do
inhibicije njenih funkcija u ¢emu se ogleda njihovo antimikrobno dejstvo (Ingram and Buttke,
1985). Ando et al. (2012) su utvrdili da izoamil alkohol moZze biti apsorbovan od strane spora gljiva,
dovodec¢i do inhibicije njihovog klijanja. Izoamil alkohol je ve¢ poznat kao deo isparljivih smeSa
predstavnika roda Bacillus, B. subtilis 1 B. amyloliquefaciens sa sposobnos¢u redukcije rasta
Moniliophthora perniciosa i Fusarium oxysporum, in vitro (Chaves-Lopez et al., 2015). Calvo et
al. (2020) su zabelezili inhibitorno dejstvo izoamil alkohola produkovanog od strane B.
velezensis na Botrytis cinerea, Monilinia laxa 1 M. fructicola.

Guevara-Avendafio et al. (2020) su zabelezili prisustvo 3-metil-2-pentanona u isparljivim
smeSama tri predstavnika B. subtilis kompleksa koji su pokazali snazno antifungalno dejstvo prema
F. kuroshium. Detektovan je i u VOC smeSama zemljiSnih bakterija koje inhibiraju germinaciju
spora gljiva (Schulz et al., 2010). Ovo jedinjenje produkuju i predstvnici Streptomyces spp. i
utvrdeno je da njegova primena u koncentraciji od 100 ul/l dovodi do inhibicije rasta Phytophthora
capsici za 63,40% (Corralli et al., 2020). Asari et al. (2016) su potvrdili produkciju 3-metil-2-
pentanona od strane Cetiri izolata B. amyloliquefaciens 1 zabelezili stimulaciju rasta Arabidopsis
thaliana izlozene VOC-u ovih bakterija. Sa druge strane, autori naglasavaju znacajne razlike u
sastavu isparljive smeSe u zavisnosti od hranljivog medijuma kao i znacajne razlike u efektima koje
VOC ispoljava na biljku u zavisnosti od hranljivog medijuma, od stimulativnih do inhibitornih.

5.2.10. Antagonisticka aktivnost Azotobacer chroococcum ¥8/2 1 Bacillus megaterium 11/3 prema
fitopatogenim gljivama

Biokontrola postaje sve znacajnija u borbi protiv fitopatogena ne samo Sto iskljucuje Stetno
delovanje hemijskih komponenata fungicida na Zivotnu sredinu ve¢ i sve ¢eS¢u pojavu rezistencije.
Zato je deo eksperimentalnog rada bio usmeren na ovu PGP osobinu.

Dobijeni rezultati konfrontacijskog testa (testa dvojnih kultura) su pokazali da A.
chroococcum F8/2 moze biti znacajan biokontrolni faktor, jer je prema izabranim fitopatogenima
pokazao antifugalnu aktivnost (Tabela 12; Slika 7), dok B. megaterium 11/3 nije pokazao
biokontrolnu aktivnost u testu.
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Slika 7: Dualni test Azotobacter chroococcum F8/2 prema a) Fusarium oxysporum b) Fusarium
graminearum c) Botrytis cinerea

Fusarium je filamentozna gljiva i jedan od najdestruktivnijih biljnih patogena. Izaziva
bolesti kod velikog broja domacina, uticu¢i negativno na krajnji prinos i ekonomsku dobit na
globalnom nivou (Fang et al., 2020). Fusarium sp. je prouzokovac trulezne fuzarioze korena i nizih
delova biljaka, a u slucaju zitarica i fuzarioze klasa. SintetiSu Sirok spektar sekundarnih toksi¢nih
metaboilta, a po svojoj patogenosti posebno se isti¢e F. oxysporum (Chang et al., 2018). Botrytis
cinerea je fitopatogen koji pogada vise od 200 vrsta jednogodiSnjih i dvogodiSnjih biljaka Sirom
sveta. Izaziva nekrozu biljnog tkiva i kao posledica prisutna je redukcija prinosa (Ahmed and
Sabah, 2018). Poseduje Sirok spektar enzima koji razlazu ¢elijski zid domacina i produkuje toksine
koji kod domacina indukuju celijsku smrt, Sto je, kako se smatra, njegova glavna strategija
(Williamson et al., 2007). Na zalost, veliki broj klasa fungicida nije se pokazao efektivnim, jer ovaj
pathogen odlikuje izrazena sposobnost adaptacije.

Rezultati testa antagonisticke aktivnosti 1 procenat inhibicije, pokazali su da A. chroococcum
F8/2 ima izuzetan potencijal u biokontroli testiranih patogena. Procenat inhibicije prema F.
oxysporum 56,66% 1 B. cinerea 66,67%, dok u dualnom testu sa F. graminearum nije pokazao
inhibitorni efekat, ali je uticao na promenu morfologije kolonije patogena u zoni rasta.
Antagonisticka aktivnost ovog soja moze biti povezana sa sintezom siderofora (Tabela 12) i
produkcijom inhibitornth VOC (Tabela 10). Imaju¢i u vidu znacajan stepen inhibicije prema
fitopatogenim gljivama ova istrazivanja je potrebno dalje nastaviti u cilju detekcije 1 karakterizacije
antifungalnih mehanizama. Veliki broj studija potvrdio je biokontrolnu aktivnost Azotobacter spp.
Ponmurguran et al. (2012) su kod testiranih Azotobacter izolata utvrdili antagonizam prema
patogenima Aspergillus flavus, Cercospora sp., F. oxysporum. Bjeli¢ et al. (2015) su identifikovali
biokontrolnu aktivnost testiranih Azofobacter sojeva prema Fusarium sp. gde je procenat inhibicije
za soj Aztl iznosio 38,43%, a za soj Azt2 39,21%. Chennappa et al. (2016) su testiranjem A.
chroococcum utvrdili antagonisticku aktivnost prema razli¢itim fitopatogenima Aspergillus,
Fusarium 1 Alternaria. Procenat inhibicije prema Aspergilus spp. se kretao u opsegu 13,33-21,66%,
za Alternaria sp. 18,33-21,66% 1 Fusarium sp. 16,66-18.33%. Muslim et al. (2021) su utvrdili
biokontrolnu aktivnost kod testiranih Azotobacter izolata prema F. solani. Najve¢i procenat
inhibicije pokazao je izolat Ach 1 od 69,37%, a najnizZi izolat Ach 2 od 63,87%. Ahmed 1 Sabah
(2018) su utvrdili da je kod 70% biljka tretiranih B. cinerea bilo simptoma infekcije u odnosu na
one koje su tretirane biokontrolnim agensima A. chroococcum i Trichoderma harzianum kod koji je
procenat infekcije bio manji i iznosio je 36% i 33%. Autori istiCu da su ovi inokulanti
najverovatnije stimulisali sintezu odbrambenih enzima biljaka (super dismutaza, katalaza,
peroksidaza) i tako indukovali njenu rezistenciju. Koliki je znacaj biokontrole pokazali su i
Nagaraja et al. (2016) kada je nakon tretiranja zitarica sa Aspergillus nigricans postignuta redukcija
infekcije do 50%, izazvana fitopatogenim gljivama F. sporotrichioides, F. graminearum, F.
poae i F. equisetiv.

Bacillus sp. odlikuje Sirok spektar antifugalnih aktivnosti zahvaljujué¢i produkciji enzima,
isparljivih organskih jedinjenja, proteina i1 peptida (Mardanova et al., 2017). Medutim, B.
megaterium 11/3 nije pokazao antagonistiCku aktivnost prema izabranim fitopatogenima F.
oxysporm, F. graminearum 1 B. cinerea (Tabela 12). Ispituju¢i biokontrolne aktivnosti sojeva B.
subtilis, Mardanova et al. (2017) su utvrdili razli¢ite antagonisticke aktivnosti sojeva prema
patogenima, S$to je bilo objasnjeno velikom fenotipskom i1 genotipskom heterogenoséu roda.
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Oyedele and Ogunbanwo (2014) koji su testirali 9 sojeva B. subtilis na antagonizam prema
Aspergilus flavus, A. niger, F. oxysporum 1 Rhizopus stolonifer i utvrdili da su samo dva izolata,
DB3 i Og7, pokazala antagonizam prema izabranim patogenima i da pored vrste patogena,
temperatura, ph vrednost i vreme inkubacije uti¢u na sintezu biokontrolnih supstanci.

Tabela 12. PGP karakteristike Azotobacter chroococcum F 8/2 1 Bacillus megaterium 11/3

PGP svojsva Bakterijski sojevi
A. chroococcum F8/2 B. megaterium 11/3

Sinteza IAA (ng/ml) 10,00+0,16 -
Sposobnost  koris¢enja ACC 2,7540,14* )
(mmol/l)
Produkcija siderofora 2.00£0,19 )
(9 cm)
Solubilizacija P - L1
nutrijenata (SI) Zn ~ 1>

K 3,00+1,18 -
Produkcija NH3 + +
Produkcija egzopolisaharida + +
Produkcija HCN - -
Sinteza bioaktivnog VOC-a + +

s Fusarium 56.66+0.46 )

Antagonisticka 0XySporum
aktivnost (%I) Fusarium

graminearum ) )

Botrytis cinera 66,67+0,44 -

* Sposobnost koris¢enja ACC je izracunata na osnovu razlike izmedu pocetne koncentracije ACC u
medijumu i koncentracije ACC-a nakon perioda inkubacije od 16 h.

Na osnovu izvrSene karakterizacije, 4. chroococcum F8/2 i B. megaterium 11/3 pripadaju
grupi PGPR 1 pokazuju znacajan potencijal primene u cilju stimulacije biljnog rasta i postizanja
vece odrzivosti biljne proizvodnje. Rezultati testova solubilizacije P, Zn i K, produkciju NHj3,
produkcije EPS, sinteza bioaktivnog VOC-a 1 izuzetna enzimska aktivnost ukazuju na znacajan
potencijal ispitivanih sojeva. Potvrdena sinteza IAA, sposobnost koriS¢enja ACC, produkcija
siderofora 1 izrazena antagonistiCka aktivnost prema ispitivanim fitopatogenima su svojstva koja
dodatno poseduje A. chroococcum F8/2, §to uz svojstvo azotofiksacije ¢ini znacajan set korisnih
karakteristika koje doprinese unapredenju biljnog rasta.

5.3.  Uticaj inokulacije Azotobacter choroococcum F 8/2 i Bacillus megaterium 11/3 na
parametre germinacije

Prajming semena je klju¢ za poboljSanje germinacije koja je baza stabilne proizvodnje,
visokog prinosa i kvaliteta. Medutim, u odnosu na sve ostale metode prajminga, bioprajming
predstavlja najpogodniji alat za ekoloSku 1 odrzivu proizvodnju. Prisustvo PGPR doprinosi
uspostavljanju brze i uniformne germinacije i formiranju mladih klijanaca sposobnih da u uslovima
stresa nastave svoj rast i razvoj.

U ovoj disertaciji, uticaj 4. chroococcum F8/2 i B. megaterium 11/3 bioprajminga na
germinaciju je utvrden na osnovu parametara geminacije kod slede¢ih biljnih vrsta: slaCica
(Sinapsis alba L.), bosiljak (Ocimum basilicum L.), pSenica (Triticum aesativum L.), kinoa
(Chenopodium quinoa Willd.), kukuruz Selerac (Zea mays convar. saccharata), uljana repica
(Brassica napus L.), SeCerna repa (Beta vulgaris L.), soja (Glycine max L.), paradajz (Solanum
lycopersicum L.) 1 krastavac (Cucumis sativus L.).
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Kvantitavno testiranje parametara germinacije podrazumeva, pre svega izracunavanje
finalnog procenata germinacije (FGP), koji je polazna osnova za pretpostavku o vitalnosti semena.
Sve vrednosti FGP iznad 50% se mogu smatrati prihvatljivim (Ansari and Ksiksi, 2016), a Sto je
njegova vrednost veca, bolja je germinacija semena (Scott et al., 1984). lako FGP znacajno utice na
vrednost ostalih parametara on ne daje jasnu predstavu uniformnosti i brzine germinacije, jer
pokazuje samo konacan broj semena koja su zavrSila germinativni proces (Kader, 2005).

U cilju procene uspeha germinacije analiziran je indeks germinacije (GI) koji najbolje
oslikava odnos brzine i procenta germinacije (seme/dan) (Bewley and Black, 1994). Svako
povecanje vrednosti GI je indikacija da je bolja germinacija i vigor. Spora germinacija ¢esto utice
da biljka duze bude izloZena negativnim faktorima okruzenja 1 zbog toga produktivnost biljke u
velikoj meri zavisi od brzine i sinhronizacije germinacije (Osburn and Schroth, 1989).

Analiza parametara germinacije podrazumeva kvantifikaciju prosecnog vremena
germinacije (MGT). Prose¢no vreme germinacije se odnosi na broj dana kada se najve¢i deo
germinacijskog procesa deSava i nema korelaciju sa brzinom i uniformnoscéu (Kader, 2005), ali
moze dati predpostavku o vigoru semena. Svako povecanje vrednosti MGT ukazuje na redukciju
vigora 1 najceS¢e je vezano za starenje semena (Amirmoradi and Feizi, 2017). MGT moze biti
opisan 1 kao duzina lag faze (period od pocetka imbibicije do pojave klice) u kojoj se pokrecu
reparativni mehanizmi kako bi se smanjile posledice starenja semena, a to bi znacilo da se sa
starenjem semena produzava ova faza, odnosno veca je vrednost MGT (Mavi et al., 2010).

Vigor je joS 1969. godine prihvacen kao fundametalna fizioloSka karakteristika semena 1
njegova veza sa prinosom i opstankom biljke. TeKrony (2003) je rekao da je ,,vigor semena zbir
svih njegovih osobina koje determiniSu njegov potencijal za rapidno, uniformno klijanje i1 razvoj
normalnih klijanaca pod Sirokim dijapazonom razlictih poljskih uslova“. Sadasnji koncept definicije
vigora dala je ISTA (2014): ,,vigor semena je zbir odlika koje definiSu aktivnost i performansu
veéeg broja semena kroz njihovu optimalnu germinaciju u razli¢itim uslovima zivotnog okruzenja“
1 predstavlja kompleksan germinacijski parametar (Rajjou et al., 2012). Lo$ vigor semena je
najceS¢e rezultat skladiStenja (Cheah and Osbone, 1978), prisustva visokog nivoa oksidativnog
stresa ili rezultat smenjivanja perioda dehidratacije i rehidratacije u toku formiranja semena
(Dandoy et al., 1987).

Poznato je da mikroorganizmi primenjeni u bioprajmingu mogu uticati na parametre
germinacije semena i da se ova poboljSanja mogu ogledati kroz uticaj na jedan ili viSe parametara
germinacije. Cilj ove faze ispitivanja bio je utvrdivanje efekata dva bakterijska soja sa potvrdenim
svojstvima stimulacije biljnog rasta na parametre germinacije razlicitih poljoprivrednih kultura.
Efekti na rane faze rasta, koji mogu proisticati iz specificnosti odnosa biljaka i PGPR dace pocetne
podatke za uvid u moguénost primene ovih bakterija u mikrobioloskom tretmanu semena.

5.3.1. Uticaj inokulacije sa Azotobacter chroococcum F8/2 na parametre germinacije

Na osnovu analize dobijenih rezultata znacajno povecanje FGP postignuto je kod pSenice,
soje, kinoe, krastavca i1 paradajza od 16%, 15%, 11%, 11 1 9% (Tabela 13). Kod bosiljka, slacice,
kukuruza 1 uljane repice nije postojala znacajnija razlika izmedu tretmana. Jedino je kod Secerne
repe primeceno smanjenje FGP. Medutim, uoceno je da je procenat germinacije kod Secerne repe
znatno nizi i u kontrolnom tertmanu u odnosu na propisani standard za germinaciju semena u
Republici Srbiji od 96% (,,Sluzbeni list SRJ*, 6p. 8/1993-194; 21/1993-418). U ogledima koji se
odnose na ispitivanje uticaja inokulacije na mikromorfoloske parametre korena Secerne repe,
inokulisana semena su postavljena u supstrat 1 uoceno je da su sva inokulisana semena Secerne repe
sa A. chroococcum F8/2 proklijala u odnosu na kontrolu gde je procenat germinacije bio nizi 7%
(Kerecki et al., 2022). Da germinacija filter-papir metodom moZze dati nizi procenat germinacije u
odnosu na germinaciju na supstratu potvrdili su El-Keblwyet et al. (2018) i Jovici¢ et al. (2021).
Bolji mikroklimat supstrata, pre svega vazduSno-vodni rezim, mogao bi biti razlog nastalih razlika
(Jovici¢-Petrovic et al., 2021). Rezultati brojnih istrazivanja su potvrdili da se inokulacijom PGPR,
odnosno Azotobacter sp. moze poboljSati germinacija. Kurrey and Sharma (2018) navode da se
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povecanja krecu od 20-30%, a Azotobacter sp. moze biti od posebnog znacaja za poboljSanje
germinacije od 20-30% kod semena slabije klijavosti (Gurikar et al., 2016). Konzorcijum A.
chroococcum 1 Azospirilum u uslovima povecanog saliniteta (20 i 50 dS/m) uticao je na povecanje
procenata germinacije kod Dodonaea viscosa L. za 333% 1 233% (Yousefi et al., 2017). Mangmang
et al. (2015a, 2015b) su naveli da u nekim slucajevima PGPR uticu na poveéanje germinacije za
100%, a kao razlog ovog efekta naveli su sposobnost PGPR da produkuju auksin koji doprinosi
biosintezi giberelina i regulaciji aktivnosti amilaza, kljuénih u germinaciji. Reddy et al. (2018)
navode da je inokulacijom semena sa Azotobacter sp. povecan procenat germinacije kod paradajza
za 33-46%, a prinos od 38-60%. Mohammad (2014) je kombinacijom A. [lipoferum i A.
croochoccum poboljSao germinaciju 1 rast klijanaca pSenice. Povecanje germinacije od 7% 1 teZine
klijanaca od 20% potvrdeno je nakon primene konzorcijuma A. chroococcum i B. megaterium var.
phosphaticus (Bakonyl et al., 2013). Biopajming sa A4. lipoferum DSM 1691 kod kukuruza povecao
je procenat germinacije za 18,5% u odnosu na kontrolu (Gholami et al., 2009). Shaukat et al. (2006)
su potvrdili da nakon inokulacije semena kukuruza i suncokreta sa Azospirillum, Pseudomonas i
Azotobacter dolazi do povecanja germinacije u nekim slucajevima i do 100%. Paul et al. (2002) su
za vecinu ispitivanih sojeva A. chroococcum dobili rezultate koji su potvrdili promovisanje
germinacije 1 povecanje mase klijanaca za 0,9 do 12,73%. Kumar and Narula (1999) su
inokulacijom semena pSenice sa A. chroococcum P-4 poboljSali germinaciju i naglasili da su
sposobnost solubilizacije fosfata, produkcija fitohormona, siderofora i antifugalna aktivnost
najverovatnije doprineli povecanju germinacije, Sto je u skladu sa rezultatima ove studije u kojoj je
A. chroococcum F8/2 pokazao sposobnost produkcije IAA, siderofora kao 1 antifungalni potencijal
(Tabela 12).

Pored povecanja FGP, primenom A. chroococcum F8/2 u bioprajmingu, zabeleZena su
povecanja vrednosti indeksa germinacije kod soje od 100%, pSenice 19,8%, paradajza 1 krastavca
od 17% (Tabela 13). Kod ostalih biljnih kultura bila su prisutna manja poveéanja GI, ali bez
statisticke znacajnosti. Ranijim istrazivanjima Azotobacter sp. pokazao je stimulativni efekat na GI.
Mia et al. (2012) istakli da PGPR inokulanti koji sintetizuju IAA u prisustvu eksudata semena
najverovatnije utiCu na brZzu germinaciju. Yousefi et al. (2017) su utvdili da je u uslovima
povecanog saliniteta (15 1 20 dS/m) A. chroococcum povecao GI za 88% 1 316%, a u kombinaciji sa
A. lipoferum u uslovima stresa (50 dS/m) povecan je za 155%.

Istrazivanja su potvrdila da se inokulacijom sa Azofobacter sp. moze se znacajno uticati na
MGT. El-Nahraway and Yassin (2020) su potvrdili da i u uslovima povecanog saliniteta
Azotobacter izolati, Az1-Az6, smanjuju prosecno vreme germinacije. Medutim, u ovom radu
rezultati testa su pokazali da ne postoje statisticki znacCajne razlike u proseCnom vremenu
germinacije po biljnim vrstama.

A. chroococcum F8/2 uticao je na povecanje vigora I kod Secerne repe, uljane repice, kinoe
za 91%, 52% 1 45%, dok su vrednosti vigora II bile povecane kod kukuruza za 68%, slacice 33%,
paradajza 36% 1 soje 23%. Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima i analizama ranijih
istrazivanja. Rudolf et al. (2015) su PGPR - inokulacijom semena kukuruza loSeg vigora postigli
poboljSanje vigora §to je rezultiralo povecanjem procenta germinacije za 7,5% koji je odgovarao
procentu germinacije semena visokog kvaliteta. Gholami et al. (2009) su primenom Azospirilum
brasilense DMS 1690 1 Pseudomonas putida R-168 postigli pored povecanja procenta germinacije
od 18,5% 1 znacajna povecanja vigora I klijanaca kukuruza za 116% i 94%. Aishwarya et al. (2019)
su primenom tri soja A. vinelandi kod pasulja postigli promociju vigora I od 79,98% kod A4.
vinelandi 1, do 84,78% kod A. vinelandi 3 u odnosu na kontrolu. Sev et al. (2020) su inokulacijom
semena paradajza A. vinelandi AV zabelezili vrednost vigora I od 790, a u kontroli 560.
Eksperiment izveden od strane Boddupalli et al. (2017) je pokazao da su semena pSenice i paradajza
inokulisana Azotobacter sp. u uslovima prisutnih nanocestica cink oksida postigla ve¢i vigor I za
15-20% u odnosu na neinokulisana semena. Neinokulisana semena paradajza u uslovima povecane
koncentracije cink oksida redukovala su vigor I za 50-60%. Biopajming sa A. lipoferum DSM 1691
kod kukuruza pobolj$ao je vigor I klijanaca u odnosu na kontrolu (Gholami et al., 2009).
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Povecéana duzina klijanaca direktno utice na poboljSanje vigora I i u bioprajmingu semena
PGPR moze biti rezultat sinteze mikrobnih fitohormona (Glick et al, 2007). Delshadi et al. (2017)
PGPR su bioprajmingom postigli poveéanje duzine klijanaca slatke deteline (Onobrihychis sativa).
Jnawali et al. (2015) izneli su literaturni podatak da je prisustvo 4. chroococcum u rizosferi
paradajza i krastavca bilo u korelaciji sa pove¢anom germinacijom i rastom klijanaca, kao i da je
inokulacijom pSenice PGPR postignuto povecanje duzine klijanaca. A. chroococcum F/2 je kod
vecine biljaka uticao na povecanje duzne klijanaca, ali od statistickog znacaja su povecanja kod soje
1 kinoe od 100% 1 30,8% (Slika 8). Povecanje suve mase bilo je prisutno kod bosiljka od 40%,
slacice 28% i paradajza 25%.

Slika 8: Efekat inokulacije sa Azotobacter chroococcum F8/2 na kiljance Glycine max L.

Germinacija semena nakon inokulacije moze biti stimulisana, inhibirana ili ostati na nivou
kontrolnih tretmana i sva tri ova efekta je ispoljio 4. chroococcum F8/2 prema odabranim biljnim
vrstama. A. chroococcum sam i u kombinaciji sa Pseudumonas 1 Azospirillum je inhibitorno
delovao na germinaciju semena kinoe pri ¢emu je redukovao vigor, a inhibitorni efekat Azotobacter
mogao je biti rezultat kompeticije za kiseonik ili zbog produkcije jedinjenja koja imaju
antagonisticku aktivnost (Al-Barakah and Sohaib, 2019), dok promovisana geminacija moze biti
rezultat povecane koncentracije Secera nastala kao posledica bakterijske inokulacije (Zhang et al.,
2008). Mohammad (2014) je primenom A. chroococcum zabelezZio povecanje procenata germinacije
kod nekih sorti pSenice, dok kod drugih ovaj efekat je izostao. Razli¢iti efekti inokulacije mogu
ukazati na specificnost reakcije bakterije Sto zavisi od soja, ali 1 od koncentracije inokuluma
(Somova et al., 2001) Tako su istrazivanja Pacheco da Silva et al., (2022) pokazala da inokulacija
razli¢itih sorti soje ima raspon odgovora od 60% povecanja parametara rasta do smanjenja od 12%,
Sto ukazuje na prisustvo sorta-PGPR specificnost. Stamenov et al. (2018) su u ogledima sa crnim
lukom pokazali da su primenenjeni PGPR, Bacillus subtilis, Pseudomonas spp. D 1 K inhibitorno
delovali na germinaciju, dok je Azotobacter sp. pokazao pozitivne rezultate. Manmnang et al.
(2015b) su pokazali da primenjeni sojevi Azospirillum brasilense razliCito uticu na posmatrane
germinacijske parametre kod paradajza i salate, gde je jedan soj pokazao pozitivan efekat kod jedne
biljke da bi taj efekat izostao kod druge.

Rezultati su pokazali da se bioprajming tehnikom, odnosno inokulacijom A. chroococcum
moZe znacajno uticati na povecanje germinacije i rast klijanaca, jer je kod svih ispitivanih biljaka
doslo do povecanja vrednosti jednog ili viSe parametara klijavosti. Iz iznetih rezultata moze se
videti da postignuti efekti variraju zavisno od ispitivane biljne vrste, tako da kompatibilnost PGPR 1
biljaka ima vaznu ulogu u primeni. Istovremeno ova istrazivanja su ukazala na potrebu za daljim
proucavanjem kako bi se procenili faktori koji mogu uticati na komunikaciju izmedu sorte biljaka 1
PGPR-a i na identifikaciju nacina za poboljSanje efikasnosti interakcijskih odnosa soj-sorta. Biljke
kod kojih je pored povecanja procenta germinacije postignuto povecanje vrednosti u vise razlicitih
parametara (GI, vigor I, duzina klijanaca) su soja, kinoa i paradajz. S obzirom na njihov znacaj u
nacionalnoj 1 svetskoj poljoprivrednoj proizodnji, primenu 4. chroococcum u bioprajmingu semena
ovih biljnih vrsta mozemo smatrati kao znacajan potencijal u unapredenju odrzivosti poljoprivredne
proizvodnje.
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Tabela 13: Uticaj inokulacije sa Azotobacter chroococcum F8/2 na parametre klijavosti

Biljna vrsta | Tretmani | FGP (%) GI MGT Vigor I | Vigor Il || . ;)n‘fc‘:z(‘cm) k?:;:ﬁﬂ'i‘:sé)
Sinapsis Kontrola | 10040 | 25,040,37 | 1,0£0,09 | 118£194 | 0,39+0,09 | 11,87+1,95 0,0039£0,0010
alba L. Inokulacija | 10050 | 24,5£1,00 | 1,00£0,05 | 12664269 | 0,52+0,10% | 12,65+2,67 0,0050£0,0010*
Ocimum Kontrola | 69+8 4,00£0,49 | 5,00+0,18 | 321386 | 0,04£0,02 | 4,60+1,00 0,0005+0,0001
basilicum L. Inokulacija | 58+8 3,000031 | 5,000026 | 294+48 | 0,04+0,02 | 5,06+0,79 0,0007£0,0002*
Triticum Kontrola | 7742 12,0041,23 | 2,00£0,19 | 894+169 | 1,04£0,14 | 11,64+2,29 0,0135+0,0020
aesativum L. Tnokulacija | 89+7* | 14,38+1,53* | 2,00+0,13 | 1883241 | 1,83£0,2 | 21,18+2,38 0,0200-£0,0020
Chenopodium Kontrola | 65+2 8,86:1,18 | 3,0040,35 | 190445 | 0,06+0,02 | 2,92+0,64 0,0008+0,0003
quinoa Willd. Inokulacija | 7243* | 8,91+0,76 | 3,0040,37 | 276+61* | 0,06£0,02 | 3,82+0,80* 0,0007+0,0003
Zea mays convar. | Kontrola | 936 8,0040,66 | 3,0000,09 | 389+70 | 2,84+1,02 | 4,24+0,84 0,0306+0,0110
saccharata Tnokulacija | 92+11 | 8,0061,09 | 3,00+0,144 | 806+113 | 4,77+0,98* | 8,76+1,06 0,0520+9,0110
Brassica Kontrola | 4440 8,00£1,78 | 2,0000,49 | 398+84 | 0,13%0,03 | 9,04+1,90 0,0032:£0,0070
napus L. Inokulacija | 43+11 8,00+1,92 2,00+0,32 | 592+157* | 0,14+0,05 13,77+1,19 0,0030+0,0080
Beta Kontrola | 54+5 2,7+0,56 | 5,002038 | 183£120 | 0,1120,03 | 3,38%2,15 0,0021£0,0006
vulgaris L. Inokulacija | 34+5* | 2,8£0,50 | 4,00+0,14 | 349+173* | 0,09+0,04 | 8,22+1,36 0,0023:£0,0004
Glycine Kontrola | 4843 2,0040,15 | 5,00£0,48 | 223+102 | 8,43=1,80 | 4,63+2,08 0,1758+0,0367
max L. Inokulacija | 5543* | 4,0040,69* | 5,0040,96 | 501160 | 10,40+1,92* | 9,26+3 41* 0,1811+0,0375
Solanum Kontrola | 91+4 6,00:0,16 | 4,0040,13 | 1076+117 | 0,140,022 | 11,82+1,14 0,0016+0,0003
Iycopersicum L. | Inokulacija | 99+2% | 7,00£0.42 | 4,000,18 | 992324 | 0,19+0,04* | 9,25+1,01 0,0020£0,0004*
Cucumis Kontrola | 65+5 6,00:0,16 | 3,0000,34 | 5494104 | 1,140,29 8,71+1,44 0,01740,0040
sativus L. Inokulacija | 7242* | 7,0040,72* | 3,00£0,14 | 1293168 | 1,32£0,27 | 18,1942,14 0,0186+0,0040

+std.dev.; * vrednost parametra u tretmanu inokulacije se razlikuje u odnosu na kontrolu na nivou znac¢ajnosti p < 0,05

65




5.3.2. Uticaj inokulacije sa Bacillus megaterium 11/3 na parametre germinacije

Na osnovu analize rezultata pove¢anje FGP uoceno je kod uljane repice i to od 40% (Tabela
14). Da Bacillus sp. moze imati znacajnu ulogu u poboljSanju klijavosti potvrdili su rezultati brojnih
istrazivanja. Martinez et al. (2013) su inokulacijom semena paradajza sa Bacillus sp. utvrdili poveéanje
FGP za 5-6% u odnosu na kontrolu. Begum et al. (2003) su utvrdili da su B. pumilus SE-34, B.
pasteurii T4, B. subtilis IN937-b 1 B. subtilis GBO3 zahvaljuju¢i antimikrobnoj aktivnosti, indirektno,
doprineli pove¢anju FGP kod Abelmoschus esculentus L. Rodrigez et al. (2015) su kod Abies religiosa
sa Bacillus-bioprajmingom postigli FGP od 68%, §to je znacajno viSe u odnosu na kontrolu (28%).
Bidabadi and Mehrallan (2019) bioprajmingom B. polymixa, nakon 13 dana zabelezili FGP od preko
20%, dok u kontroli klijanje nije pocelo, obzirom da Dracocephalum kotschyi Boiss odlikuje spora
germinacija. Naseer et al. (2020) su u inokulaciji semena pirin¢a ukljucili 15 izolata B. megaterium i
utvrdili da je FGP bio povecan kod svih sojeva u odnosu na kontrolu. Autori su utvrdili najnizu
vrednost FGP primenom izolata AN71 (82,5%), a kod izolata AN24, AN 30, AN 31 AN75 FGP bio je
100%, dok je u kontroli FGP iznosio 77,5%. Cueva-Yesquen et al. (2021) su inokulacijom sa devet
PGPR u testu germinacije kod Passiflora incarnata utvrdili da se medu bakterijama koje daju najbolje
efekte nalazi B. megaterium EP184. Kaymak et al. (2009) su primenom B. subtilis BA 142 kod
Raphanus sativus L. (sorta ,,Siyah*) u uslovima stresa soli (15 1 20 g/l NaCl) postigli vrednosti FGP od
54,74% 1 21,34% koje su bile znatno vec¢e od FGP u kontrolnim tretmanima gde je zabelezen FGP od
34,13% 1 1,28%. FGP se povecao za 30% 1 10% kod dve sorte semena pSenice - sorte tolerante 1 sorte
osetljive na susu, inokulacijom sa B. subtilis 10-4 koji u stresnim uslovima suse doprinosi brzoj
adaptaciji 1 aktiviranju specificnog metabolizma biljke (smanjenje sadrzaja prolina, sprecavanje gubitka
elektrolita i peroksidacija masti) (Lastochkina et al., 2020). Den et al. (2021) su bioprajmingom dve
razli¢ite sorte semena Helianthus annuus L. (FH545; FH620) sa Bacillus sp. (KS-54) postigli znacajna
povecanja FGP od 47% 1 25%. Wu et al. (2016) su inokulacijom semena Codonopsis pilosula sa B.
subtilis GBO3 poboljsali FGP za 12% u slucaju kada je vreme potapanja semena u inokulum trajalo 5
minuta. Mehanizmi efekata bioprajminga na FGP, koji su potvrdeni u veéem broju istrazivanja, jos
uvek nisu u potpunosti razjasnjeni. Za dobru germinaciju od izuzetnog znacaja je aktivnost enzima
amilaza u semenu, a Li i Hu (2020) su potvrdili da se povecanje aktivnosti -amilaza za 4% 1 18,5%
desava pod uticajem B. subtilis QM3 u zavisnosti od koncentracije inokuluma.

Medutim, negativan uticaj na procenat germinacije B. megaterijum 11/3 je pokazao kod soje
(Tabela 14). Kang et al. (2007) su primenom Pseudomonas chlororaphis O6 utvrdili inhibiciju u
germinaciji pSenice i jeCma, dok je odsustvo inhibicije zabelezeno kod krastavca i pirinca. Autori su
istakli da je razlog razlike u efektima jednog istog soja rezultat razlike sastava eksudata ispitivanih
biljaka.

Rezultati testa su pokazali da je B. megaterium 11/3 znaajno uticao na povecanje GI od 41%
kod uljane repice i 26% kod kukuruza. Da inokulacija PGPR utice zna¢ajno na povecanje GI porvrdila
su istrazivanja Kaymak et al. (2009) koji su primenom Agrobacterium rubi A 16, Burkholderia gladii
BA 7, Pseudomonas putida BA, Bacillus subtilis bA 142 1 Bacillus megaterium M3 poboljsali GI
Raphanus sativus L. u uslovima stresa soli (15 1 20 g/l NaCl). Zongzheng et al. (2009) su primenom B.
subtilis SY1 kod semena plavog patlidzana postigli poveéanje GI za 35%.

MGT je parametar germinacije koji pokazuje kolika je brzina klijavosti 1 istovremeno je u
korelaciji sa vigorom. Zato je od izuzetnog znacaja postignuto smanjenje njegove vrednosti za 33%
kod kukuruza nakon inokulacije B megaterium 11/3. Rezultati istrazivanja Yildirim et al. (2021) su
potvrdili da endofitni bakterijski sojevi Pseudomonas fluorescens L5b, Pseudomonas gessardii 113,
Bacillus subtilis sBs 1 Bacillus mojavensis ApBm inokulacijom semena paprike (koja su bila u
razli¢itim starosnim fazama) znacajno smanjili MGT. Najbolji rezultat je postignut sa B. mojavensis
ApBm kojim se MGT sa 6,52, koliko je zabelezeno u kontrolnom tretmanu, redukovao na 4,01.
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Rezultati testa germinacije su pokazali da je B. megaterium 11/3 poveéao vigor I kod slacice,
krastavca 1 kukuruza za 28%, 33% 1 31% (Tabelal4). Amogou et al. (2018) su kod semena kukuruza
inokulisanih B. panthothenicus povecali vigor I za 76,64%, dok su Kifle i Laing (2016) inokulacijom
kukuruza sa B. megaterium V16 1 B. ambifaria (V9) postigli izuzetno velika povecanja, jer zabelezene
vrednosti vigora su bile od 7 do 8 puta vise u tretmanima inokulacije u odnosu na kontrolni tretman.
Zongzheng et al. (2009) su primenom B. subtilis SY 1 kod semena plavog patlidzana povecali vigor I za
64%. Veliko povecanje vigora I od 210% postigli je Wu et al. (2016) inokulacijom semena Codonopsis
pilosula sa B. subtilis. Begum et al. (2003) su utvrdili da su B. pumilus SE-34, B. pasteurii T4, B.
subtilis IN937-b 1 B. subtilis GBO3 zahvaljuju¢i antimikrobnoj aktivnosti, indirektno, doprineli
povecanju vigora klijanaca Abelmoschus esculentus L. Rajer et al. (2022) su inokulacijom sa B.
atrophaeus FA12 i B. cabrialesii FA 26 povecali vigor 1 Oryza sativa L. za 78,89% 1 198,70%. Naser et
al. (2020) su u inokulaciji semena pirinca ukljucili 15 izolata B. megaterium, od kojih je izolat AN24
uticao na najvece povecanje vigora (54,35%) u odnosu na kontrolu. lako duzina klijanaca pored FGP
uti¢e na vrednost vigora I, analizom rezultata ovog testa nisu zabelezena statisticki znacajna povecanja
u duzini klijanaca kod kultura kod kojih je vigor I povecan. Takode, nisu zabelezene znacajnije
promene u vigoru I kod uljane repice i soje gde su zabelezena smanjenja duzine klijanaca. Medutim,
smanjenje duzine klijanaca za 40% u kombinaciji na niskim procentom germinacije uticao je na
smanjenje vigora I kod bosiljka. Pored toga Sto ishod inokulacije zavisi od aktivnosti mikroorganizma 1
karaktera biljno-mikrobne interakcije, zavistan je i od drugih faktora kao $to su uslovi skladiStenja
semena neposredno pre izlaganja delovanju mikroorganizama (Sari¢-Krsmanovi¢ et al., 2017). Isti
autori su naveli podatak da dva izolata Bacillus licheniformis imaju pozitivan efekat na semena Datura
stramonium 1 Abutilon theophrasti kada su ¢uvana u laboratorijskim uslovima i negativan efekat kada
su semena bila skaldistena i cuvana na temperaturi od 4 °C.

Povecanje vigora Il zabeleZeno je kod kukuruza i pSenice 1 iznosila su 39% 1 43% u odnosu na
kontrolu. S obzirom da nisu postojala znacajnija povec¢anja u FGP kod pSenice i kukuruza, postignuta
povecanja vigora Il kod ovih biljaka je rezultat povecanja suve mase klijanaca. Suva masa klijanaca
pSenice povecana je za 42,7%, a kukuruza za 38,61%. Povecanje suve mase nadzemnog dela i korena
klijjanaca kukuruza od 61,1% 1 61,5% u uslovima stresa soli postignuto je nakon bioprajminga sa
Bacillus sp. MGW9 (Li et al., 2021). Bidabadi i Mehrallan (2019) su zabelezili povecanje suve mase
klijanaca Dracocephalum Kotschyi Bois nakon bioprajminga sa B. polymixa, dok su Andrande et al.
(2020) pored FGP i duzine klijanaca, zabelezili povecanje suve mase klijanaca kukuruza - hibrida
30A37PW® od 14-53% 1 hibrida DKB 390 od 8-27% nakon inokulacije Bacillus sp. (RZ2MS9) u
odnosu na kontrolni tretman.
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Tabela 14: Uticaj inokulacije Bacillus megaterium 11/3 na parametre klijavosti

Biljna vrsta Tretmani | FGP (%) GI MGT Vigor 1 Vigor 11 Klij ;)lllzlzcl:a(‘cm) k?iljlz‘llialzl:sé)
Sinapsis Kontrola 97+4 24,00+1,19 | 1,00+£0,04 | 1139+£194 | 0,43+0,11 | 11,72+1,83 0,0044+0,0011
alba L. Inokulacija | 99+2 25,00+0,58 | 1,00+£0,03 | 1517+309%* | 0,43+0,08 | 13,37+2,79 0,0043:+0,0007
Ocimum Kontrola 90+2 12,00+0,26 | 2,00+0,02 | 466495 0,07£0,02 | 4,71+0,96 0,0007+0,0002
basilicum L. Inokulacija | 90+8 8,00+0,64 | 3,00+0,02 | 334+60* 0,07+0,01 | 3,47+0,62* 0,0007+0,0002
Triticum Kontrola 98+2 10,56+0,38 | 2,00+0,09 | 934+141 0,96+0,24 | 9,53+1,38 0,0098+0,0025
aesativum L. Inokulacija | 95+2 9,79+£0,43* | 3,00+0,17 | 1254+112 | 1,37£0,25* | 9,48+0,96 0,0144+0,0025%*
Chenopodium Kontrola 6612 7,25+0,90 | 3,00+0,26 | 212439 0,05+£0,01 | 3,22+0,60 0,0007+0,0002
quinoa Willd. Inokulacija | 6514 6,81+£1,73 | 3,00+0,17 | 223+36 0,04+0,02 | 3,66+0,57 0,0007+0,0002
Zea mays convar. | Kontrola 99+2 6,74+0,54 | 4,00+£0,35 | 551+67 3,16£0,63 | 5,56+0,67 0,0320+0,0065
saccharata Inokulacija | 98+2 8,49+0,65* | 3,00+0,26* | 709+113* | 4,38+1,07* | 8,07+1,21 0,0449+0,1140*
Brassica Kontrola 42+ 4 6,56+1,08 | 2,00+0,28 | 327451 0,10£0,03 | 7,82+1,28 0,0027+0,0004
napus L. Inokulacija | 59+4* 9,25+0,92* | 2,00+0,19 | 553+69 0,20+0,04 | 6,53+0,52* 0,0034+0,0008*
Beta Kontrola 60=+6 4,15+0,63 | 4,00+£0,35 | 266+61 0,16+0,03 | 4,40+0,70 0,0027+0,0004
vulgaris L. Inokulacija | 5110 4,21£1,05 | 4,00+£0,50 | 304+73 0,13+0,03* | 5,60+0,75* 0,0025+0,0001
Glycine Kontrola 8542 5,75+0,31 | 4,00£0,22 | 598+129 15,04£2,11 | 7,00+1,56 0,1759+0,0244
max L. Inokulacija | 69+7* 5,85+1,08 | 5,00+0,31* | 153+29 16,37+3,97 | 2,66+0,59 0,2352+0,4597*
Solanum Kontrola 9445 6,00£0,13 | 4,00+0,93 | 734472 0,16+0,00 | 7,81+0,61 0,0017+0,0003
Iycopersicum L. | Inokulacija | 9643 7,00£0,91 | 4,00+£0,32 | 1069124 | 0,16+£0,00 | 9,16+0,56 0,0017+0,0003
Cucumis Kontrola 90+5 10,00£1,94 | 2,00+0,57 | 258441 1,67+0,35 | 2,87+0,45 0,0185+0,0034
sativus L. Inokulacija | 87+7 11,00+1,94 | 2,00+0,14 | 339+68* 1,45+0,24 | 2,40+0,29* 0,0167+0,0025
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S obzirom da je B. megaterium 11/3 kod kukuruza doveo do statisticki znacajnog povecanja
najveceg broja parametara kljavosti (GI, MGT, vigor I, vigor II 1 suva masa klijanaca) kao 1 duzine
klijanaca, koje nije statistiCki znacajno, moze se smatrati znacajnim potencijalom za primenu u
bioprajmingu pri proizvodnji ove vazne ratarske kulture. Pored toga, ovaj soj je doveo do poboljSanja
viSe od jednog parametra germinacije uljane repice.

Dobijeni rezultati testova germinacije su pokazali da 4. chroococcum ¥/2 1 B. megaterium 11/3
mogu biti znac¢ajni boprajming agensi za uspe¢nu germinaciju, pri ¢emu se mora voditi ratuna o
kompatibilnosti izmedu eksudata semena i inokulanta.

5.4. Uticaj SMP kao abiotickog faktora na efekte bioprajminga

Pored toga Sto je uloga 1 znacaj SMP polja u unapredenju germinacije, rasta i prinosa poznati
(Pittman 1977, Vasilevski 2003, Bhardwaj et al., 2012, Vashisth et al., 2013, Souza et al., 2006) brojna
pitanja ostaju otvorena i zahtevaju opsezna ispitivanja. Neke od dosadasnjih analiza pokazala su da
jacina statickog magnetnog polja, vreme izlaganja, genotip biljke 1 uslovi okruzenja znacajno uticu na
krajnji rezultat njegovog delovanja (Pittman, 1977; Morillo-Coronado et al., 2022). Ispitivanja su
potvrdila moguénost primene SMP-a kao prajming agensa. Izlaganje semena pirinca (Oryza sativa L.)
SMP jacine 150 mT povecalo je FGP (Carbonelli et al., 2009), a Florez et al. (2004) su utvrdili da
jac¢ine SMP 125 1 250 mT, kada deluju 24 h, znac¢ajno povecavaju FGP i1 redukuju MGT. Vashisth and
Nagarajan (2010) su kod suncokreta (Helianthus annuus L.) primenom SMP ja¢ine od 0-250 mT, sa
povecanjem u etapama za po 50 mT, uocili povecanje brzine germinacije, duzine i suve mase klijanaca.
Cakmak et al. (2010) izlaganjem semena pasulja (Phaseolus vulgaris L.) SMP-u jacine 4 ili 7 mT
povecavali stopu germinacije. Izlaganjem semena paradajza (Solanum [lycopersicum L.) razli¢itim
vrednostima ja¢ine SMP od 80, 120, 160 i 200 mT u trajanju od 1, 3, 5, 10, 15 i 20 minuta poboljsli su
se germinacijski parametri, a najve¢e povecanje u procentu germinacije postignuto je sa SMP jaCine
160 1 200 mT u trajanju od 1 minuta (Souza et al., 2010). Kod semena graska (Pisum sativum L. cv.
climax), SMP ja¢ine 60 mT 1 180 mT uticao je na povecanje FGP za 86,43%, GI za 13,21% 1 vigora I
za 204,60% (Igbal et al., 2013).

Vec¢ina dosadasnjih ispitivanja je posmatrala samostalni uticaj SMP na germinaciju bez
prisustva nekog drugog prajming agensa, medutim u slucaju primene bioprajminga moze se
pretpostaviti da SMP moze ispoljiti uticaj 1 na aktivnost PGPR.

Pored uticaja na biljke, potvrden je uticaj SMP na aktivnost bakterija. Dosadasnja ispitivanja su
potvrdila da magnetno polje deluje na bakterijski celijski rast, proliferaciju, viabilnost i njenu
morfologiju (May et al., 2009). Bajpai et al. (2012) su potvrdili da SMP jacine 100 mT inhibira rast i
Gram-(Staphylococcus epidermidis) 1 G + (E. coli) bakterija, usled oStecenja ¢elijskih membrana. Ren
et al. (2018) su naveli podatak da je u sluCaju izlaganja Penibacillus sp. SMP-u, sa povecanjem
vremena izlaganja i intenziteta doslo je do inhibicije aktivnosti 1 Celijske smrti. Isti autori su potvrdili
da je na 60 mT kod Acinetobacter B11 doslo do potpunog gubitka citoplazmati¢nog sadrzaja i ¢elijske
aktivnosti, jer ova ja¢ina SMP dovela je do formiranja mikroperforacija, ireverzibilnih oSte¢enja na
¢elijskoj povrsini, ali da manji intenzitet SMP od 25-35 mT i optimalno vreme izlaganja moze, bez
obzira na mikropromene u strukturi ispitivanog soja Acinetobacter B11, stimulativno delovati na
enzimsku aktivnost. Haritwal et al. (2015) su utvrdili da je kod Bacillus sp. povecana sinteza [1AA,
siderofora 1 ACC deaminaza i parametri rasta u uslovima abiotickog stresa nakon izlaganja magnetnom
polju jacine +1700 uT. Jovi¢i¢-Petrovi¢ et al. (2021) su izlaganjem B. amyloliquefaciens D5 ARV SMP
15 minuta potvrdili znacajno povecanje sinteze IAA. S obzirom da je A. chroococcum F 8/2 pokazao
svojstvo produkcije IAA, prvi korak ove faze istrazivanja bio je ispitivanje uticaja SMP na promenu u
sintetisanoj koli¢ini ovog fitohormona. Pojacana sinteza IAA utvrdena je kod A. chroococcum F §/2
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nakon delovanja SMP ja¢ine 90 mT 5 i 15 minuta. U slucaju kada su se kolonije soja izlagane uticaju
SMP Sminuta koli¢ina sintetizovane IAA iznosila je 100 pg/ml, a u slucaju produzenja vremena
izlaganja na 15 minuta koliCina sintetizovane IAA bila je ve¢a od 100 pg/ml (Slika 9c¢, 9d)). Dobijene
vrednosti su bile znatno vece od one koja je utvrdene bez delovanja SMP, od 10 pg/ml (Tabela 12).
Rezultati su pokazali da je SMP 90 mT uticao na metaboli¢ku aktivnost A. chroococcum F 8/2 koja bi
znacajno mogla uticati na efekte bioprajminga ovim sojem.

Slika 9: Produkcija IAA od strane Azotobacter chroococcum F8/2 a) kontrola b) sinteza IAA od strane
A. chroococcum F8/2 koji nije izlozen SMP c¢) sinteza IAA od strane A. chroococcum F8/2 koji je
izlozen SMP 90 mT 5 minuta d) sinteza IAA od strane 4. chroococcum F8/2 koji je izlozen SMP 90
mT 15 minuta

Cilj ove faze istrazivanja bio je ispitivanje delovanja SMP na efekte koji su postignuti
bioprajmingom, Postavljena je hipoteza da se efekat ove interakcije magnetno polje-mikorogranizam-
seme odrazava i na postignute rezultate kroz parametre germinacije. Stoga su praceni parametri
germinacije nakon inokulacije 1 izlaganja delovanju SMP.

5.4.1. Uticaj SMP na efekte dobijene inokulacijom sa Azotobacter chroococcum F8/2

Na osnovu analize rezultata nakon izlaganja inokulisanih semena bosiljka uticaju SMP jacine
90 mT u trajanju od 15 minuta i1 Secerne repe u trajanju od 5 minuta postignuta su znacajna povecanja
procenta germinacije za 41% 1 56%. (Tabela 15). A. chroococcum F8/2 je inhibirao klijavost bosiljka
(Tabela 13), ali uvodenjem SMP kao abiotickog faktora dolazi do suprotnog efekta. Kod kinoe,
paradajza 1 pSenice SMP 90 mT i vreme ekspozicije od 15 minuta inhibitorno je delovalo na procenat
germinacije i smanjenja su iznosila 31%, 13% i 10%. Smanjenjam vremena izlaganja kod paradajza i
pSenice na 5 minuta nisu uocene statisticki znacajne razlike u FGP u odnosu na kontrolni tretman.

Veliko povecanje u GI od 85% utvrdeno je kod bosiljka nakon izlaganja inokulisanih semena
SMP 90 mT u trajanju od 15 minuta.

Kod bosiljka i krastavca, oba vremenska rezima primenjenog SMP pozitivno su uticali na MGT,
dok je kod paradajza pozitivan efekat bio samo u slucaju kraceg vremena izlaganja. Medutim, kod
Secerne repe je zabeleZen negativan efekat, jer je MGT bio povecan za 26%.

Jedino statisticki znacajno povecanje vigora I od 23% zabeleZzeno je kod bosiljka kada su
inokulisana semena izlagana SMP 90mT 5 minuta Isti ekspozicioni rezim je kod kinoe uticao na
smanjenje vigora I za 21%, a produzenjem vremena izlaganja na 15 minuta smanjenje vigora I je bilo
prisutno kod slacice, kinoe 1 paradajza za 31%, 29% 1 12%. Na nizu vrednost vigora I slacice uticalo je
smanjenje duzine klijanaca. Takode, smanjena je duzina klijanaca pSenice i Se¢erne repe. Smanjenje
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suve mase klijanaca bosiljka nije znacajnije uticalo na vrednost vigora I, naprotiv, rezultati su pokazali
povecanje koje je najverovatnije rezultat povecanog FGP.

Kod kukuruza je vigor II bio nizi u odnosu na tretman inokulacije, a s obzirom da u FGP nije
bilo razlika od znac¢aja, smanjenje je posledica smanjenja suve mase.
U slucaju inokulacije 4. chroococcum F8/2 (Tabela 13) kod velikog broja biljaka parametri klijavosti
su povecani §to se moze pripisati 1 prisustvu optimalne koncentracije auksina (Tabela 12). Zato bi
prisutna smanjenja u parametrima klijavosti uz primenu SMP mogla da se objasniti prisusutvom velike
koncentracije egzogenog auksina sintetizovanog od strane bakterije nakon delovanja SMP. Thimann
(1939) smatra da je inhibicija rasta kao i njegova stimulacija u biljnom svetu pojava koja je u vecini
sluCajeva rezultat delovanja auksina i da vrlo visoke koncentracije direktno inhibiraju rast i da su u
sustini toksi¢ne. Barbez et al. (2017) isticu da iako mehanizam delovanja auksina nije dovoljno
razjasnjen, u osnovi, ovaj fitohormon aktivira mehanizam kojim se vrsi acidifikacija intracelularnog
prostora i pokretanje enzima celijskog zida koji uti¢u na njegovo slabljenje i omogucavaju ekspanziju
¢elija, a u kojoj ¢e meri mehanizam delovanja auksina biti stimulativan ili inhibitoran zavisi od njegove
koncentracije, ali i vrste tkiva koja bi mogla biti od znacaja kada se imaju u vidu jedino postignuti
pozitivni efekti primene SMP kod bosiljka.
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Tabela 15: Uticaj tretmana SMP na efekte dobijene inokulacijom Azotobacter chroococcum F8/2

Biljna vrsta Tretmani FGP (%) GI MGT Vigor 1 Vigor 11 Klij ;)nl;zcl::z(lcm) I(Sl;lj;i:clzs(ag)
. BP 100=0 25,00£0,34 | 1,06£0,05 | 1266+269 | 0,52%0,10 | 12,66%2.67 0,005+0,001
ZZZ‘}f.’S BP + T5 99+ 24,50£0,42 | 1,03£0,04 | 806113 | 0,49+0,10 | 8,14%1,15 0,005+0,001
BP + T15 982 2421%0,53 | 1,0320,06 | 872167* | 0,48+0,07 | 8,90+1,64* 0,005+0,001
Oci BP 58+8 3,00£0,31 501+£0,27 | 316+48 | 0,04+0,01 | 5,10£0,79 0,0007+0,0002
b;slz’ZZ;Tm L BP + T5 82+5 6,11+0,45 4,03£0,15*% | 363+£32* | 0,04+0,01 | 4,43£0,30% 0,0005+0,0001*
BP+T15 R4+18* 556+0,77% | 4,20£0,42*% | 336£72 | 0,06£0,02* | 4,00£0,47* 0,00070,0002
Tviticum BP 89+7 1438+1,53 | 1,97+0,13 | 1883+242 | 1,83+0,20 | 21,18%3.39 0,0200£0,0020
L. BP + T5 86+5 14,14+1,67 | 1,880,220 | 14454212 | 1,03£0,16 | 16,82+2.46% | 0,0119+0,0010
BP + T15 80+3* 11,78+0,17* | 2,16£0,16 | 1320+181 | 0,94+£0,15 | 16,5622,52* | 0,0118+0,0020
Chenopodium BP 70+3 8,91+0,76 2.85£0,37 | 276262 | 0,06£0,02 | 3,82+0,81 0,0008+0,0003
wuinon Willd, BP + T5 63+2% 8,50+0,78 2,67£0,28 | 218+25*% | 0,05+0,01 | 3,46+0,38 0,0008+0,0002
BP+T15 5514 8,50=1,62 2.26£0,50 | 195+27* | 0,50+0,01 | 3,55+0,36 0,00090,0002
Zea mays convar. BP 92+11 8,00+1,09 3,1240,14 | 806+133 | 4,77+0,98 | 8,76+1,06 0,0520+0,0110
o BP + T5 99+2 8,76+0,43 3,03£0,13 | 521486 | 4,39+0,60 | 5,25+0,82 0,0440+0,0060*
BP + T15 100=0 8,38+0,07 3,14£0,07 | 391£65 | 3,62+0,88* | 3,91+0,65 0,0360£0,0090*
Brassica BP 43+12 8,461,092 1,66£0,32 | 592+157 | 0,13+0,05 | 13,77<1,19 0,0030£0,0001
napus L. BP + T5 49+10 8,40+1,22 1,98£0,43 | 505+168 | 0,14+0,05 | 10,19£2,57* | 0,0030+0,0007
BP+T15 47+9 8,17+1,93 1,93£0,26 | 679+159 | 0,13+0,03 | 14.41£2,37 0,0027+0,0004
BP 34+5 2.80+0,50 356+0,14 | 349+174 | 0,10£0,04 | 8,22+1,36 0,0023+0,0004
f:lzrlaris L BP + T5 53+0% 3,54+0,05 4,64£0,29% | 41276 | 0,12+0,03 | 7,77+1,35 0,00220,0006
BP + T15 34%5 2,67+0,52 3,62£0,22 | 26070 | 0,07£0,02 | 7,571,27 0,0021+0,0004
Glycine BP 55+4 3,73+0,69 4,63£0,48 | 501=161 | 10,40+1,92 | 9,26+3,41 0,1811+0,0370
N BP + T5 60+3 3,62+0,54 475£0,11 | 434+133 | 10,36+2,32 | 7,25+2.27 0,1730+0,0394
BP+T15 567 3,12%0,70 4.84+50,55 | 6162215 | 8,87+2,69 | 1121451 0,1573+0,0386
BP 99+2 6,64+0,42 3.97+0,18 | 9924324 | 0,19+0,04 | 9.20+1,01 0,00200,0004
fv"c’;’;’e’:’s’zmm L [Br=Ts 9042+ 6.66:033 | 3.6020.14* | 818487 | 0.1820.03 |9.09:0.91 0.00200,0003
BP + T15 86£5% 6,40+0,87 3,87+0,43 | 729+104* | 0,16+0,02* | 8,50+1,07 0,0019+0,0003
Cucumis BP 712 7,39+0,72 2.81£0,15 | 1293168 | 1,32+0,27 | 18,19+2,14 0,01900,0040
sativus L. BP + T5 100=0 14,87+1,12 | 2,09+0,38% | 1688496 | 1,81%0,21 | 16,88+0,96 0,0180£0,0020

BP - bioprajming; T5 - tretman SMP u trajanju od 5 min.; T15 - tretman SMP u trajanju od 15 min; + std. dev.; * vrednosti parametra u tretmanu sa
SMP se razlikuje u odnosu na tretman inokulacije na nivou znacajnosti p < 0,05
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5.4.2. Uticaj SMP na efekte dobijene inokulacijom sa Bacillus megaterium 11/3

Analizom rezultata testa kombinovanog tertmana inokulacije sa B. megaterium 11/3 1
izlaganjem SMP 90 mT 5 minuta povecan je FGP kod Secerne repe i1 pSenice za 49% 1 5%, a
produzenjem vremena izlaganja na 15 minuta kod Secerne repe je FGP povecan za 76%. Meditim, kod
uljane repice zabeleZena su smanjenja FGP od 24% 1 29% u zavisnosti od vremena izlaganja, dok kod
vecine biljaka kombinovani tretman inokulacije B. megaterium 11/3 i SMP nije uticao znacajne na FGP
(Tabela 16). Jovici¢-Petrovi¢ et al. (2021) su zabelezili pozitivan efekat kombinovanog tretmana sa B.
amyloliquefaciens D5 ARV i SMP jacine 90 mT u trajanju od 15 minuta. na revitalizaciju starih
semena slacice 1 povecanje procenta germinacije za 53,20%. S obzirom da je u ovoj studiji
kombinovani tretaman bioprajmingom i SMP delovao inhibitorno jedino na FGP uljane repice u
odnosu na tretman inokulacije 1 da vrednosti odgovaraju FGP neinokulisanih semena (Tabela 14), jedna
od predpostavki bi bila sa je genotip biljke bio kljucan za efekat interakcije.

Kombinovani tretman inokulacije 1 SMP i vremenom izlaganja od 5 i 15 minuta je kod Se¢erne
repe povecao GI za 36% 1 76%. Smanjenja GI zabelezena su kod kukuruza, uljane repice i krastavca od
12%, 39% 1 60% .

Kombinovani tretman inokulacije i SMP 5 1 15 minuta je pozitivno uticao na MGT soje 1
redukovan je za 25% 1 27%. Kod svih ostalih biljnih kultura nisu zabeleZzene promene u odnosu na
kontrolni tretman.

Povecanje vigora I za 27% postignuto je kod krastavca u slu¢aju kada su se inokulisana semena
izlozila SMP na 5 minuta, dok kod svih ostalih kutura nije bilo znacajnijih promena. Pove¢ana duzina
klijanaca krastavca uticala je znacajnije na povecanje vigora I. Takode, isti rezim kombinovanog
tretmana uticao je na povecanje vigora II kod krastavca za 20%, a povecanje vigora II i suve mase
klijjanaca od 15% postignuto je kod paradajza kada se produzZilo vremena izlaganja na 15 minuta.
Jovici¢-Petrovi¢ et al. (2021) isticu da je razlog povecanja suve mase pojacana akumulacija metabolita
1 preraspodela ugljenika izmedu primarnog i sekundarnog metabolizma. Isti autori su primenom
kombinovanog tretmana inokulacije sa B. amyloliquefaciens DSARV 1 SMP 90 mT 15 minuta povecali
suvu masu slacice za 24,44%. Medutim, u ovom ogledu, kombinovani tretman sa B. megaterium 11/3 1
isti ekspozicioni rezim uticao je na smanjenja suve mase slacice i soje od 23% 1 25% S§to se negativno
odrazilo na vrednost vigora II, gde su smanjenja iznosila 25% 1 31%. Smanjenje vigora II od 35% bilo
je prisutno i kod uljane repice, ali kao posledica niskog FGP.

Analizom rezultata moze se zakljuciti da kombinovani tretman B. megaterium 11/3 1 SMP je
pozitivno uticao na germinaciju pSenice i Secerne repe kod koje je pored povecanja FGP, povecan GI
za 75% S§to je bilo najvece postignuto povecanje od svih posmatranih parametara. Kod uljane repice
inhibitorno delovanje bilo je najizrazenije.

Dobijeni rezultati testa germinacije su potvrdili njenu kompleksnost 1 osetljivost, ali i
mogucénost da se pazljivim biranjem PGPR sojeva, biljnih vrsta, kontrolom uslova gajenja i delovanja
nekih od abiotickih faktora (u ovom slucaju SMP) mogu unaprediti germinacijski parametri 1 vigor
klijanaca. Kombinovana primena mikrobioloskog tretmana semena i SMP dala je pozitivne efekte kod
bosiljka i1 SeCerne repe, takode, odsustvo pozitivnih efekata kod vecine biljaka ili ¢ak prisustvo
inhibicije npr. slucaju kinoe i uljane repice ukazuje na specificnost ispitivanih interakcija i na potrebu
detaljnih istraZzivanja u slucaju razmatranja potencijalne primene.
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Tabela 16: Uticaj SMP na parametre germinacije semena inokulisanih Bacillus megaterium 11/3

Biljna vrsta Tretmani | FGP GI MGT Vigor 1 Vigor 11 klij?::;:?cm) k?iljlz‘llialzl:sé)
. BP 99+2 | 25,00£0,58 | 1,00£0,03 | 1517+309 | 0,43+0,08 | 15,32+2.79 0,0043+0,0007
f;;”z’ffs BP+T5 | 10020 | 24,75+029 | 1,02+0,02 | 1295£256 | 0.33+0,11% | 12.95+2.56% | 0,0033=0,0011%

BP+T15 | 10020 | 24,75+0,54 | 1,02£0,02 | 1337+279 | 0,40+0,10 | 13,37+2.79 0,0040+0,0001

Oci BP 90+8 | 8,00£0,64 | 3,00£0,02 | 334£60 | 0,06£0,01 | 3,72+0,67 0,0007+0,0001

b;le?LTm L BP+T5 | 96+6 8,53+0,91 | 3,13£023 | 329455 | 0,07£0,01 | 3,67+0,71 0,0008+0,0001

BP+TI15 | 839 | 7,47£1,10 | 3,16£0,15 | 293£50 | 0,12+0,02 | 3,47+0,62 0,0008+0,0001

Tviticum BP 95+2 | 9,79+0,43 | 3,00£0,17 | 1254112 | 1,37+0.25 | 13,20+0.96 0,0144+0,0025
L BP+T5 | 100+0% | 10,11£0,37 | 2,67+0,14 | 1089263 | 1,19+0.25 | 10,89+2.63* | 0,0120+0,0025*

BP + T15 | 94£2.30 | 10,04+0,11 | 2,55£0,11 | 890487 | 1,27+021 | 9,48+0,96 0,0135+0,0022

. i BP 65£14 | 6,81<1,73 | 3,0020,17 | 223%36 | 0,04+0,02 | 3,48+0,40 0,0007=0,0002

o ;’Z‘Z’{’Vl’l’l’g’ BP+T5 | 60+8 6,32+1,17 | 2,93£0,35 | 201=43 | 0,04+0,01 | 3,32%0,50 0,000620,0002

BP+TI15 | 53+8 | 6,8242,62 | 2,93£0.91 | 196£52 | 0,04+0,01 | 3.66=0.57 0,0007+0,0001

BP 98+2 | 8,49+0,65 | 3,00£0,26 | 709113 | 438+1,07 | 8,07x1.21 0,0449+0,1140

SZ;ZC,IZZ’J:; :"“V*“" BP+T5 | 968 | 7.45+0,56* | 3,42+024 | 685+105 | 436+1,09 | 7,16£0,85 0,0450+0,0045

BP+TI5 | 99£2 | 8,83+0.20 | 3,05£0,06 | 799+122 | 4,68+093 | 8,07+1,21 0,0470£0,0090

] BP 59+4 | 9,25+0,92 | 2,00+0,19 | 553£69 | 0,20+0,04 | 9,41=1,33 0,0034=0,0008

f;;’flss’clf’ BP +T5 | 45£4* |5,62+1,13* | 2,39+024 | 29436 | 0,16+0,04* | 6,53%0,55 0,003620,0008

BP + T15 | 42£5% | 6,39+0,80* | 2,42+0,42 | 274+40 | 0,13£0,05% | 6,53+0,52 0,0032+0,0012

BP 51=10 | 421£1,05 | 3,5240,50 | 30473 | 0,13%0,03 | 5.60+0,75 0,0025+0,0001

ftfltgaris L BP+T5 | 76£3* | 5,73+0,43* | 3.66+0,14 | 448+85% | 0,18+0,03 | 5,88=1,08 0,0023+0,0004
BP+T15 | 90£5% | 7,40+0,65* | 3,28+0,19 | 502458 | 0,20+0,03 | 5,60+0,75 0,00220,0004*

Glycine BP 69+7 | 5,85£1,08 | 5,00£0,31 | 15329 | 16,37+£3,97 | 2,24+0,39 0,2352+0,0400
A BP+T5 | 6410 |4,75+0,72 | 3,73%0,19% | 340+79 | 11,22+1,86* | 5,32+1,12 0,1753+0,0160*

BP+T15 | 57£13 | 4,57+0,79 | 3,63£0,36* | 149437 | 12,05+2,93* | 2,65+0,59* 0,2105+0,0264

BP 96+3 | 7,00£0,91 | 4,00£0,32 | 1069+124 | 0,16£0,03 | 11,13+1,16 0,0016+0,0003

}j}‘;’;’;’e’;’scum L [BPFT5 [9211 [6.74+146 |3.77:037 | 775458 | 0.1720.04 | 8,00:0.66 0.00170,0006
BP+TI5 | 935 | 7,40£1,00 | 3.60£0,23 | 851446 | 0,19+0,04* | 9,16=0,52 0,0020+£0,0004*

Cucumis BP 87+7 11,00+1,94 | 2,00£0,14 | 339+68 | 1,45£0,24 | 3,89+0,72 0,0167+0,0025

- BP+T5 | 94£5 | 6,86+0,65* | 3,76£021 | 468+140% | 1,752027* | 5,12+1,29% 0,01850,0024

BP +T15 | 96+8 11,39+1,72 | 2,25+0,30 | 230£32 | 1,7120,29 | 2,40+0,29 0,0179+0,0026

BP - bioprajming; T5 - tretman SMP u trajanju od 5 min.; T15 - tretman SMP u trajanju od 15 min; + std. dev.; * vrednosti parametra u

tretmanu sa SMP se razlikuje u odnosu na tretman inokulacije na nivou znacajnosti p < 0,05
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5.5 Uticaj inokulacije sojevima Azotobacter chroococcum ¥8/2 i Bacillus megaterium 11/3 na
morfoloSke karakteristike korena

Karakteristike korena su genetski odredene (Liang et al., 2014), medutim, promenljive su i
menjaju se u odnosu na gradijent nutrijenata i vode, kao i zbog biotickih interakcija sa drugim vrstama,
zbog Cega se uocavaju varijacije u karakteristikama korena unutar iste vrste (Bardgett et al., 2014).
Dakle, bilo koji od ovih spoljasnjih faktora moze uticati na karakteristike korena i u tom kontekstu
PGPR su prepoznate kao faktori koji mogu uticati na promenu arhitekture korena (Mantelin et al.,
2006). Imajué¢i u vidu da je funkcionalnost korenovog sistema odredena njegovom veli¢inom i
morfologijom (Gordon et al., 2000), jedan od ciljeva ovog rada je ispitivanje uticaja inokulacije
izabranih PGP sojeva na morfologiju korena. U ova ispitivanja su ukljucene biljne vrste kod kojih je u
prethodnom istrazivanju uocen stimulativni efekat na neke od parametara germinacije.

Uticaj PGPR-a na rast i prinos biljaka je dokumentovan i u vecini studija naglasak je stavljen na
parametre rasta nadzemnog dela biljke. Medutim, interakcija PGPR sa biljkom pocinje u rizosferi, a
nadzemni rast biljke u velikoj meri zavisi od razvoja korenovog sistema (Grover et al., 2021).

Slacica (Sinapis alba L.), pSenica (Triticum aestivum L.), kinoa (Chenopodium quinoa Willd.),
kukuruz (Zea mays convar. Saccharata), uljana repica (Brassica napus L.), soja (Glycine max (L.)
Merr.), paradajz (Solanum lycopersicum L.) 1 krastavac (Cucumis sativus L.) su gajene tri nedelje na
kvarcnom pesku uz dodatak Hoaglandovog rastvora. Po isteku ovog perioda odvojeni su korenovi od
nadzemnog dela i primenom SnapRoot aplikacije analizirani morfoloski parametri korena. Dobijene
vrednosti predstavljene su u tabelama 17 i1 18. Rezultati su pokazali da je inokulacija sa A.
chroococcum F8/2 uticala na povecanje morfoloSkih parametara korena kod vecine testiranih biljaka.
Pri inokulaciji sa 4. chroococum F8/2, duzina korena je povecana kod svih testiranih biljaka osim kod
soje 1 paradajza a statisticki znaCajno povecanje je zabelezeno kod slacice 1 kukuruza (Tabela 17).
Povrsina korena je poveéana kod svih testiranih biljaka, osim soje, a statisticki znacajno poveéanje
konstatovano je pri inokulaciji slacice, pSenice i kukuruza. Volumen korena je statisticki znacajno
povecan kod slacice, pSenice, kukuruza, paradajza i krastavca, dok kod ostalih biljaka nije bilo efekata
od statistiCkog znacaja. Precnik korena je statisticki znacajno povecan kod pSenice, kukuruza i1
paradajza, dok kod slacice i uljane repice nije bilo efekata. Najveci efekat zabelezen je kod kukuruza
gde su ukupna duzina, povrSina, volumen i pre¢nik korena povecani za 29%, 72%, 147% 1 45%. Kod
slacice je postignuto povecanje ukupne duzine, povrSine i volumena korena iznosilo 47%, 51% 1 62%,
a kod pSenice ukupna povrSina, volumen 1 pre¢nik korena povecani su za 95%, 227% 1 58%. Kod
paradajza i krastavca zabelezena su niza procentualna povecanja u ukupnom volumenu korena od 38%
1 32%. Jedino kod soje su sva Cetiri ispitivana parametra morfologije ve¢a u kontroli u odnosu na
tretman.

Promene karakteristika korena posredstvom PGPR mogu doprineti agroekosistemu kroz
poboljSanje otpornosti useva, tolerancije na stres, efikasnosti koris¢enja resursa, stukture zemljista itd.
Stoga, PGPR koje imaju sposobnost da moduliraju karakteristike korena mogu igrati vaznu ulogu u
odrzivosti poljoprivrede, a promene karakteristika korena se mogu koristiti kao primarni kriterijumi za
selekciju potencijalnih PGPR sojeva (Grover et al., 2021).

Jedna od najvaznijih posledica stimulativog uticaja PGPR-a na rast korenovog sistema je
povecana apsorpcija nutrijenata. Kako bi stimulisali vece usvajanje nutrijenata i rast biljaka, PGPR su
ukljucene u puteve koji koordiniraju razvoj i ishranu biljaka (Turan et al., 2021).
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Tabela 17: Uticaj inokulacije Azotobacter chroococum F8/2 na morfoloske karakteristike korena

biljaka
Morfometrijski parametri korena
- . Ukupna Ukupna Ukupan Precnik
Biljna vrsta Tretmani duiinap(cm) povr§in£ (cm?) Volumelf) (mm?) korena
(mm)
Sinapsis Kontrola 111,85+14,58 351,53+67,97 84,89+25,07 0,94+0,08
alba L. Inokulacija | 164,22+9,20* 530,8+15,93* 137,30+7,39* 0,94+0,09
Triticum Kontrola 1283,35+£146,85 | 4213,08+£525,68 1332,62+422,87 | 1,00+£0,08
aesativum L. Inokulacija | 1313,08+208,60 | 8223,64+1213,65* | 4357,88+886,47* | 1,58+0,18*
Chenopodium Kontrola 218,82423,13 352,75+50,63 49,62+14,13 0,49+0,03
quinoa Willd. Inokulacija | 221,43+27,83 404,16+49,76 61,51+13,03 0,56+0,07
Zea mays Kontrola 728,37+£99,15 2600,00+246,6 712,35+£135,03 1,04+0,24
convar. saccharata | Inokulacija | 936,92+169,90* | 4461,61+£69,82* 17584378,93* 1,47+0,19*
Brassica Kontrola 281,39+44,20 938,46+172,37 274,80+82,3 0,98+0,06
napus L. Inokulacija | 364,63+109,39 988,77+181,92 250,49+84,77 0,98+0,15
Glycine Kontrola 1325,89+138,09 | 4525,89+521,34 1247,72+£253,89 | 1,098+0,11
max L. Inokulacija | 1319,37+167,83 | 4296,15+501,94 1209,79+217,40 | 0,99+0,145
Solanum Kontrola 1723,16+411,78 | 6365,23+1006,13 | 2076,94+485,23 | 1,15+0,22
Iycopersicum L. Inokulacija | 1616,40+313,45 | 7399,86+1188,62 | 2873,93+362,76* | 1,39+0,05*
Cucumis Kontrola 2093,5+264,76 6311,19+592,51 1568,91+159,68 | 0,94+0,06
sativus L. Inokulacija | 2105,714+257,66 | 6899,11+625,93 2076,17+£318,87* | 1,00+0,12

K-kontrola; T-tretman inokulacije; + std. dev.; * vrednost parametra u tretmanu inokulacije se razlikuje u odnosu
na kontrolu na nivou znacajnosti p < 0,05

Stimulacija rasta korena kao posledica inokulacije i efekata PGPR uglavnom se povezuje sa
sposobnos¢u bakterija da sintetiSu IAA. Poznato je da mnogi PGPR sintetiSu auksine koji uti¢u na rast i
arhitekturu korena (Vacheron et al., 2013). A. chroococum F8/2, kao PGPR se odlikuje sposobnoscu
produkcije IAA (Tabela 12).

Inokulacija sa B. megaterium 11/3 uticala je na povecanje morfoloSkih parametara korena kod
skoro svih testiranih biljaka (Tabela 18). Duzina korena pri inokulaciji sa B. megaterium 11/3 je
povecana kod svih testiranih biljaka, a statisticki znacajno povecanje je konstatovano kod slacice,
krastavca i pSenice. Statisticki znacajno povecanje povrsine konstatovano je kod krastavca i pSenice.
Volumen je statisticki znacajno povecan kod kukuruza, krastavca i pSenice. Inokulacija sa B.
megaterium 11/3 nije imala uticaj na precnik korena kod slacice, pSenice i kukuruza, a povecanje
precnika je konstatovano kod krastavca. Inokulacijom sa B. megaterium 11/3 najveéi efekat je
postignut kod krastavca gde su povecanja ukupne duzine, povrSine, volumena i pre¢nika korena u
odnosu na kontrolni tretman iznosila 55%, 82%, 91% 1 36%. Kod pSenice povecanje ukupne duZzine
korena iznosilo je 39%, povecanje ukupne povrsine 59% i ukupnog volumena 79%. B. megaterium
11/3 je uticao na povecanje volumena korena kukuruza za 23%.

Dobijeni rezultati ukazuju da izmedu ispitivanih sojeva postoji razlika u efektima na
morfologiju korena kod razli¢itih biljnih vrsta (Tabela 17 1 18), Sto ukazuje na znacaj interakcija
izmedu biljke 1 mikroorganizama, ali i neophodnost daljih istrazivanja u razjasnjenju ovih interakcija.
Bez obzira na uocene razlike izmedu ispitivanih sojeva, rezultati ovih istrazivanja su pokazali da
primena inokulacije izabranim sojevima predstavlja moguénost za stimulaciju rasta i razvoja korena
pojedinih biljnih kultura, §to je potvrdeno i brojnim drugim istrazivanjima (Grover et al., 2021;
Namwongsa et al., 2019; Vacheron et al., 2013).
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Tabela 18: Uticaj inokulacije Bacillus megaterium 11/3 na morfoloSke karakteristike korena biljaka

Morfometrijski parametri korena
Biljna vrsta Tretmani Ukupna Ukupna Ukupan Precnik
duzina (cm) povriina (cm?) volumen (mm?®) | korena(mm)
Sinapsis alba L. Kontrolau 111,85+14,58 351,53+64,97 84,89+25,07 0,94+0,08
Inokulacija | 138,16+18,99 * 375,45+44,40 78,04+11,65 0,84+0,09
Triticum Kontrola 1108,44+251,27 2472.28+457,50 465,62+77,24 0,73+0,03
aesativum L. Inokulacija | 1539,33+126,23* 3935,76+£209,85* | 827,84+97,11* | 0,82+0,10
Zea mays Kontrola 726,36+165,16 2438,13+480,61 686,22+103,71 1,01+£0,12
convar. saccharata Inokulacija | 790,86+130,20 2854,52+302,51 844,42+58,88* 1,11+0,12
Brassica napus L Kontrola 89,36+8,75 251,77+43,44 57,30+16,90 0,90+0,12
) Inokulacija | 91,2649,37 236,70+20,46 49,4247 47 0,82+0,08
Cucumis sativus L Kontrola 1352,98+109,71 2803,44+479,61 798,76£146,74 | 0,69+0,07
) Inokulacija | 2093,50+£302,80%* 5111,18+£802,11* | 1528,1£187,59* | 0,94+0,06*

K-kontrola; T-tretman inokulacije; + std. dev.; * vrednost parametra u tretmanu inokulacije se razlikuje u odnosu
na kontrolu na nivou znacajnosti p < 0,05

Inokulacijom pSenice (Triticum aestivum L.), kukuruza (Zea mays L.), sirka (Sorghum
bicolor L.) 1 zelenog muhara (Setaria viridis L.) sa razli¢itim sojevima Azospirillum, neposredno posle
germinacije, inicirane su morfoloske promene korena (Grover et al., 2021). Hadas and Okon (1987) su
potvrdili da je inokulacija sa 4. brasilense uticala na zna€ajno povecanje duzine korena paradajza za
35%. Inokulacijom semena Safrana (Carthamus tinctorius L.) sa sojevima A. vinelandii Khsrl, A.
brasilense 1 P. stutzeri Khsr3 zabelezena su poveéanja precnika korena od 76% (Nosheen et al., 2011).
Rego et al. (2014) su utvrdili da je individualna ili kombinovana inokulacija sojevima Burkholderia
pyrrocinia R-46 1 P. fluorescens R-55 uticala na arhitekturu, morfologiju i fiziologiju korena pirinca.
Povecana je duzina korena sa 14,9 cm na 22,6 cm 1 precnik sa 303,81 na 373,94 um. Namwongsa et al.
(2019) su pokazali da je inokulacijom arti¢oke sa Bacillus aquimaris doslo do povecanja tezine, duzine,
povrsine, volumena i precnika korena u uslovima suse. Pattren and Glick (2002) su utvrdili povecanje
duzine korena kanole za 35-50% inokulacijom sa Pseudomonas putida. Bae et al. (2007) su
inokulacijom semena krastavca razli¢itim PGPR sojevima potvrdili njihov stimulativni efekat na razvoj
adventivnih korenova.

U in vitro uslovima egzogeni (mikrobni) auksin u manjim koncentracijama moze da redukuje
rast primarnog korena i stimuliSe elongaciju i brojnost korenskih dlacica (Contesto et al., 2008), da
poveca broj 1 duzinu lateralnih korenova (Ivanchenko et al., 2006; Remans et al., 2008) i uti¢e na
promociju ksilema (Bashan and de-Bashan, 2010). Kod klijanaca paradajza, auksin u koncentraciji od
10 uM inhibirao je rast primarnog korena, ali je stimulisao produkciju lateralnih korenova i1 korenskih
dlacica (Vacheron et al., 2013). U ovom radu SnapRoot kvantifikacija korenova nije podrazumevala
obradu korenskih dlacica, ali vizuelno je bilo uocljivo da je kod vec¢ine inokulisanih biljaka postojala
njihova veca zastupljenost i razvijenost (Slika 10). Povecanje broja korenskih dlacica i posebno
lateralnih korenova vodi povecanju povrSine i promenama u funkciji korena, jer poboljSavaju
apsorpciju nutrijenata (Hannan et al., 2021). Njihova uloga je klju¢na u kruzenju ugljenika, a sa druge
strane, posto su kratkog veka, predstavljaju vazan izvor hranljivih elemenata, jer njihovim razlaganjem
koli¢ina nutrijenata premasuje onu koja nastaje raspadanjem lis¢a (Gordon et al., 2000). S obzirom da
mikrobni (egzogeni) auksin u manjim koncentracijama doprinosi njihovom razvoju (Remans et al.,
2008; Paten and Glick, 2002) stimulacija rasta zabelezena nakon primene 4. chroococcum F8/2 moze
biti rezultat upravo sposobnosti soja da produkuje IAA (Tabela 12). Medutim, velika koncentracija
auksina moze imati inhibitorni efekat na elongaciju korena i smanjnje zacetaka lateralnih (Ivanchenko
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et al., 2010). Poveéana koncentracija moze stimulisati sintezu etilena koji dovodi do inhibicije razvoja
korena i blokade transporta auksina uz istovremeno stimulisanje drugih procesa kao $to su starenje,
opadanje i zrenje (Arteca and Arteca, 2008).

Slika 10: Efekat inokulacije Azotobacter chroococcum F8/2 na razvoj korena 1 korenskih dlacica Zea
mays convar. saccharata a) neinokulisana kontrola b) inokulisan koren

Sa druge strane, zabelezen je uticaj B. megaterium 11/3 na morfoloske promene korena iako je
biohemijska karakterizacija potvrdila da ovaj izolat ne produkuje IAA (Tabela 12). Alteracija
korenskih dlacica i ostale promene morfologije korena zabelezene nakon inokulacije ovim izolatom
mogu biti posledica produkcije drugih metabolita koji ovom studijom nisu ukljuceni u karakterizaciju.
Grover et al. (2021) naveli su da pored fitohormona, signalni molekuli kao §to je NO™ mogu doprineti
povecanju lateralnog grananja i razvoju korenskih dlacica koje se uglavnom deSava u prve tri nedelje
post-germinacionog perioda. Takode, odredeni broj VOC i sekundarnih metabolita koje proizvodi
PGPR povecava toleranciju biljaka na uslove stresa i pomazu u stimulaciji rasta biljaka specificnim
menjanjem karakteristika korena. Korenov sistem biljaka moze brzo i efikasno osetiti isparljive
materije koje oslobadaju mikrobi. Odgovor biljke na VOC kroz promenu arhitekture korena moze biti
od ekoloskog znacaja za povecanje kolonizacije korena i jacanje korisnih medusobnih interakcija
izmedu biljaka 1 sa njima povezanim bakterijama (Gutiérrez-Luna et al., 2010). Inokulacija Arabidopsis
thaliana sa Bacillus megaterium UMCV 1 rezultirala je izmenjenom arhitekturom korenskog sistema sa
inhibicijom rasta primarnog korena i povecanjem broja i duzine bo¢nih korena. Gutiérrez-Luna et al.,
(2010 ) su utvrdili da su aldehidi, ketoni i I-butanol kao najzastupljenije komponente VOC smese
sintetizovane od strane sojeva Bacillus simplex, Bacillus cereus 1 Bacillus sp., doprineli razvoju
primarnog korena i bo¢nih korenova kod A. thaliana §to je uticalo na povecanje biomase. Tahir et al.
(2017) su utvrdili da su metabolisani VOC (albuterol i 1,3-propandiol) od strane Bacillus
subtilis SYST2 uticali na poveéanje duzine korena paradajza, dok su Fincheira et al. (2017) utvrdili da
je Bacillus sp. BCT9 koji metaboliSe VOC poput3-hidroksi-2-butanona, 2,3-butandiola, 2-nonanona,
2-tridekanona i 2-pentadekanona, pozitivno uticao na rast korena Lactuca sativa.

Sigurno je da identifikacija bioaktivnih isparljivih jedinjenja moZze otvoriti nove puteve za
poboljsanje produktivnosti useva na odrziv nacin.

5.5.1. Efekat inokulacije sa Azotobacter chroococcum F8/2 na mikromorfoloske strukture korena
Secerne repe (Beta vulgaris L.) u ranoj fazi rasta

Uticaj inokulacije 4. chroococcum F8/2 na mikromorfoloske strukture pra¢en je na korenu
Secerne repe (Beta vulgaris L.). Dobijeni rezultati merenja (Tabela 19, Slika 11) pokazali su da je
inokulacijom 4. chroococcum F8/2 doslo do statisticki znacajnog povecanja primarnog i sekundarnog
ksilema i zapremine 10 najvecih parenhimskih celija kod korena Secerne repe. Rano uspostavljanje

78



biljno-mikrobne interakcije je na taj nain uticalo na strukturne promene na nivou korenskog
parenhima, Sto uz uticaj 4. chroococcum F8/2 na dostupnost nutrijenata ima visSestruk znacaj za rast
biljke (Kerecki et al., 2022).

5.0 20 :
Slika 11: Poprec¢ni presek korena Beta vulgaris L. U tretmanu inokulacije sa A. chroococcum F8/2 (a, c,
e) 1 kontrole (b, d, f) pokazuje znaCajan sekundarni rast i poCetak tercijarnog rasta. (a-d) detaljan prikaz
korteksa; (e,f) detaljan prikaz centralnog cilindra. e-epidermis; co-korteks; pph-primarni floem; px-
primarni ksilem; sx-sekundarni ksilem; sph-sekundarni floem; tx- tetriarni ksilem; sph-sekundarni
floem; ca-kambijum.

El-Afry et al. (2012) su primenom Pseudomonas sp. kao inokulanta kojim su tretirani listovi
pSenice, uocili povecanje precnika provodnih sudova u listu. Hegazi et al. (2015) su inokulacijom
korijandera sa A. chroococcum postigli povecanje precnika ksilema i debljine floema. Veli¢ina
pre¢nika je od kljuénog znacaja sa aspekta transporta vode i nutrijenata od korena do lis¢a i zbog toga
znacajno utice na biljni rast i prinos (Source et al., 2013). Ve¢i provodni sudovi ksilema omogucavaju
vedi stepen apsorpcije nutrijenata (Comas et al., 2002; Bowsher et al., 2016) i transporta vode (Solar et
al., 2006). Stimulacija rasta provodnog tkiva i PGP potencijal 4. chroococcum F 8/2 (Tabela 19; Slika
11) mogu doprineti povecanju dostupnosti nutrijenata, njihovom transportu $to direktno utice na bolji i
brzi metabolizam. Source et al. (2013) su naglasili znacaj fitohormona, posebno auksina, u stimulaciji
rasta korena, kambijuma, diferencijaciji i deljenju celija primarnog i sekundarnog provodng tkiva
(Sorce et al., 2013; Bhalerao and Fisher, 2014; Immanen et al., 2016). Na osnovu dobijenih rezultata
mikromorfoloske analize (Tabela 19) moze se pretpostaviti da je sintetizovana IAA od strane A.
chroococcum F8/2 uticala stimulativno na deobu celija 1 diferencijaciju ksilema inokulisanih biljaka.
Za diferencijaciju ¢elija je od posebne vaznosti prisustvo auksina, $to je konstatovano i ugradnjom
ugljenikovog radioaktivnog izotopa u ¢elijski zid (Sorce et al., 2013; Johnsson et al., 2019). U slucaju
povecane koncentracije etilena, moze do¢i do inhibicije elongacije korena s obzirom da ovaj hormon
utiCe na sintezu 1 transport auksina. A. chroococcum F8/2 je pokazao sposobnost snizavanja ACC,
prekursora etilena (Tabela 12) i moguénost da spre¢i njegovo inhibitorno delovanje na auksin, rast i
ekspanziju korenovog sistema. Rego et al. (2014) su analizom unutra$njeg tkiva korena pirinca nakon
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primene inokulacije PGPR-om, Burkholderia pyrrocinia (R-46), Pseudomonas fluorescens (R-55) i
Trichoderma asperellum, utvrdili da je doslo je do znacajne ekspanzije korteksa, povecanja aerenhima
za 2%, povecanja precnika vaskularnog cilindra i pove¢anje metaksilema. Primena inokulacije dovela
do povecanja broja i pre¢nika sudova ksilema $to je doprinelo vecoj rezistenciji na suSu kod leblebija
(Cicer arietinum L.), kikiriki (Arachis hypogaea L.), soja (Glycine max (L.) Merr.), grasak (Phaseolus
vulgaris L.), proso (Pennisetum glaucum L.), golubiji graSak (Cajanus cajan L.), vigna (Vigna
unguiculata (L.) Walp)(Purushothaman et al., 2013).

Tabela 19: Mikromorfoloska anatomska struktura korena Beta vulgaris L.

Mikromorfolo$ke karakteristike korena Beta vulgaris L.

RD TRA ACR APSX MALPC10 | MAV1S8
Tretmani NoP MAPC
(um) (nm?) (nm?) (um) (nm?) (um)
144191 | 1688243,93 | 1155360,32 | 121246,72 | 223,78 | 11280,13 691,84 5261,00
Kontrola +164,13 | £171424,61 | £132456,04 | £20858,11 | £29,86 | +2478,56 | +£128,87 | £1041,39
. 1430,30 | 1675259,60 | 1157463,43 | 155545,80 | 205,56 | 13847,84 852,19 5656,45
Inokulacija +150,60 | £207094,87 | £153599,60 | +22738,34" | +11,9 | +£1317,54" | £152,63" | +£877,21

*znacajno na nivou p<0,05; + standardna devijacija; n=10 osim u slucaju merenja povrsine 10 najvecih celija
parenhima, sprovodnih sudova i broja ¢elija (minimum je bio 90 merenja). RD - prec¢nik korena, TRA - ukupna
povrsina korena, ACR - zapremina korteksa, APSX - oblast primarnog i sekundarnog ksilema, NoP - broj ¢elija
parenhima, MALPCI10 - vrednost zapremine 10 najvecih parenhimskih ¢elija, MAV10 - povrSina 10 provodnih
sudova, MAPC - oblast ¢elija parenhima.

Ova istrazivanja su pokazala da rano uspostavljanje interakcije biljka-mikrob tokom
bioprajminga Seéerne repe stimulativno uti¢e na strukturne promene na nivou parenhima korena.
Takode, ova istrazivanja predstavljaju prva mikromorfoloska ispitivanju ranog rasta korena Secerne
repe inokulisane sa Azotobacter (Kerec€ki et al., 2022). Na ovaj nacin inokulacija sa 4. chroococcum
F8/2 povecava dostupnost nutrijenata, ali i njihov transport u nadzemni deo biljke.

5.6. Uticaj inokulacije sojevima Azotobacter chroococcum ¥8/2 i Bacillus megaterium 11/3 na suvu
masu korena i nadzemnog dela

Nakon utvrdivanja morfoloskih parametara korena slacice (Sinapis alba L.), pSenice (Triticum
aestivum L.), kinoe (Chenopodium quinoa Willd.), kukuruza (Zea mays L.), uljane repice (Brassica
napus L.), soje (Glycine max L.), paradajza (Solanum lycopersicum L.) 1 krastavca (Cucumis sativus L.)
izmerena je suva masa korena i nadzemnih delova kao znacajnih indikatori vegetativnog rasta. Biljke
su gajene tri nedelje na kvarcnom pesku uz dodatak Hoaglandovog rastvora. Odvojeni su koren i
nadzemni deo i nakon susenja izmerena je suva masa.

Inokulacija sa A. chroococcum F8/2 uticala je na znaCajno povecanje suve mase korena
kukuruza, uljane repice i slacice od 58%, 40% 1 25% (Tabela 20). Povecanje nije zabeleZeno kod
pSenice, kinoe, soje, paradajza, krastavca. Zabelezeni su neSto drugaciji efekti inokulacije na suvu
biomasu nadzemnog dela. 4. chroococum F8/2 je ispoljio stimulativan efekat na produkciju biomase
nadzemnog dela kukuruza, pSenice, paradajza i kinoe povecavsi je za 13%, 19%, 31% 1 45%. Kukuruz
je jedina inokulisana biljka kod koje je inokulacija dovela do stimulacije produkcije celokupne biomase
biljke 1 to za 40%. Inokulacija semena soje 1 krastavca nije imala efekat na produkciju biomase.
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Tabela 20: Uticaj inokulacije Azotobacter chroococcum F8/2 na suvu masu korena i

nadzemnog dela (g)

A. chroococcum F8/2
Suva masa Suva masa
Biljna vrsta Tretmani korena (g) nadzemnog
dela (g)

Sinapsis alba L. K 0,0008+0,0002 0,0054-+0,0001

T 0,0010+0,0002 * | 0,0063+0,0010

Triticum aestivum L. K 0,0076+0,0010 0,0213+0,0043
T 0,0076=0,0009 0,0253£0,0040%*

] ) ] K 0,0008+0,0002 0,0047+0,0008
Chenopodium quinoa Willd. T 0.0007£0,0003 0.0068-0,0019%

Zea mays convar. saccharata K 0,0293+0,0096 0,0556+0,0124
T 0,0464+0,0099* | 0,0721+£0,0144*

Brassica napus L. K 0,0010+0,0002 0,0121+0,0050

T 0,0014+0,0002* | 0,0117+0,0023

Glycine max L. K 0,0163+0,0028 0,1086+0,0135

T 0,0194+0,0059 0,1168+0,0266

Solanum Iycopersicum L. K 0,0027+0,0009 0,0162+0,0061
T 0,0028+0,0004 0,0213£0,0034*

Cucumis sativus L K 0,0058+0,0011 0,0384+0,0050

: T 0,0049+0,0013 0,0399+0,0085

K-kontrola; T-tretman inokulacije; + std. dev.; * vrednost parametra u tretmanu inokulacije se razlikuje u odnosu
na kontrolu na nivou znacajnosti p < 0,05

Uticaj inokulacija sa B. megaterium 11/3 pracéen je na slacici (Sinapsis alba L.), pSenici
(Triticum aestivum L.), kukuruzu (Zea mays convar. saccharata), uljanoj repici (Brassica napus L.), 1
krastavcu (Cucumis sativus L) (Tabela 21). Rezultati su pokazali znacajno povecanje suve masa korena
kukuruza, slacice 1 uljane repice povecavsi je za 50%, 62% 1 86%. Tretman nije stimulisao produkciju
u slucaju pSenice i krastavca. Suva biomasa nadzemnog dela je znacajno uvecana inokulacijom slacice,
kukuruza i1 uljane repice, ali 1 pSenice rezultiraju¢i povecanjima od 117%, 58%, 29% 1 16%. Inokulacija
krastavca nije imala efekat na produkciju biomase.

Inokulacija slaCice sa oba soja dovela je do povecanja produkcije biomase mada su efekti
postignuti sa B. megaterium 11/3 znatno vedi i1 beleze porast ukupne biomase za 106% (Tabela 21). U
slucaju pSenice oba soja su stimulisala produkciju nadzemnog dela, dok efekat na biomasu korena nije
zabelezen. Inokulacija kukuruza sa A. chroococum F8/2 1 sa B. megaterium 11/3 dovela je do
stimulacije produkcije biomase i nadzemnog dela i korena i to je jedina biljna vrsta na kojoj su oba soja
postigla ovaj efekat. Dobijeni rezultati, zajedno sa rezultatima morfoloskih karakteristika korena
biljaka (Tabela 17 i 18) dodatno potvrduju da inokulacija odabranim sojevima predstavlja dobar izbor
za stimulaciju rasta i razvoja korena pojedinih biljnih kultura.
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Tabela 21: Uticaj mikrobioloske inokulacije B. megaterium 11/3 na suvu masu korena i

nadzemnog dela biljaka (g)

B. megaterium 11/3
Suva masa Suva masa
Biljna vrsta Tretmani korena (g) nadzemnog
dela (g)

Sinapsis alba L. K 0,0013+0,0005 | 0,0054+0,0011
T 0,0021+0,0006* | 0,0117+0,0025*

Triticum aesativim L. K 0,0070+0,0012 | 0,0345+0,0064
T 0,00724+0,0014 | 0,0401%0,0054*

Zea mays convar. saccharata K 0,0185+0,0030 | 0,0633+0,0076
T 0,0278+0,0052* | 0,1000+0,0225*

Brassica napus L. K 0,0007+0,0002 | 0,0084+0,0011
T 0,0013+0,0004* | 0,0108+0,0013*

Cucumis sativis L. K 0,0058+0,0011 | 0,0384+0,0050

T 0,049+0,0014 0,0389+0,0040

K-kontrola; T-tretman inokulacije; + std. dev.; * vrednost parametra u tretmanu inokulacije se razlikuje u odnosu
na kontrolu na nivou znacajnosti p < 0,05

Brojne studije su potvrdile stimulativan uticaj inokulacije sa vrstama roda Azotobacter na
useve, od povecanja klijavosti semena, razvoja korena, pobolj$anja unosa nutrijenata, biomase korena i
nadzemnog dela, kao 1 povrsine 1 broja listova. Primenom A4. chroococcum kao inokulatna u mnogim
ogledima potvrdeno je povecanje akumulacije suve materije usled proizvoda N-fiksacije i1 fitohormona
(Jnawali et al., 2015). El-Shanshoury et al. (1989) zabelezili su dvostruko povecanje suve mase korena
paradajza nakon primene inokulacije sa 4. chroococcum. U uslovima poveéanog saliniteta povecanje
suve mase korena paradajza od 45% postignuto je u ogledu Oosten et al. (2018). U slucaju A.
chrooccocum F8/2 izostao je efekat na biomasu korena, ali je zabelezeno znacajno poveéanje suve
mase nadzemnog dela (Tabela 20). Inokulacijom semena Safrana (Carthamus tinctorius L.) sa sojevima
A. vinelandii Khsrl, Azospirillum brasilense i Pseudomonas stutzeri Khsr 3 doslo je do povecanja suve
mase za 76% (Nosheen et al., 2011). Mumtaz et al. (2017) primenom Bacillus spp. sa sposobnos¢u Zn -
solubilizacije u inokulaciji kukuruza potvrdili su povecanje u svezoj i suvoj masi korena. Povecanja u
suvoj masi od strane pojedinih sojeva iznosila su 122, 98 1 94%, u odnosu na kontrolu. Ovo je u
saglasnosti sa rezultatima zabelezenim u ovoj studiji, B. megaterium 11/3 se takode odlikuje
sposobnoscu solubilizacije Zn (Tabela 12), ali 1 P 1 produkcije amonijaka. Takode, njegova primena na
kukuruzu znacajno je stimulisala produkciju biomase korena (Tabela 21). Grover et al. (2021) su naveli
literaturni podatak da je inokulacijom sa Azospirillum brasilense povecana suva masa korena paradajza
za 50%. Penibacillus polimixa RC05 povecao je suvu masu korena krastavca sa 2,56 mg na 19,32
mg/biljka (Bae et al., 2007). U slucaju inokulacije pSenice Bacillus sojevima koji su pokazali
sposobnost produkcije ACC i fosfosolubilzacije, masa korena je bila 3,9 puta veca u odnosu na
kontrolu (Baig et al., 2012). Povecanje suve mase korena kukuruza (Zea mays L.cv, Ronaldihno) od
15% postignuto je nakon inoklacije B. licheniformis FMCH 001 (Akhtar et al., 2020). B. megaterium
STBI1 je kod Arabidobsis thaliana doprineo stimulaciji razvoja lateralnih korenova, povecanju njegove
suve mase, ali 1 inhibiciji primarnog korena (Bucio et al., 2007). Razlike u rezultatima se mogu
objasniti i razlikom u afinitetu biljaka prema PGPR. Tilak and Ready (2006) kada su svojim ogledima
utvrdili da kukuruz vise reaguje na B. circulans i B. cereus inokulaciju od pSenice.

Nadzemni deo se menja u toku vegetativnog perioda i1 u korelaciji sa ostalim odlikama biljke,
posebno korena, i daje predstavu o njenim metabolickim i razvojnim procesima (Blaha, 2019). Suva
masa je u tesnoj vezi sa produktivnoSc¢u biljke. Navedeni literaturni podaci pokazuju da se povecanje
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suve mase nadzemnog dela moze posti¢i mikrobioloskom inokulacijom. Kao odgovor na primenjenu
inokulaciju sa PGPR doslo je do povecanje suve mase nadzemnog dela pirin¢a (Sharma et al., 2014a) 1
kukuruza (Gholami et al., 2009). Almaghrabi et al. (2013) su inokulacijom paradajza sa PGPR postigli
slede¢a povecanja suve mase nazemnog dela u odnosu na kontrolu: inokulacijom sa Serattia
marcescens izmerena suva masa nadzemnog dela je veca za 115%; Pseudomonas putida za 71,65%, B.
amyloliquefaciens 58,30%, Pseudomonas fluorescens 50%, B. subtilis 45% 1 B. cereus 35%. U ovoj
studiji, inokulacijom paradajza sa 4. chrooccocum F8/2 postignuto je uvecanje biomase nadzemnog
dela od 31,48% (Tabela 20). Rubin et al. (2017) su ukazali da PGPR, zahvaljuju¢i mehanizmima
stimulacije biljnog rasta, deluju na povecanje nadzemnog dela prosecno za 28%, da bi u uslovima suse
ono bilo znatno vece 1 do 45%. Moeinzadeh et al. (2010) su nakon uspeSne germinacije razlicitim
sojevim Pseudomonas fluorescens UTPf76 1 UTP{86 uticali na povecanje duzine nadzemnog dela
suncokreta. Azospirillum je kod pSenice povecao masu nadzemnog dela za 18% (Veresoglou and
Menexes, 2010). Azospirillum brasilense pove¢ao suvu masu nadzemnog paradajza za 90% (Grover et
al., 2021). Niz literaturnih podataka potvrdio je stimulativan uticaj inokulacije Bacillus sp. na razvoj
nadzemnog dela. Tako je B. megaterium STB1 kod Arabidobsis ithaliana uticao na povecanje
nadzemnog dela 3,5 puta u odnosu na kontrolu (49,9 vs 187,4 mg) (Bucio et al., 2007), dok je B. cereus
kod pirinca, zlatnog pasulja i leblebije povecao biomasu nadzemnog dela (Chakraborty et al., 2011). B.
subtilis, B. thuringiensis 1 B. megaterium su bioprajmingom povecali suvu masu nadzemnog dela
leblebija za 77% (Khan et al.,2020).

Ova istrazivanja, kao 1 brojna druga ukazala su da morfoloske karakteristike korena mogu
posluziti za procenu efekata inokulacije PGPR. Medutim, na ove osobine mogu uticati razli¢iti ekoloski
faktori 1 zbog toga je vazno razumeti puteve 1 gene ukljuene u osobine korena i mikrobne
signale/metabolite koji mogu presresti i/ili ukrStati puteve za modulaciju karakteristika korena (Grover
et al., 2021). Upotreba naprednih alata i tehnologija moze doprineti da se desifruju slozeni mehanizmi
ukljuceni u PGPR interakcije koje uticu na karakteristike korena. Istrazivanja u ovoj doktorskoj
disertaciji su ukazala na neophodnost nastavka istrazivanja uz primenu novih tehnologija Sto ¢e otvoriti
nove puteve u primeni PGPR.

5.7. PovrSinska i endofitna kolonizacija korena biljaka sa Azotobacter chroococcum ¥8/2 i
Bacillus megaterium 11/3

Bakterijska kolonizacija rizosfere je tacka za uspostavljanje interakcija izmedu biljaka i
bakterija koje predstavljaju klju¢nu determinantu zdravlja 1 produktivnosti biljaka. Biljke uti¢u na
kolonizaciju bakterija prvenstveno moduliranjem sastava svojih korenskih eksudata i podizanjem
urodenog imunoloskog odgovora. Ovi eksudati dovode do hemijskih 1 fizickih modifikacija
mikrookruzenja rizosfere. Jedinstveni uslovi koji se nalaze unutar rizosfere vrSe selekciju mikrobnih
zajednica iz okolnog zemljiSta. Treba imati u vidu da su interakcije izmedu bakterija 1 bakterija
(Bacteria-Bacteria Interactions, BBI) preovladujuce u rizosferi i utiu na perzistentnost bakterija i
kolonizaciju korena kroz metabolicku razmenu, izlu¢ivanje antimikrobnih jedinjenja 1 druge procese. U
eksperimentima u kojima je Arabidopsis thaliana koinokulisan sa Bacillus subtilis 1 Escherichia coli
zabelezeno je da korenski eskudati dovode do hemotaksisa celija B. subtilis i povecanja njihove
brojnosti u zoni elongacije korena uz istovremeno smanjenje brojnosti Escherichia coli (Massalha et
al., 2017). Tradicionalno, kolonizacija bakterija se ispituje u sterilnim laboratorijskim uslovima koji
iskljucuju uticaj BBI (Knights et al., 2021). Istrazivanja sprovedena u okviru ove disertacije su bazirana
na ispitivanju ¢istih kultura odabranih sojeva bakterija.

Kod biljnih vrsta kod kojih je bioprajmingom sa 4. chroococcum F 8/2 (slaCica, pSenica, kinoa,
kukuruz, uljana repica, soja, paradajz i krastavac; Tabela 13) 1 B. megaterium 11/3 (slaCica, pSenica,
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kukuruz, uljana repica i krastavac; Tabelal4) doslo do poveéanja procenta klijavosti i/ili vigora,
utvrdena je povrSinska i endofitna kolonizacija korena metodom razredenja. Rezultati su potvrdili
sposobnost 4. chroococcum F 8/2 1 B. megaterium 11/3 da kolonizuju povrsinu korena testiranih
biljaka. Brojnost izolata 4. chroococcum F 8/2 se na povriini korena kretala od =~ 6,27 x 10’ CFU/g
sveze mase korena (slacica) do = 2,43 x 10!° CFU/g sveZe mase korena kod uljane repice (Grafik 1).
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Grafik 1: PovrSinska i endofitna kolonizacija korena biljaka inokulisanih Azotobacter chroococcum
F8/2; (log CFU/ g sveze mase korena)

U odnosu na 4. chroococcum F 8/2 soj B. megaterium 11/3 je pokazao nizu brojnost na povrsini
svih testiranih biljaka, izuzev u slucaju slacice, i kretao se = 2,3 x 10° CFU/g sveZe mase korena
(krastavac) do = 4,2 x 108 CFU/ g sveze mase korena kod slacice (Grafik 2).

Razlike u broju ¢elija na povrsSini korena mogu ukazivati na ve¢i medusobni afinitet ispoljen u
interakciji biljka - PGPR koji favorizuje 4. chroocoocum F8/2 u odnosu na B. megatrium 11/3. Razlike
u stepenu kolonizacije pojedinacnog soja javljaju se i izmedu samih biljnih vrsta, S§to je narocito
uocljivo u slu¢aju B. megaterium 11/3 gde je brojnost zabeleZena na povrsini slagice 10° puta veéa od
brojnosti na povrsini krastavca. Ovi rezultati su u skladu sa podacima Reva et al. (2004) koji su naveli
da se brojnost nekoliko sojeva Bacillus sp. na povrsini korena jeCma i uljane repice kretala od svega
nekoliko kolonija, pa do od 10° CFU/g svezeg korena, zavisno od kombinacije bakterijskog soja i biljne
vrste. Karli¢i¢ (2017) je utvrdila da je brojnost Pseudomonas putida P1 ARV na korenu crvene deteline
5 x 10° CFU/g, dok je kod psenice iznosila 1 x 10'® CFU/g svezeg korena. Mendis et al. (2018) su
sedmicno, tokom 28 dana, ispitivali brojnost B. amyloliquefaciens QST713 1 B. firmus 1-1582 na
povrsini korena kukuruza i utvrdili da se ona kretala izmedu 10*-10° CFU/g sveZeg korena, a najniza
zabeleZena brojnost je iznosila 10° CFU/g svezeg korena. Kljujev (2012) je utvrdio da je brojnst
Herbaspirillum frisingense (GSF30BA28) na povrsini korena zelene salate iznosila od 1,71 x 10°
éelija/mm? apsolutno suvog korena, dok je nesto manja brojnost zabelezena na spanaéu (1,27 x 10°
éelija/mm® apsolutno suvog korena) i Sargarepi (1,28x10° &elija/mm’ apsolutno suvog korena).
Gyaneshwar et al. (2001) su konstatovali da se nakon inokulacije pirina (var. IR72) sa Serratia
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marcescens IRBG500, stepen povrSinske kolonizacije kretao od 2 log CFU/g sveze mase korena prvog
dana nakon inokulacije do 7,5 log CFU/g Cetrnaestog dana nakon inokulacije.
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Grafik 2: PovrSinska i endofitna kolonizacija korena biljaka inokulisanih Bacillus megaterium 11/3;
(log CFU/ g sveze mase korena)

Dobijene razlike u stepenu kolonizacije mogu ukazivati na razliCit hemijski sastav korenskih
eksudata ispitivanih biljnih vrsta. Potvrdeno je da korenski eksudati izazivaju promene u sastavu
proteina Celijskog zida PGPR olakSavajuc¢i kolonizaciju korena (Dutta et al., 2013). Chaundry et al.
(2016) isticu sastav eksudata kao kljuan faktor koji odreduje kolonizaciju Pseudomonas aeruginosa
koji je bio prisutan u najve¢em broju na korenu pSenice 1 pirin¢a, dok je u manjem broju kolonizovao
koren pamuka i kanole. Autori isticu da je zajednicka karakteristika pSenice i pirin¢a zili¢ast korenov
sistem dok su produkovani eksudati, najverovatnije, uticali na bolju adaptaciju P. aeruginosa na koren,
u odnosu na vretenast korenov sistem kanole i pamuka i njihove eksudate. Na uspeh kolonizacije,
pored afiniteta PGPR prema odredenom eksudatu, uti¢u i osobine samog soja poput kompetetivnosti i
antagonizma u odnosu na patogene, pokretljivosti, sposobnosti produkcije egzopolisaharida, veli¢ine
populacije ali 1 abioticki faktori (Bhattacharyya i Jha, 2012).

Neke bakterije stvaraju intimnije veze s biljkama kolonizirajuéi rizoplan (povrSinu korena) kao
epifite ili endosferu (prostor izmedu korenskih celija) kao endofite. Bakterijski endofiti koriste
endosferu kao jedinstvenu zastitnu ekoloSku niSu koja im osigurava sigurno i konzistentno okruzenje
(Senthilkumar et al., 2011). Za uzvrat Cesto imaju ulogu u zastiti domacina od patogena 1 stresnih
uslova sredine (Miliute et al., 2015; Afzal et al., 2019). Vecina endofitnih bakterija ima dvofazni
zivotni ciklus koji se menja izmedu biljnog i1 zemljiSnog okruzenja (Afzal et al., 2019). Uglavnom se
nalaze u intercelularnim prostorima koji su bogati ugljenim hidratima, aminokselinama i neorganskim
nutrijenatima. Kolonizuju tkiva korena, lista, stabla, ploda i semena. Kolonizacija moze biti
lokalizovana na samo jednu vrstu biljnog tkiva ili sistematska, kroz celu biljku. U ranoj fazi
kolonizacije endofiti se uocavaju u korenskim dlacicama, a zatim korenskoj kapi (Kandel et al., 2017).
Brojnost endofita odreduje veliki broj faktora poput kompeticije, faze biljnog rasta, genetike,
klimatskih uslova.
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Izolati testirani u ovoj studiji su pored sposobnosti da kolonizuju povrsinu pokazali i sposobnost
da prodru i nasele unutrasnja tkiva korena svih ispitivanih vrsta. Najmanja brojnost 4. chroococcum F
8/2 je zabelezena u unutrasnjosti korena soje = 1,6 x 10' CFU/g, a najveéa kod paradajza = 1,17 x 10°
CFU/g sveze mase korena nakon tri nedelje gajenja (Grafik 1). Najmanja brojnost B. megaterium 11/3
je uodena u korenu krastavca =~ 1,6 x 10" CFU/g, a najveéa kod psenice = 3,6 x 10* CFU/g sveZe mase
korena nakon tri nedelje gajenja (Grafik 2).

Dobijeni rezultati su u skladu sa prethodnim istrazivanjima, tako je Karli¢i¢ (2017) utvrdila da
se endofitna brojnost P. putida P1 ARV kreée od 1,1 x 10> CFU/g kod psenice do 9,8 x 10* CFU/g kod
sladice. Gyaneshwar et al. (2001) su utvrdili da je nakon inokulacije pirinca (var. IR72) sa S.
marcescens IRBG500 brojnost u unutrasnjosti tkiva korena vremenom rasla, sedmog dana iznosila je
3,5 log CFU/g, Cetrnaestog 6,4 log CFU/g sveze mase korena, i da se broj endofita stabilizovao nakon
tri nedelje od pocetka gajenja, S$to je period gajenja i u ovoj studiji. Bernabeu et al. (2018) su inokulisali
seme pSenice sa azotofiksatorom, Parabukholderia tropica MTo-293 i utvrdili brojnost endofita od 4
do 5 log CFU/g sveze mase korena. Oni su potvrdili da je stepen povrsinske i endofitne kolonizacije
bio stabilan za vreme trajanja ogleda (20 dana) i da je broj endofita ostao u ovom periodu nizi za 2-4
reda veliCine u odnosu na brojnost na rizoplanu. I u ovoj studiji je zabelezena znatno niza endofitna
brojnost A. chroococcum F 8/2 u odnosu na broj bakterija prisutan na povrsini korena, a najveca razlika
izmedu brojnosti na povrSini 1 u unutrasnjosti korena je zabelezena kod soje (Grafik 1). U slucaju B.
megaterium 11/3 najveéa razlika je zabelezena kod slacice kod koje je broj bakterija prisutan na
povrsini korena veéi od broja endofita za 10° (Grafik 2). Andreolii et al. (2019) predpostavljaju da je
endogena-endofitna mikroflora (vertikalno preneti endofiti) bolji kompetitor u procesu kolonizacije i da
moze negativno da uti¢e na kolonizaciju egzogenih bakterija i da je zato sposobnost sojeva da, u toku
inokulacije, adekvatno odgovore na kompeticiju endogene mikroflore osnova stabilne endofitne
kolonizacije. Fernandez-Gonzalez et al. (2019) navode da su endofitne bakterijske zajednice korena
maslina uglavnom odredene genotipom sorte i biljke koji sluzi kao glavni faktor za oblikovanje
korenskih endofitnih bakterijskih zajednica. Takode, niza brojnost, od 2 do 6 log CFU/g, u odnosu na
patogene mikroorganizme (7 do 10 log CFU/g sveze mase korena), obezbeduje da ih biljka ,ne
prepozna‘“ kao patogene 1 potencijalnu opasnost (Andreolli et al., 2017; Zinniel et al., 2002). Patogeni
mikroorganizmi i endofitne bakterije predstavljaju kompetitore za istu ekolosku niSu u biljkama, stoga
inokulacija endofitnim bakterijama predstavlja efikasnu metoda za bioloSko suzbijanje patogena
(Senthilkumar et al., 2011).

Od posebnog znacaja je odabir metode koja se primenjuje pri ispitivanju endofita, jer na njihov
opstanak uti¢e priroda, koncentracija i vreme delovanja agensa koji se koristi u sterilizaciji (Hallmann
and Berg, 2006) kao i ¢injenica da li hemijski agens Stetno deluje na endofitni mikrobiom biljke ili ne
(George et al., 2020). Eevers et al. (2015) navode da se samo oko 0,001-1% endofita prisutnih u
biljnom tkivu moze izolovati isticu¢i da se veliki broj ovih sojeva gubi nakon inicijalne izolacije u
laboratorijskim uslovima, a kao mogu¢ razlog navodi se nedostatak nekih biljnih jedinjenja prisutnih u
maceriranom tkivu neophodnih za rast endofita.

U cilju vizuelizacije bakterijske kolonizacije korena ispitivanih biljnih vrsta, primenjena je
skening-elektronska mikroskopija (SEM) i konfokal-laser-skening mikroskopija (CLSM). Kao klju¢ni
parametri za odabir biljnih vrsta na kojima ¢e se utvrdivati endofitna kolonizacija mikroskopskim
metodama odabrani su efekti na procent germinacije i1 vigora. Bioprajmingom semena sa A.
chroococcum F8/2 najveéa povecanja FGP i /ili vigora su zabelezena kod kukuruza i pSenice, a
bioprajmingom sa B. megaterium 11/3 kod uljane repice i1 pSenice. Kukuruz i pSenica se nalaze medu
biljnim vrstama kod kojih je utvrdena najviSa brojnost A. chroococcum F8/2 na povrSini i u
unutrasnjosti korena (Grafik 1). Sa druge strane, B. megaterium 11/3 je endofitno u najvec¢oj meri
kolonizovao koren pSenice, kod koje je i bilo znacajnih efekata na parametre germinacije (Grafik 2).
Bent et al. (2001) isti¢u da je Cesto prisustvo manjeg broja ¢elija dovoljno za stimulativan efekat na
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biljni rast, dok veéi broj moZe dovesti do inhibicije, naroCito kada PGPR deluju direktnim
mehanizmima stimulacije biljnog rasta. U ovim istrazivanjima B. megaterium 11/3 je pokazao najveci
afinitet za kolonizaciju korena slacice, ali bez obzira na visoku brojnost nije postignut znacajan efekat
na germinacijske parametre ove biljne vrste. Kolonizacija rizosfere i rizoplana je od izuzetne vaznosti i
smatra se da je to osnova za pruzanje stimulativnih efekata na biljku domacina (Compant et al., 2005).

Na korenovima posmatranih biljnih kultura potvrdena je sposobnost povrsinske kolonizacije 4.
chroococcum F8/2 (Slike 12-16). To je u skladu sa in vitro istrazivanjima na Arnebia hispidissima
inokulisanoj sa pet razlicitih sojeva A. chroococcum, u kojoj je nakon 10 dana inkubacije, primenom
transmisione elektronske mikroskopije (TEM), konstatovano prisustvo ¢elija 4. chroococcum. Na ovaj
na¢in je potvrdena endofitska sposobnost sojeva 4. chroococcum (Thokchom et al., 2017).
Velmourougane et al. (2017) su primenom SEM-a posmatrali kolonizaciju korena leblebije sa A.
chroococcum 1 Trichoderma viride. Biljke su uzgajane u sterilnoj podlozi od peska i vermikulita (1:1) 1
u uzorcima uzetim 40 dana nakon inokulacije, konstatovana je proliferacija ¢elija A. chroococcum,
kako pojedinacne tako i vezane za miceliju gljive. Primenom SEM-a uoceno je vece prisustvo A.
chroococcum F8/2 na korenskim dla¢icama (Slika 12a), mestima izbijanja korenski dlacica i zoni oko
korenskih dlacica (Slika 12b) Sto je od izuzetnog znacaja kada se ima u vidu da je zona korenskih
dla¢ica mesto najintenzivnije razmene metabolickih produkata biljke i mikooroganizma, ali i ulazno
mesto endofita. Formiranje mikrokolonija (Slika 12f) ukazalo je na sposobnost izolata da formira
biofilm i njegov potencijal kao bioinokulanta. Biofilmovi formirani od strane PGPR, koji strukturno
predstavljaju agregate mikrobnih ¢elija u matriksu egzopolisaharida, znacajno doprinose poboljSanju
plodnosti zemljista, snabdevanju biljaka nutrijentima, biokontroli, bioremadijaciji i smanjenju Stetnih
posledica povecanog saliniteta (Gupta et al., 2017). Formiranje mikrokolonija predstavlja pocetak
formiranja arhitekture biofilma, da bi se u kasnijoj fazi jasni oblici bakterijskih ¢elija izgubili (Gupta et
al., 2017). A. chroococcum F8/2 se odlikuje izrazitom produkcijom EPS (Tabela 12) koji stimuliSu
¢elijsku agregaciju. Ireverzibilnim vezivanjem za povrSinu korena formiraju se mostovi izmedu
bakterijskih ¢elija (Burdman et al., 2000). Proizvodnju egzopolisaharida od strane A. chroococcum
primenom SEM-a konstatovali su Velmourougane et al. (2017).

Soj B. megaterium 11/3 je kolonizovao povrSinu korena i korenskih dlac¢ica kod uljane repice
(Slika 13a, 13d) 1 pSenice (Slika 13b, 13c). Uoceno je da je pored vegetativne forme prisutan i veliki
broj spora (Slika 13e, 13f). Formiranje spora od strane inokulanta je klju¢ za njegovo odrzavanje i
ocuvanje PGP potencijala u nepovoljnim uslovima. I u slucaju B. megaterium 11/3, primenom SEM-a,
uoceno je vece prisustvo bakterijskih ¢elija u zoni oko korenskih dlacica (Slika 13b, 13c). B.
megaterium je izolovan kao endofitna bakterija biljaka iz familije Orchidaceae, Fabaceae, Cyperaceae
1 visSegodiSnjih leguminoznih biljaka (Wang et al., 2019; Lopez et al., 2018; Hwang, et al., 2020;
Dahmani et al., 2020).

Istrazivanja Massalha et al. (2017) su ukazala da je pocetna agregacija B. subtilis konstatovana
u zoni elongacije korena Arabidopsis sp. Ova agregacija je uoCena ve¢ 20 minuta nakon inokulacije,
Sto ukazuje da je ovaj proces prvenstveno voden hemotaksijom bakterija prema eksudatu na povrsini
korena. Cinjenica da se agregacija vidi u zoni elongacije korena sugeriSe na poveéano ludenje
specificnih jedinjenja iz ovog dela korena koja posreduju u privlacenju (Beauregard et al., 2013).
Metabolomi¢kom analizom eksudata korena identifikovano je nekoliko aminokiselina za koje se zna da
sluze kao hemoatraktanti za B. subtilis. Massalha et al. (2017) su posmatrali kolonizaciju korena
mikrofluidnom opremom s konfokalnom mikroskopijom za lasersko skeniranje i konstatovali su
akumulaciju B. subtilis neposredno iznad vrha korena ta¢no 30 minuta od inokulacije. Gustina bakterija
na istoj poziciji se znacajno povecala za pet puta tokom prvih 6 h od pocetka inokulacije. Pored
znacajnog nakupljanja bakterija u zoni elongacije, konstatovana je znacajna akumulaciju u donjim
delovima korena tokom kasnijih faza eksperimenata (nakon 4-5 h nakon inokulacije).
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20kV  X20,000 1pm

20kV  X30,000 0.5um

20KV X25,000 1pm . 20kV  X25,000 1pm

Slika 12: Povrsinska kolonizacija korena biljaka sa Azotobacter chroococcum F8/2 a) A. chroococcum
F8/2 na mestu izbijanja korenske dlacice kod pSenice (mesto izbijanja korenske dlaCice oznaceno je
crvenom strelicom b) A. chroococcum F 8/2 blizu mesta izbijanja korenske dlacice kod pSenice c) 4.
chroococcum F8/2 na povrSini korena kukuruza (¢elije bakterija su oznacene belom strelicom d)
pojedinacne celije A. chroococcum F8/2 na distalnom delu korena kukuruza e) povrSina korena
kukuruza bez formiranih mikrokolonija f) povrSina korena kukuruza sa mikrokolonijama A.
chroococcum F8/2.
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20kV  X15,000 a

20kV  X18,000 1pm 20kU 16,000  1pm

f
20l X33,000 0.5um 20V X4,500 Spm
Slika 13: Povrsinska kolonizacija korena biljaka sa Bacillus megaterium 11/3 a) B. megaterium 11/3 na
korenovoj dlacici uljane repice (¢elija bakterije oznacena je belom strelicom) b) B. megaterium 11/3 na
povrsini korenske dlaice pSenice ¢) B. megaterium 11/3 blizu mesta izbijanja korenskih dlacica kod
pSenice (¢elija bakterije je oznacena belom strelicom, mesta izbijanja korenskih dlacica oznacena su
crvenim strelicama) d) B. megaterium 11/3 na povrSini korena uljane repice blize vrhu e) spore B.
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megaterium 11/3 na korenu uljane repice (bela strelica pokazuje mesto koncentracije velikog broja
spora f) spore na korenu psenice (bele strelice oznacavaju spore).

Mikrografije dobijene primenom CLSM, gde je u cilju jasnije vizualizacije bakterijskih celija
primenjeno bojenje propidium jodidom (PI), potvrdile su sposobnost povrSinske kolonizacije korena
biljaka sa oba ispitivana soja. Klju¢na mesta kolonizacije su zona korenskih dlacica (Slika 14b, 14c;
Slika 15; Slika 16a, 16b) i1 korenska kapa (Slika 14a).

Slika 14: Mikrografija povrSinske kolonizacije korena pSenice sa Azotobacter chroococcum F8/2
(kanali PI fluorescencije 1 transmisioni kanal su spojeni u jednu sliku) a) mikrokolonije A.
chroococcum F8/2 na vrhu korenske kape (mikrokolonija je crveno obojena i oznaCena belom
strelicom; bar predstavlja 25 um) b) zive Celije 4. chroococcum F8/2 na i duz korenske dlake (Celije
bakterija su neobojene i oznacene belim strelicama; bar predstavlja 25 pm) c¢) zona korenskih dlacica i
A. chroococcum (Celije bakterija su neobojene i oznacene belom strelicom; bar predstavlja 25 um) d)
mikrokolonija 4. chroococcum F8/2 na povrsini distalnog dela korena (mikrokolonija je crveno
obojena i oznacena belom strelicom; bar predstavlja 25 um).
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Na mikrografijama dobijenim uz pomo¢ transmisionog detektora uocavaju se i neobojene, zive
bakterijske celije (Slike 14b, 14c 1 15¢). Medutim, CLSM nije potvrdena endofitna kolonizacija.
Razlog tome moze biti mala brojnost koja je potvrdena kvantitativno, primena PI koji boji samo mrtve
¢elije, dajuci predstavu o joS manjoj brojnosti, kao 1 nedostatak specificnog bojenja , npr. GFP (Kandel
et al., 2017).

Slika 15: Mikrografija korena pSenice inokulisanog sa Azotobacter chroococcum F8/2 a) povrSina
korena u zoni korenskih dlacica sa 4. chroococcum F8/2 (¢elije bakterija su oznacene belom strelicom i
crveno obojene; bar predstavlja 25 um) b) pojedinacne celije A. chroococcum F8/2 na povrsini blizu
vrha korena (Celije bakterija su crveno obojene; bar prestavlja 100 um) c) 4. chroococcum F8/2 duz
povrsine korenske dlacice (éelije bakterija su neobojene i oznacene belim strelicama; bar predstavlja 25

um).

Massalha et al. (2017) su proucavali kolonizaciju korena primenom mikrofluidne opreme u
kombinaciji sa CLSM i konstatovali da se brojnost bakterija povecala za pet puta tokom prvih Sest sati
nakon inokulacije. Pored znacajnog nakupljanja bakterija u zoni elongacije, konstatovana je znacajna
akumulacija u donjim delovima korena tokom kasnijih faza.
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Slika 16: Mikrografija povrSine korena biljaka inokulisanih sa Bacillus megaterium 11/3 a) B.
megaterium 11/3 na povrsini u zoni korenskih dlacica kod uljane repice (¢elije bakterija su crveno
obojene 1 oznacene belim strelicama; bar predstavlja 100 um) b) B. megaterium 11/3 u zoni korenskih
dlacica kod psenice(Celije bakterija su crveno obojene i oznacene belim strelicama; bar predstavlja 25
um) c) spore B. megaterium 11/3 na rizoplanu i korenskim dla¢icama pSenice (crvena strelica pokazuje
spore na rizoplanu, bela strelica pokazuje spore na povrsini korenskih dlacica, spore se vide kao tamno
obojene tackaste strukture; bar predstavlja 25 pm).

Sojevi 4. chroococcum F8/2 1 B. megaterium 11/3, koji su kori§¢eni u ovim istrazivanjima su
izolovani iz zemljiSta 1 predstavljaju tipicne zemljiSne bakterije koje mogu kolonizovati rizosferu i
pripadaju grupi PGPR. Rezultati ove studije su pokazali da odabrani izolati poseduju sposobriost da u
veéem ili manjem broju kolonizuju povrSinu i unutrasnja tkiva korena viSe biljnih vrsta (Grafik 1;
Graifik 2). Sa druge strane endofitne bakterije predstavljaju klasu specijalizovanih rizobakterija koje su
stekle sposobnost invazije korena biljaka nakon kolonizacije rizosfere (Compant et al., 2010). Proces
kolonizacije ukljucuje slozenu komunikaciju i obi¢no pocinje od korena i zahteva prepoznavanje
specifi¢nih jedinjenja u eksudatu korena od strane endofitnke bakterije (Rosenblueth and Martinez-
Romero, 2006). Biljke proizvode korenske eksudate za interakciju sa korisnim bakterijama za vlastitu
ekolosku prednost (Compant et al., 2005). Uoceno je da endofitne bakterije kolonizuju unutraSnjost
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biljke u nizu dogadaja slicnih kolonizaciji rizosfere od strane rizobakterija (Hallmann et al., 1997).
Medutim, endofitna kolonizacija zahteva vise razliCitih ekoloskih 1 genetskih faktora koji omogucavaju
bakteriji da ude u endosferu biljke (Compant et al., 2010). Posebno vaznim mehanizmom u izboru
specificnih endofita smatra se selektivni odbrambeni odgovor biljaka.

Sposobnost biljaka i mikroorganizama da saraduju u kori$¢enju zemljiSnih resursa je osnova
zivota u kopnenim ekosistemima. U modernim sistemima poljoprivredne proizvodnje, gde su prirodne
interakcije izmedu biljaka i mikroba uglavnom zamenjene uno$enjem mineralnog dubriva, smatra se da
su usevi mozda izgubili sposobnost odrzavanja raznolikog mikrobioma (Pérez-Jaramillo et al., 2016)
zbog Cega je odrzivost sistema opala. Shodno tome, razumevanje interakcija biljnih mikrobioma
postalo je glavni fokus istrazivanja. Tehnoloski razvoj je uveliko prosirio znanje o mikrobnom sastavu
zemljiSta, metabolomika detaljno opisuje hemijski sastav rizodepozita, a transkriptomika i proteomika
za proucavanje PGPR 1 ekspresije biljnih gena opisuje ogromnu sloZenost mikrobnih zajednica
povezanih s biljkama (Widder et al., 2016.). ZemljiSte kao staniSte, medutim, neverovatno je dinami¢na
1 strukturno slozeno kao i1 ponaSanje mikroba koji naseljavaju strukture zemljiSta i1 rizosferu, a
dosadasnji pristupi nisu uspeli da pruze potpuno razumevanje mikrobne dinamike, prvenstveno zbog
metodoloskih ogranicenja. Jedan od pristupa, koji daje nadu ka boljem razumevanju interakcije koren-
bakterije 1 modulacije bakterijskih zajednica koje kolonizuju povrsinu korena je primena mikrofluid
uredaja koji omogucava direktno snimanje interakcija koren-bakterije u realnom vremenu (Massalha et
al., 2019). Takode, jedna od alternativa je razvoj 3D Zive mikroskopije u rizosferi, bez remecenja
fizickih uslova za Zivot biljaka 1 mikrooganizama (Liu, et al.,2021). Ovi rezultati ukazuju da
mikroskopija zivih sistema u zivotnoj sredini predstavljaju neprocenjivo sredstvo za razumevanje
interakcije izmedu biljaka 1 mikroba.

Rezultati dobijeni tokom ovih istrazivanja u laboratorijskim, kontrolisanim uslovima mogu
ukazati na pravac daljih istraZzivanja koji ¢e doprineti boljem upoznavanju sloZenih biljno-mikrobnih
interakcija. Mikroskopska pomo¢ u promatranju mikroorganizama u njihovom prirodnom stanistu
doprinece sticanju klju¢nih znanja o njihovom odnosu s biljkama. Modernoj zemljisSnoj mikrobiologiji
nedostaju efikasne metode za detekciju PGPR 1 bez alata i tehnika ne mozemo razumeti slozene biljno-
mikrobne interakcije. Ovo je glavno usko grlo u koris¢enju mikrobne inokulacije u rizosfernom
inzinjeringu (Romano et al., 2020). Sto budemo imali vise fundamentalnih znanja o PGPR i njihovim
interakcijama sa biljkama, verovatno ¢emo efikasnije koristiti ove bakterije u odrzivoj poljoprivredi.

U ovoj disertaciji je pokazano da je uspesna kolonizacija 4. chroococcum F8/2, pored uticaja na
% germinacije 1 vigor semena, uticala 1 na morfoloSke parametare korenova u ranoj fazi rasta. Promene
morfoloskih parametara korena kukuruza ispoljile su se kroz povecanje ukupne duzine, povrSine,
volumena 1 pre¢nika za 29%, 72%, 147% 1 45% u odnosu na kontrolu (Tabela 17) i verovatno su
posledica prisustva A. chroococcum F8/2 na i u korenu (Slika 12¢, 12d 12f).

B. megaterium 11/3 je uticao na povecanje duzine, povrSine i volumena korena kod razlicitih
biljnih vrsta (Tabela 18). Imajuci u vidu da ovaj bakterijski soj ne proizvodi IAA (Tabela 12) dobijeni
rezultati sugeriSu da su promene u morfologiji korena od strane B. megaterium 11/3 rezultat drugih
mehanizama. Loépez-Bucio et al. (2007) ukazuju da promene u arhitekturi korena od strane B.
megaterium uklju¢uju mehanizme nezavisne od auksina i etilena. Kod pSenice povecanje ukupne
duzine korena iznosilo je 39%, povrsine 78% 1 ukupnog volumena 59% (Tabela 18) §to je verovatno
rezultat endofitne kolonizacije konstatovane metodom razredenja i prisustva ¢elija B. megaterium 11/3
na i u povrsini korena (Slika 13b, 13c¢, 13f).
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6. ZAKLJUCAK

Na osnovu eksperimentalnih rezultata moguce je izvesti sledece zakljucke:

1.

Primenom molekularne identifikacije potvrdeno je da izolat F8/2 pripada vrsti Azotobacter
chroococcum, na osnovu sekvence 16S rRNK gena kao i nif sekvence. Takode, dobijena sekvenca
16S rRNK izolata 11/3 je potvrdila pripadnost izolata vrsti Bacilllus megaterium.

A. chroococcum F8/2 je pokazao rast u temperaturnom rasponu od 15-40 °C, pH 5,5-9,5 1 pri
koncentraciji NaCl od 3-5%. Rast B. megaterium 11/3 je konststovan pri temperaturnom rasponu
od 10-45 °C i pH vrednosti od 4,5-10 i koncentraciji NaCl od 3-7%. Sirok opseg ekologkih faktora
unutar kojih mogu da opstanu PGPR daje komperativnu prednost za opstanak u rizosferi u odnosu
na mikoorganizme koji ne mogu da podnesu oscilacije ekoloskih faktora. Dobijeni rezultati ukazuju
da oba soja, posebno B. megaterium 11/3, mogu preziveti variranje temperature, pH i sadrzaja
NaCl u rizosferi 1 zemljiStu. Pored toga, od znacaja za moguénost primene i komercijalizacije A.
chroococcum F8/2 1 B. megaterium 11/3 je njihova sposobnost prezivljavanja nepovoljnih uslova
poput nedostatka nutrijenata, suSe ili visoke koncentracije hemikalija. Oba soja se odlikuju
sposobnos¢u prezivljavanja nepovoljnih uslova, 4. chroococcum F8/2 formiranjem cisti, dok B.
megaterium 11/3 ima sposobnost formiranja rezistentnih endospora.

A. chroococcum F8/2 1 B. megterium 11/3 se odlikuju visokom enzimskom aktivnos¢u i produkuju:
alkalnu fosfatazu, esterazu, esterazu lipaze, leucin arilamidazu, tripsin, kiselu fosfatazu, naftol-AS-
BI fosfohidrolaza, a-galaktozidaza i o-glukozidazu. Pored ovih enzima B. megterium 11/3
produkuje 1 cistein arilamidaza, o-himotripsin, B-galaktozidaza i1 B-glukozidaza. Zahvaljujuc¢i
izuzetnoj enzimskoj aktivnosti oba soja aktivno ucestvuju u procesu kruzenja nutrijenata, kao $to su
azot 1 fosfor 1 tako doprinose ishrani biljaka ovim nutrijentima i predstavljaju veliki potencijal
primene kao biofertilizatori.

Na osnovu ispitanih direktnih i1 indirektnih mehanizma koji stimulativno utiCu na rast biljaka,
konstatovano je da A. chroococcum F8/2 sintetiSe IAA (10 pg/ml), ima sposobnost koris¢enja
ACC, produkuje siderofore (2,00 @ cm) 1 NHj3, solubilizuje K (SI 3,00), produkuje
egzopolisaharide i ispoljava antagonisticku aktivnost prema Fusarium oxysporum (56,66%) i
Botrytis cinerea (66,67%). Na osnovu ovih karakteristika A. chroococcum F8/2 pripada grupi
PGPR.

Na osnovu ispitanih direktnih i indirektnih mehanizma koji stimulativno utiCu na rast biljaka,
konstatovano je da B. megaterium 11/3 solubilizuje P (SI 1,1) i Zn (SI 1,5), produkuje NH3, kao 1
egzopolisaharide. Ove karakteristike omogucavaju da se B. megaterium 11/3 svrsta u grupu PGPR.

Zajednicka karakteristika A4. chroococcum F8/2 1 B. megaterium 11/3, koja dodatno, omogucava
svrstavanje u u grupu PGPR je produkcija bioaktivnih VOC. Izmedu ispitivanih sojeva uocena je
razlika u produkciji bioaktivnih VOC.

Rezultati hromatografije isparljive smeSe metabolisane od strane B. megaterium 11/3 ukazali su da
sastav medijuma na kojima se bakterije gaje utiCe na produkciju isparljiih jedinjenja. Gajenjem B.
megaterium 11/3 u nutritivno bogatom medijumu rezultiralo je produkcijom dva jedinjenja koja
nisu bila prisutna u isparljivim smeSama kontrole, izoamil alkohol (2,20%) i1 3-methyl-2-pentanon
(0,47%).
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8.

Imajuéi u vidu nedostatak literaturnih podataka o metabolisanim VOC od strane roda Azotobacter,
ova istraZivanja imaju poseban znacaj. Istrazivanje je pokazalo da se 4. chroococcum F8/2 odlikuje
znacajnom produkcijom VOC-a. Analizom je utvrdeno da su u smesi gasovitih metabolita bili
dominantni alkoholi. Procentualno najzastupljeniji je bio etanol (46,67%), za koji je poznato da je
znacajan u biokontroli, ali 1 poboljSanju germinacije. Takode, etanol je uglavnom meduproizvod
koji sluzi kao prekursor za sintezu drugih isparljivih bioaktivnih organskih metabolita.
Konstatovano je i prisustvo acetoina (3-hidroksi-2-butanon) i njegova oksidovana forma 2,3-
butandion koji iako su prisutani u smesi u maloj koncentraciji od samo 0,93% (acetoin) 1 0,56%
(2,3-butandion) mogu imati stimulativni efeka, jer je poznato da upravo male koncentracije VOC-a
imaju bioaktivni uticaj na biljku.

Ispitivanjem uticaja tretmana sa A. chroococcum F8/2 1 B. megaterium 11/3 na parametre
germinacije kod razli¢itih biljnih vrsta (slacica (Sinapsis alba L.), bosiljak (Ocimum basilicum L.),
pSenica (Triticum aesativum L.), kinoa (Chenopodium quinoa Willd.), kukuruz Secerac (Zea mays
convar. saccharata), uljana repica (Brassica napus L.), SeCerna repa (Beta vulgaris L.), soja
(Glycine max L.), paradajz (Solanum lycopersicum L.) 1 krastavac (Cucumis sativus L.))
konstatovani su stimulativni i inhibitorni efekti, a kod nekih nije konstatovana razlika u odnosu na
kontrolni tretman. Razlike su uocene u odnosu na primenjeni soj, parametre germinacije i biljnu
vrstu.

10. A. chroococcum F8/2 je uticao na povecanje ukupno 43 od 70 parametara (10 biljnih vrsta x 7

11.

parametara germinacije), od Cega su 21 vrednosti statisticki znacajne. Pri inokulaciji sa B.
megaterium 11/3 povecanje vrednost je konststovano kod 34 od cega je statisticki znacajno
povecanje kod 14. Statisticki znacajno smanjenje pri inokulaciji sa 4. chroococcum F8/2 je
konstatovano samo na jednom parametru, FGP kod Seéerne repe, dok je pri inokulaciji sa B.
megaterium 11/3 konststovano statisticki znacajno smanjenje 8 vrednosti (bosiljak: vigor I i duzina
klijanaca, pSenica: GI; kukuruz: MGT; uljana repica: duzina klijanaca; Secerna repa: vigor II; soja:
FGP; krastavac: duzina klijanaca).

Ispitivani sojevi A. chroococcum F8/2 i B. megaterium 11/3 su razliCito uticali na parametre
germinacije kod testiranih biljnih vrsta, Sto ukazuje na izuzetnu kompleksnost procesa i1 uticaj
brojnih faktora. Medutim, moZze se konstatovati da su vrednosti parametra vigor I, primenom oba
soja povecane kod svih biljnih vrsta, izuzev kod bosiljka. Inokulacijom semena 4. chroococcum
F8/2 konststovano je povecanje vigora od 91% kod Secerne repe, 68% kod kukuruza, uljane repice
52%, kinoe 45%, paradajza 36%, slacice 33%, 1 soje 23%. Pri inokulaciji sa B. megaterium 11/3
povecanje je iznosilo kod slacice 33%, krastavca 32% 1 28% kod kukuruza. Kako se vigorom moze
okarakterisati sveobuhvatni potencijal semena na osnovu koga se moze dati pretpostavka uspesnog
daljeg razvoja biljke moze se zakljuciti da se mikrobioloSkom inokulacijom semena primenom oba
soja moze uticati na uspeSan dalji rast biljaka.

12. A. chroococcum F 8/2 je kod svih ispitivanih biljaka uticao na povecanje germinacije i rast

klijanaca 1 statisticki znacajno povecanje vrednosti viSe od jednog parametara klijavosti
konststovano je kod soje, kinoe i1 paradajza. B. megaterium 11/3 je kod kukuruza doveo do
statisticki znacajnog povecanja GI, vigor I, vigor II i suve mase klijanaca i moze se smatrati
znacajnim potencijalom za primenu u bioprajmingu pri proizvodnji ove vazne ratarske kulture.
Istovremeno ova istrazivanja ukazala su na potrebu za daljim proucavanjem kako bi se procenili
faktori koji mogu uticati na komunikaciju izmedu sorte biljaka i PGPR-a i na identifikaciju nacina
za poboljSanje efikasnosti interakcijskih odnosa soj-sorta.
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13.

14.

15.

16.

Uticaj statickog magnetnog polja (SMP) jacine 90mT na semena inokulisana 4. chroococcum F8/2
1 B. megaterium 11/3 je zavisio od vremena izlaganja, biljne vrste kao i parametara germinacije.
Izlaganje inokulisanih (4. chroococcum F8/2) semena bosiljka SMP jacine 90 mT u trajanju od 15
min 1 Secerne repe u trajanju od 5 min uticalo je na povecanje procenta germinacije za 41% 1 56%, a
povecanje GI od 85% utvrdeno je kod bosiljka nakon izlaganja inokulisanih semena SMP 15 min.
Kod kinoe, paradajza i pSenice SMP 90 mT i vreme ekspozicije od 15 min inhibitorno je delovalo
na FGP i smanjenja su iznosila 31%, 13% 1 10%. Tretman SMP i B. megaterium 11/3 uticao je na
povecanje germinaciju pSenice 1 Secerne repe kod koje je pored povecanja FGP, povecan GI za 75%
Sto je bilo najvece postignuto povecanje od svih posmatranih parametara. NajizraZeniji inhibitorni
efekat zabeleZen je kod uljane repice. Kombinovana primena mikrobioloskog tretmana semena 1
SMP je kod nekih biljnih vrsta dovela do povecanja parametara germinacije, ali je zabelezen i
inhibitorni uticaj npr. kod kinoe i1 uljane repice. Dobijeni rezultati ukazuju na specifi¢nost
ispitivanih interakcija i potrebu detaljnih istrazivanja i razmatranja potencijalne primene SMP.

Inokulacija sa 4. chroococcum F8/2 1 B. megaterium 11/3 je uticala na promenu morfoloSkih
parametara korena u ranoj fazi rasta biljaka. Inokulacija sa 4. chroococcum F8/2 uticala je na
znacajnog povecanja duzine korena slafice od 47% 1 kukuruza od 29%, povecanje volumena
korena pSenice i kukuruza za 227% i 147%, suve mase korena kukuruza od 58%. Bioprajming sa B.
megaterium 11/3 povecao je duzinu korena krastavca 1 pSenice za 55% 1 39% 1 volumen za 91% 1
78%. Uticao je na povecanje suve mase korena uljane repice za 86% i suve mase korena slaCice za
62%. Bez obzira na uocene razlike izmedu ispitivanih sojeva, rezultati ovih istraZivanja su pokazali
da inokulacija izabranim sojevima predstavlja moguénost za stimulaciju rasta i razvoja korena
pojedinih biljnih vrsta. Dobar rast 1 razvoj korenovog sistema je od izuzetne vaznosti za ishranu i
zdravstveni status biljaka. Stimulativni efekti na rast korena mogu se povezati sa produkcijom [AA,
ali 1 drugih metabolita, kao $to su bioaktivni VOC.

Inokulacija A. chroococcum F8/2 Secerne repe je uticala i na mikromorfoloske strukture provodnog
tkiva korena koje su od vitalnog znacaja za nutritivni status biljke. MoZe se pretpostaviti da je
sintetizovana IAA od strane A. chroococcum F8/2 uticala stimulativno na deobu celija i
diferencijaciju ksilema inokulisanih biljaka. Na ovaj nacin inokulacija sa A. chroococcum F8/2
povecava dostupnost nutrijenata ali i njihov transport u nadzemni deo biljke. Ova istrazivanja
predstavljaju prva mikromorfoloska ispitivanju ranog rasta korena Secerne repe inokulisanog sa
rodom Azotobacter.

Inokulacija sa A. chroococcum F8/2 uticala je na znacajno povecanje suve mase korena kukuruza
(58%), uljane repice (40%) i slacice (25%), dok povecanje nije zabelezeno kod psenice, kinoe, soje,
paradajza, krastavca. 4. chroococum F8/2 je stimulativno uticao na biomase nadzemnog dela
kukuruza, pSenice, paradajza i kinoe povecavsi je za 13%, 19%, 31% 1 45%. Kukuruz je jedina
inokulisana biljka kod koje je inokulacija dovela do povecanja celokupne biomase biljke i to za
40%. Inokulacija soje i krastavca nije uticala na produkciju biomase. Inokulacija sa B. megaterium
11/3 je uticala na znacajno povecanje suve mase korena kukuruza (50%), slacice (62%) 1 uljane
repice (86%). Tretman nije stimulisao produkciju biomase kod pSenice i krastavca. Suva biomasa
nadzemnog dela je znacajno uvecana inokulacijom slacice, kukuruza i uljane repice, ali 1 pSenice
rezultiraju¢i poveéanjima od 117%, 58%, 29% i1 16%. Inokulacija krastavca nije imala efekat na
produkciju biomase. Oba soja dovela su do povecanja produkcije biomase slacice 1 efekti
inokulacije sa B. megaterium 11/3 iznose 106%.
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17.

18.

19.

20.

Oba soja su pokazala sposobnost povSinske i endofitne kolonizacije $to je osnovni uslov za dalje
PGP delovanje u rizosferi. Pri inokulaciji se 4. chroococcum F8/2 stepen povrSinske kolonizacije
kretao u intervalu od = 6,27 x 107 CFU/g sveze mase korena (slacica) do =~ 2,4 x 10'° CFU/g sveze
mase korena (uljana repica). B. megaterium 11/3 je pokazao nizi stepen povrSinske kolonizacije 1
kretao se u intervalu od = 2,5 x 10° CFU/g kod krastavca do = 4,2 x 10® CFU/g sveZe mase korena
kod slacice. Rezultati su pokazali da u interakciji biljka-PGPR postoji ve¢i medusobni afinitet kada
je u pitanju inokulacija sa A. chroocoocum F8/2 u odnosu na B. megatrium 11/3. Takode, uocena je
razlika u stepenu kolonizacije izmedu soja 1 biljnih vrsta. Tako je brojnost 4. chroococcum F8/2 je
znatno viSa na/u korenu uljane repice, u odnosu na koren slacice. Za razliku od A. chroococcum
F8/2, B. megaterium 11/3 je na korenu slacice imao najveci stepen kolonizacije (4,2 x 108 CFU/g).
Stepen endofitne kolonizacije sa 4. chroococcum F8/2 kretao se od = 1,6 x 10! CFU/g kod soje do
~ 1,17 x 10° CFU/g sveze mase korena kod paradajza. B. megaterium 11/3 je endofitno kolonizovao
koren krastavca (= 1,6 x 10" CFU/g) a najvise = 3,6 x 10* CFU/g koren p3enice.

Primenom SEM-a uocCeno je vece prisustvo A. chroococcum F8/2 i B. megaterium 11/3 na
korenskim dlac¢icama, mestima izbijanja i zoni oko korenskih dlacica $to je od izuzetnog znacaja
posebno kada se ima u vidu da je zona korenskih dla¢ica mesto najintenzivnije razmene
metaboli¢kih produkata biljke i mikooroganizma, ali i ulazno mesto endofita. Formiranje
mikrokolonija 4. chroococcum F8/2 na povrsini korena kukuruza u zoni korenskih dlacica je od
izuzetne vaznosti za ishranu biljaka i snabdevanje azotom. Soj B. megaterium 11/3 je kolonizovao
povrsinu korena i korenskih dlacica kod uljane repice i pSenice, ali je uoCeno da je pored
vegetativne forme prisutan i veliki broj spora. Formiranje spora je znacajno za odrZavanje i
ocuvanje PGP potencijala u nepovoljnim uslovima.

Mikrografije dobijene primenom CLSM, potvrdile su sposobnost povrsinske kolonizacije korena
biljaka sa oba ispitivana soja. Klju¢na mesta kolonizacije su zona korenskih dlacica 1 korenska
kapa. Bojenjem propidium jodidom dolazi do izrazito jasnog signala i potvrde prisustva mrtvih
bakterijskih ¢elija, medutim, uocavaju se i neobojene bakterijske Celije Sto ukazuje na njihov
fizioloski status (zZive celije). Azotobacer chroococcum F8/2 1 Bacillus megaterium 11/3, nisu
izolovane iz endosfere, ve¢ iz zemljista, ali dobijeni rezultati potvrduju sposobnost ovih sojeva da
kolonizuju rizosferu i pripadaju grupi rizobakterija. Ova istrazivanja, obavljena u laboratorijskim,
kontrolisanim uslovima mogu ukazati na pravac daljih istrazivanja koji ¢e doprineti boljem
upoznavanju slozenih  biljno-mikrobnih interakcija. Mikroskopske metode posmatranja
mikroorganizama u njihovom prirodnom stanistu doprinece sticanju klju¢nih znanja o njithovom
odnosu s biljkama. Modernoj zemljisnoj mikrobiologiji nedostaju efikasne metode za detekciju
PGPB i bez alata 1 tehnika ne mozemo razumeti slozene biljno-mikrobne interakcije.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se konstatovati da je primena sojeva A. chroocoocum F8/2 1 B.
megaterium 11/3, koji pripadaju grupi PGPR, u tretmanu semena od izuzetnog znacaja za
stimulaciju germinacije, formiranje zdravih dobro razvijenih klijanaca i podrZavanja rane faze
rasta. Uspostavljanje slozenih interakcijskih odnosa izmedu biljaka i PGPR u najranijim fazama je
klju¢no za postizanje dobrog i stabilnog prinosa u odrzivoj poljoprivrednoj proizvodnji.

Rezultati istrazivanja u okviru ove disertacije su pokazali da A. chroocoocum F8/2 1 B.

megatrium 11/3, predstavljaju znaCajne alate koji mogu postati deo zelene tehnologije doprinoseci
smanjenju primene agrohemikalija uz istovremeno poboljSanje strukture, plodnosti zemljista i kvaliteta
zivotne sredine. Istovremeno ova istrazivanja su otvorila brojne mogucénosti za dalja nau¢na ispitivanja
o sloZenim biljno-mikrobnim interakcijama.
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8. PRILOZI

8.1. Hromatografski prikaz pikova identifikovanih organskih isparljivih jedinjenja metabolisanih od
strane 4. chroococcum F8/2
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Grafik 3. Hromatografski prikaz pikova identifikovanih organskih isparljivih jedinjenja metabolisanih

od strane A. chroococcum F8/2: a) inokulisan medijum po Fjodorovu b) kontrola-neinokulisan
medijum po Fjodorovu
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8.2. Hromatografski prikaz pikova identifikovanih organskih isparljivih jedinjenja metabolisanih od
strane Bacillus megaterium 11/3
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Grafik 4. Hromatografski prikaz pikova identifikovanih organskih isparljivih jedinjenja metabolisanih
od strane Bacillus megaterium 11/3: a) inokulisan TSB medijum; b) kontrola-neinokulisan TSB; c)
inokulisan zemljisni ekstrakt; d) kontrola-neinokulisan zemljiSni ekstrakt
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