
 

 
 

UNIVERZITET U BEOGRADU 

BIOLOŠKI FAKULTET 

 

 

 

 

 

Magdalena M. Knežević 

Diverzitet bakterija izolovanih iz korenskih 

kvržica lucerke (Medicago sativa L.) i žutog 

zvezdana (Lotus corniculatus L.) i njihov potencijal 

za poboljšanje rasta biljaka 

Doktorska disertacija 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Beograd, 2022. 



 

 
 

UNIVERSITY OF BELGRADE 

FACULTY OF BIOLOGY 

 

 

 

 

 

Magdalena M. Knežević 

Diversity of bacteria isolated from root nodules of 

alfalfa (Medicago sativa L.) and bird´s-foot trefoil 

(Lotus corniculatus L.) and their potential in plant 

growth promotion 

Doctoral Dissertation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Belgrade, 2022 



 

 
 

MENTORI I ČLANOVI KOMISIJE 

 

 

Mentori: 

       

       dr Olivera Stajković-Srbinović, viši naučni saradnik 

 Institut za zemljište 

 

     dr Tanja Berić, redovni profesor 

                       Univerzitet u Beogradu - Biološki fakultet 

 

 

Članovi komisije: 

      

      dr Dušica Delić, naučni savetnik 

Instutut za zemljište 

     

        

         dr Slaviša Stanković, redovni profesor 

   Univerzitet u Beogradu - Biološki fakultet 

 

         

     dr Ivan Nikolić, naučni saradnik 

  Univerzitet u Beogradu - Biološki fakultet 

 

 

 

 

 

Datum odbrane:___________________ 



 

 
 

Zahvalnica 

Eksperimentalni deo ove doktorske disertacije je urađen na Institutu za zemlјište, Odseku za 

mikrobiologiju. Istraživanja u okviru ove doktorske disertacije su sprovedena zahvaljujući 

finasiranju od strane Ministratsva prosvete, nauke i tehnološkog razvoja Republike Srbije u okviru 

Ugovora o realizaciji i finansiranju naučno-istraživačkog rada NIO u 2020, 2021, i 2022. godini (br. 

ugovora 451-03-68/2022-14/200011; 451-03-9/2021-14/200011; 451-03-68/2020-14/200011)., kao 

i u okviru projekata „Proučavanje uticaja kvaliteta zemlјišta i voda za navodnjavanje na efikasniju 

proizvodnju polјoprivrednih kultura i očuvanje životne sredine“ i „Molekularna karakterizacija 

bakterija iz rodova Bacillus i Pseudomonas kao potencijalnih agenasa za biološku kontrolu“.  

 

Ovom prilikom želim da se zahvalim: 

 

Dr Oliveri Stajković-Srbinović, višem naučnom saradniku Instituta za zemljište, na 

praktičnom i teorijskom znanju koje mi je prenela tokom zajedničkog rada u laboratoriji i tokom 

pisanja naučnih radova i ove disertacije. Zahvaljujem za sve korisne savete, ukazano poverenje, 

odličnu saradnju i podršku tokom eksperimentalnog i teorijskog dela izrade ove disertacije.  

Prof. dr Tanji Berić, redovnom profesoru Biološkog fakulteta, Univerziteta u Beogradu, za 

ukazano poverenje, korisne savete i sugestije tokom pisanja naučnih radova i same disertacije. 

Zahvaljujem na lepoj saradnji, podršci, izdovojenom vremenu i uloženom trudu. 

Prof. dr Slaviši Stankoviću, redovnom profesoru Biološkog fakulteta, Univerziteta u 

Beogradu, za uvođenje u naučno-istraživački rad još od master studija, a naročito što je  od početka 

prepoznao moj trud i pružio mi mogućnost za bavljenjem naučno-istraživačkim radom. Zahvaljujem 

za preneto znanje, sve stručne i korisne savete, sadržajnu saradnju i kritičku ocenu doktorske 

disertacije.  

Dr Dušici Delić, naučnom savetniku Instituta za zemljište, za ukazanu priliku da budem deo 

tima Odseka za mikrobiologiju, na nesebično podeljenom iskustvu i prenetom znanju, korisnim 

savetima i kritičkoj oceni doktorske disertacije. 

  Dr Ivanu Nikoliću, naučnom saradniku Biološkog fakulteta, Univerziteta u Beogradu, za 

pomoć pri obradi rezultata i za korisne savete prilikom finalizacije ove disertacije.  

 Zahvalnost dugujem i dr Snežani Anđelković, višem naučnom saradniku Instituta za krmno 

bilje u Kruševcu, na saradnji i tome što je omogućila realizaciju ogleda u polju.  

Hvala svim kolegama iz Instituta za zemljište na kolegijalnosti i prijateljskoj atmosferi. 

Posebnu zahvalnost dugujem dr Aneti Buntić, naučnom saradniku Insituta za zemljište, na odličnoj 

saradnji tokom rada u laboratoriji, naučnim diskusijama i prijateljskom odnosu tokom svakodnevnog 

rada u kancelariji. Hvala i kolegama sa Odseka za agrohemiju Instituta za zemljište, Marini Jovković 

i Zoranu Diniću na pomoći prilikom izvođenja hemijskih analiza. Želim da se zahvalim i svim 

profesorima i mladim saradnicima Katedre za mikrobiologiju Biološkog fakulteta na kolegijalnosti i 

profesionalnom odnosu.  

Zahvaljujem se mojoj porodici, Ikonićima i Marinčevićima na bezuslovnoj ljubavi, podršci i 

razumevanju koje mi svakodnevno pružaju. Hvala mom Zoranu na ljubavi, podršci i tome što uvek 

veruje u mene, a posebno kada je najpotrebnije.   

 

 

 

 

 

 

 

Ovaj rad posvećujem mojim roditeljima Biljani i Milivoju 



 

 
 

Diverzitet bakterija izolovanih iz korenskih kvržica lucerke (Medicago sativa L.) i žutog 

zvezdana (Lotus corniculatus L.) i njihov potencijal za poboljšanje rasta biljaka 

Sažetak 

Korenske kvržice leguminoza su bitan izvor bakterija koje mogu da poboljšavaju rast biljaka. U ovom 

istraživanju izolovano je ukupno 152 bakterijska izolata iz korenskih kvržica lucerke (Medicago 

sativa L.) i žutog zvezdana (Lotus corniculatus L.), od čega je 14% izolata iz lucerke i 23% iz 

zvezdana imalo sposobnost nodulacije iste biljne vrste pri reinokulaciji. Veći procenat izolata 

poreklom iz korenskih kvržica lucerke pokazao je sposobnost produkcije siderofora, dok je 

solubilizacija fosfata i produkcija indol sirćetne kiseline bila zastupljenija kod izolata iz 

zvezdana. Antifungalno dejstvo je pokazalo 17 izolata, pri čemu se izolat B. mojavensis L3 izdvojio 

kao najefikasniji protiv ispitivanih vrsta roda Fusarium. Genetička karakterizacija izolata je pokazala 

da nerizobijalni izolati iz obe biljne vrste većinom pripadaju rodu Bacillus. Rizobijalni izolati iz 

lucerke pripadali su rodu Sinorhizobium (Ensifer), a iz zvezdana rodu Mesorhizobium. Ogledi u 

saksijama pokazali su da izolati Mesorhizobium sp. (U1C, 754 i 631oz) tolerantni na pH 5 utiču 

na povećanje prinosa zvezdana u kiselom zemljištu, uz optimalni sadržaj mikro- i makroelemenata u 

biljnoj biomasi. Izolati B. megaterium DZK1BH i Mesorhizobium sp. 631oz su imali pozitivan uticaj 

na rast žutog zvezdana, ježevice i njihove smeše, takođe u kiselom zemljištu. U poljskom 

ogledu, sojevi S. meliloti L4 i B. megaterium DLK2Eh pozitivno su uticali na prinos lucerke, ježevice 

i njihove smeše u zemljištu sa povećanom koncentracijom teških metala (Ni, Cr i Pb). Istraživanje 

diverziteta bakterija iz korenskih kvržica žutog zvezdana i lucerke na teritoriji Srbije ukazalo je na 

postojanje autohtonih sojeva sa dobrim potencijalom za poboljšanje rasta biljaka, naročito u 

zemljištima niske produktivnosti. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ključne reči: Korenske kvržice, Medicago sativa L., Lotus corniculatus L., promocija rasta biljaka, 
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Diversity of bacteria isolated from root nodules of alfalfa (Medicago sativa L.) and bird´s-foot 

trefoil (Lotus corniculatus L.) and their potential in plant growth promotion 

Abstract  

Root nodules of legume plants are an important source of bacteria that can improve plant growth. In 

this research, 152 bacterial isolates were obtained from root nodules of alfalfa (Medicago sativa L.) 

and bird´s-foot trefoil (Lotus corniculatus L.) and 14% of alfalfa and 23% of bird´s-foot trefoil 

isolates nodulated appropriate plants during reinoculation. The higher percentage of alfalfa isolates 

produced siderophores, while the ability to solubilise phosphates and to produce indole acetic acid 

was prevalently represented in bird´s-foot trefoil isolates. Antifungal activity was recorded for 17 

isolates, with isolate B. mojavensis L3 as the most effective against examined Fusarium species. 

Genetic characterization of isolates showed that non-rhizobial isolates from both plant species mostly 

belong to the Bacillus genus. Rhizobial isolates from alfalfa belonged to the Sinorhizobium (Ensifer) 

and from bird´s-foot trefoil to Mesorhizobium genus. Pot experiments showed that Mesorhizobium 

sp. isolates (U1C, 754 and 631oz), tolerant to pH 5, increased the yield of bird´s-foot trefoil in acid 

soil, with the optimal content of micro- and macroelements in plant biomass. Isolates B. megaterium 

DZK1BH and Mesorhizobium sp. 631oz positively affected the growth of bird´s-foot trefoil, 

orchardgrass and their mixture, also in acid soil. A field experiment showed the positive effect of 

isolates S. meliloti L4 and B. megaterium DLK2Eh on the yield of alfalfa, orchardgrass and their 

mixture in soil with increased concentration of heavy metals (Ni, Cr and Pb). Research of bacterial 

diversity within the root nodules of bird´s-foot trefoil and alfalfa in Serbia indicated the presence of 

autochthonous strains with good potential for improving plant growth, especially in soils of low 

productive characteristics. 
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1. UVOD 

1.1. Leguminozne biljke 

Leguminozne biljke ili leguminoze (familija Fabaceae) su od velikog ekonomskog i 

ekološkog značaja, a pripada im oko 5% svih poznatih biljnih vrsta. Familija Fabaceae obuhvata oko 

700 rodova sa preko 20.000 vrsta rasprostranjenih širom sveta, od kojih se mnoge koriste za ljudsku 

i stočnu ishranu, ili kao lekovite i ukrasne biljke (Hasanuzzaman et al., 2020). Posle trava (familija 

Poaceae), leguminoze su jedna od najvažnijih biljnih grupa za ljudsku ishranu, kao što su soja, 

kikiriki, grašak, pasulj i drugo, zbog visokog sadržaja proteina,. Osim toga, ove biljke se najviše 

koriste za stočnu ishranu i smatraju se neophodnim za održavanje zdravlja životinja, kao i kvaliteta 

životinjskog mesa i mleka (FAO, 2016).  

Neke od najznačajnijih vrsta leguminoza koje se koriste za stočnu ishranu pripadaju rodovima 

Lotus i Medicago (Ovalle et al., 2015) (Slika 1). Takođe, ove biljne vrste često se uzgajaju u 

mešavinama sa travama kao što je Dactyilis glomerata L., Bromus biebersteinii L., Poa pratensis L., 

Festuca arundinacea L. i Lolium perenne L., radi povećanja profitabilnost i održivosti sistema ispaše 

(Sanderson et al., 2005). Prisustvo korova u smešama značajno je manje u odnosu na samostalne 

useve leguminoza i trava, zbog većeg potencijala za kompeticiju sa korovskim biljkama (Sanderson 

et al., 2013). Ježevica (Dactylis glomerata L.) je višegodišnja trava koja u smešama sa leguminozama 

predstavlja poželjnu alternativu za visoki vijuk (Festuca arundinacea L.), zbog manje 

kompetitivnosti prema leguminozama. Smanjena kompetitivnost ove trave omogućava njeno uspešno 

gajenje na našem području u smešama sa leguminozama, pre svega lucerkom (Ćupina et al., 2014). 

Zbog svoje povoljne strukture, veoma je pogodna za ishranu stoke u vidu sena, kako u samostalnoj 

formi, tako i u mešavini sa lucerkom (Aiken et al., 2020). Ova trava može da raste i na zemljištima 

niske plodnosti, ali vrhunac svog proizvodnog potencijala dostiže na zemljištima koja su bogata 

azotom. U odnosu na trave sličnih upotrebnih vrednosti, formiranje useva ježevice je najlakše 

ostvarivo (Casler et al., 2019).  

Slika 1. Biljke žutog zvezdana (levo) (preuzeto iz: https://www.feedipedia.org) i lucerke (desno) 

(preuzeto iz: https://www.britannica.com) 

Rod Lotus se sastoji od preko 200 vrsta koje tolerišu različite uslove plodnosti, vlage i pH 

zemljišta (Larsen, 1958). Hranljiva vrednost biljaka ovog roda je visoka, dok je njena najznačajnija 

osobina kao stočne hrane to što ne izaziva nadimanje kod stoke prilikom ispaše (Swanson, et al., 

1990; Casler et al., 2019). Količina azota koji se može fiksirati od strane ove biljne vrste može dostići 

i do 200 kg ha-1, prilikom efikasne simbioze sa rizobijalnim bakterijskim vrstama (Vučković et al., 

2006). Takođe, ova biljna vrsta se može koristi za ishranu stoke u vidu smeše sa travama, a poželjna 

je i kao predusev za gajenje različitih neleguminoznih biljaka zbog obogaćivanja zemljišta azotom 

tokom procesa azotofiksacije (Hunt et al., 2014). Žuti zvezdan (Lotus corniculatus L.) je pionirska 

biljka koja kolonizuje marginalna i zagađena zemljišta i najčešće je korišćena vrsta roda Lotus za 

obnovu kontaminiranih lokacija. Žuti zvezdan ima sposobnost da raste na alkalnim ili kiselim 

zemljištima i pokazuje visok stepen tolerancije na povišene koncentracije aluminijuma i mangana, 
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kao i na salinitet. Takođe, spontano se može javiti na različitim zemljištima bogatim teškim metalima, 

što ukazuje na njegovu visoku prilagodljivost ovakvim zemljištima (Sujkowska-Rybkowska et al., 

2020).  

 Među vrstama roda Medicago, lucerka (Medicago sativa L.) se trenutno uzgaja na površini 

od preko 45 miliona hektara u svetu (Mielmann, 2013).  Zbog visokog i kvalitetnog prinosa, lucerka 

je najvažnija biljna vrsta za ishranu stoke. Lucerka predstavlja dobar izvor ugljenih hidrata, proteina 

(15-22%), minerala i vitamina (Mielmann, 2013). Lucerka se zbog svojih osobina, kao što su brzo 

rastući korenov sistem i visoki prinosi u nadzemnoj biomasi koristi i kao model biljka za remedijaciju 

kontaminiranog zemljišta (Tussipkan & Manabayeva, 2022; Ju et al., 2020). U zemljištima sa niskim 

pH i nedostatkom hranljivih materija dolazi do smanjenja prinosa, veka trajanja useva i smanjene 

konkurentnosti lucerke protiv korova (Caddel et al., 2004). Lucerka najbolje uspeva na neutralnim 

do slabo kiselim zemljištima (pH 6,6 - 7,5), a njen nedostatak je slaba tolerancija na niske pH 

vrednosti zemljišta.  Relativna tolerancija glavnih krmnih leguminoza na kisela zemljišta je sledeća: 

lucerka (Medicago sativa L.) < bela detelina (Trifolium repens L.) < kuglasta detelina (Trifolium 

incarnatum L.) < crvena detelina (Trifolium pratense L.) < žuti zvezdan (Lotus corniculatus L.) 

(Horrocks & Vallentine, 1999). Kako je žuti zvezdan značajno tolerantniji na kiselost zemljišta nego 

lucerka, može imati potencijal za upotrebu na zemljištima gde kiselost ograničava postojanost useva 

lucerke. 

1.2. Uloga rizobijalnih bakterija u formiranju korenskih kvržica 

Rizobije su zemljišne bakterije koje imaju sposobnost da na korenima leguminoznih biljaka 

formiraju korenske kvržice (nodule) u kojima se odvija proces azotofiksacije. Ove bakterije nazivaju 

se još i simbiozni fiksatori azota, i mogu vršiti azotofiksaciju samo u uslovima formiranja simbioze 

sa leguminozama (Garrity et al., 2004; Lindström & Mousavi 2019). Pod rizobijama se 

podrazumevaju vrste rodova Rhizobium, Sinorhizobium (Ensifer), Mesorhizobium i Bradyrhizobium. 

U okviru korenskih kvržica osim rizobija, otkriven je veliki broj drugih vrsta nenodulišućih 

(nerizobijalnih) bakterija (Bacillus spp., Pseudomonas spp., Nocardia spp., Serratia spp. i druge). 

  Uspostavljanje simbioze između rizobija i leguminoza je visoko specifična interakcija, tako 

da samo određene vrste rizobija mogu efikasno nodulisati određene vrste biljaka.  Tokom ovih 

interakcija, biljka na korenovom sistemu razvija korenske kvržice ili nodule (Gourion et al., 2015). 

Korenske kvržice obezbeđuju povoljno okruženje za bakterije, gde su zaštićene od nepovoljnih uslova 

okoline (van Rhijn & Vanderleyden 1995; Webster et al., 1997; Dent & Cocking, 2017). Biljke 

snabdevaju bakterije hranljivim materijama (pretežno dikarboksilnim kiselinama), dok za uzvrat 

dobijaju redukovane forme azota od bakterija. Iako je azot najzastupljeniji element u atmosferi, biljke 

mogu da koriste samo amonijačne i nitratne forme ovog elementa (NH4
+ i NO3

-). Azot je limitirajući 

element za rast i razvoj biljaka i koristi se u procesima sinteze nukleinskih kiselina, aminokiselina, 

proteina i drugih važnih biomolekula kao što je adenoizin-trifosfat (ATP). Osim toga, azot je i jedan 

od glavnih komponenti hlorofila, biljnog pigmenta koji je najvažniji u procesu fotosinteze.  

Formiranje nodula je indukovano lučenjem flavonoidnih jedinjenja od strane leguminoza u 

rizosferu, gde ona aktiviraju transkripciju bakterijskih nod gena koji proizvode lipohitooligosaharidni 

signal neophodan za razvoj korenskih kvržica (Oldroyd et al., 2011). Prepoznavanje između biljnih 

flavonoida i bakterijskih Nod proteina (koji su kodirani nod genima) je odgovorno za definisanje 

specifičnosti simbioze biljke i rizobije (Wang et al., 2018a). Infekcija korenova leguminoza 

rizobijalnim bakterijama može se odvijati intra- ili interćeiljskim putem. Infekcija intraćelijskim 

putevima podrazumeva pojavu infekcije na korenskim dlačicama, gde se formira infekciona nit (engl. 

IT - „infection thread“). Infekciona nit se izdužuje sve do primordijlanih ćelija nodula. Ovakav tip 

infekcije je najčešći u simbiozi između rizobija i leguminoza, određen je biljnom vrstom i može se 

destiti i na mestima korena gde bočni korenovi izlaze kroz epidermalne pukotine ili između 

epidermalne ćelije korena i susedne korenske dlačice (Gualtieri & Bisseling, 2000; Vega-Hernández 

et al., 2001). Najmanje 25% svih rodova leguminoza može biti inficirano rizobijalnim vrstama, 

nezavisno od formiranja IT.  Rizobije koje ulaze u biljnu ćeliju domaćina su okružene membranom 
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koja potiče od domaćina koja se naziva peribakteroidna membrana ili membrana simbiozoma (Sprent, 

2007). Ovaj novi ćelijski kompartment formiran od intracelularnih bakterija (bakteroida) zatvorenih 

membranom simbiozoma naziva se simbiozom. Bakterije se mogu deliti unutar simbiozoma, a celi 

simbiozomi se takođe mogu deliti unutar ćelije domaćina, pri čemu se obe ove vrste deobe vrše 

sinhrono ili ne. Nakon što prestane deoba rizobija, bakterije se diferenciraju u bakteroide koji fiksiraju 

azot. Simbiozom je osnovna jedinica nodula za fiksiranje azota, a azot fiksiran u bakteroidima se 

transportuje u citoplazmu biljke domaćina, gde se asimiluje i transportuje ka ostatku biljke (Hinde & 

Trautman, 2002). Za efektivnu azotofiksaciju neophodno je i prisustvo bakterijske nitrogenaze, 

enzima koji omogućavaju konverziju azota iz N2 oblika u NH3, uz potrošnju 16 molekula ATP-a 

(Fischer, 1994) (Slika 2). Formirani amonijak predstavlja oblik azota koji leguminozne biljke mogu 

koristiti. Ovakav način azotofiksacije naziva se i biološka fiksacija azota. Azotofiksacija ostvarena 

simbiozom između rizobija i leguminoza učestvuje sa oko 20% u ukupnoj biološkoj fiksaciji N 

(Lodwig & Poole 2003; O’Gara and Shanmugam 1976). 

Slika 2. Formiranje korenskih kvržica (preuzeto i modifikovano iz Sheoran et al., 2021) 

 Pored fiksacije azota u simbiozi sa leguminozama, dokazano je da rizobijalne vrste mogu 

interagovati sa korenskim sistemom neleguminoznih biljaka bez formiranja nodula (Mehboob et al., 

2009). Uprkos tome što ne mogu da izazovu nodulaciju, rizobijalne vrste mogu ući u korenov sistem 

različitih neleguminozih biljaka na mestu nicanja bočnih korena ili na mestima površinskog oštećenja 

korenovog sistema. Nakon što uđe u korenov sistem biljaka, rizobija prodire u ćelije korteksa mladih 

bočnih korenova (Cocking et al., 1995). Proizvodnja specifičnih rizobijalnih litičkih enzima kao što 

su celulaze, amilaze i pektinaze mogla bi biti osnova efikasnosti prodiranja rizobija u sistem korteksa 

korena. Mehanizmi između rizobija i neleguminoza potrebni za uspešnu kolonizaciju ostvaruju se 

razmenom različitih signalnih molekula (Santi et al., 2013). Pokazano je da različite vrste 

neleguminoza mogu da luče fenolna jedinjenja (vanilin i isovanilin) koja indukuju transkripciju 

rizobijalnih nod gena (Le Strange et al., 1990; Reddy et al., 2007). Kako se na mestima rasta i 

oštećenja korena luče povećane količine ovih jedinjenja, rizobije iz rizosfere dobijaju signal o 

mestima ulaska u koren neleguminoza (Rinaudi & Giordano, 2010). Na ovaj način rizobijalne vrste 

mogu kolonizovati i korenski sistem neleguminoznih biljaka, bez formiranja nodula.  
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Trenutna taksonomija rizobijalnih bakterija koje imaju sposobnost da vrše nodulaciju u okviru 

reda Rhizobiales otkriva njihovu širu raznolikost i obuhvata 13 rodova sa 159 vrsta (Tak et al. 2017). 

Neki od najznačajnijih predstavnika ovog reda sa sposobnošću nodulacije prikazani su na Slici 3.  

Slika 3. “Neighbour-joining” filogenetsko stablo na osnovu sekvenci za 16S rRNK najpoznatijih 

nodulišućih rizobijalnih vrsta (preuzeto iz Tak et al. 2017) 

Pored rizobijalnih vrsta, u korenskim kvržicama leguminoznih biljka potvrđeno je prisustvo i 

drugih bakterija koje nemaju sposobnost nodulacije (Soares et al., 2020). Nenodulišuće bakterije 

korenskih kvržica najčešće pripadaju vrstama rodova Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces, 

Actinomyces, Enterobacter, Erwinia i Serratia (Lodewyckx et al., 2002; Dudeja et al., 2011; Soares 

et al., 2020).  

Vrste roda Bacillus su široko rasprostranjene u prirodi, nalaze se u vazduhu, vodi, i zemljištu 

(Nicholson, 2002). Jedna od najistaknutijih karakteristika vrsta roda Bacillus je sposobnost 

formiranja endospora koje pružaju visoku otpornost na nepovoljne uslove spoljašnje sredine 

(zračenje, suša, UV svetlost i toplota), omogućavajući ovim bakterijama da prežive u nepovoljnim 

uslovima tokom produženog perioda u stanju mirovanja (Nicholson, 2002). Rod Bacillus obuhvata 

više od 280 vrsta, do kojih su najpoznatije vrste B. subtilis, B. anthracis, B. cereus i B. 

thuringiensis (Gupta et al., 2020). Vrste ovog roda osim povoljnih osobina koje ih čine bakterijama 

koje poboljšavaju rast biljaka (engl. PGP – „plant growth promoting“ bakterije) (B. lichenoformis, B. 

megaterium, B. velezensis, B. safensis, B. amyloliquefaciens, B. thuringiensis), mogu imati i osobine 
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koje ih čine patogenima čoveka ili životinja (B. cereus i B. anthracis) (Ansari & Ahmad, 2019; 

Dahmani et al., 2020; Wang et al., 2020; Kazerooni et al., 2021; Enosi Tuipulotu et al., 2021). Zbog 

širokog spektra fizioloških karakteristika i sposobnosti da proizvode različite enzime, antibiotike i 

metabolite, vrste roda Bacillus se koriste u mnogim medicinskim, farmaceutskim, poljoprivrednim i 

industrijskim procesima (Celandroni et al., 2019).  

Rod Pseudomonas trenutno sadrži 202 vrste, što ga čini rodom Gram-negativnih bakterija koji 

sadrži najveći broj vrsta (Özen  & Ussery, 2012). Vrste ovog roda široko su zastupljene u svim 

delovima životne sredine, uključujući vodu, zemljište i korenske kvržice različitih leguminoznih 

biljaka. Osim u korenskim kvržicama žutog zvezdana i lucerke, prisustvo vrsta roda Pseudomonas je 

detektovano unutar korenskih kvržica leguminoznih biljaka kao što su Medicago lupulina L., 

Brassica napus L., Phaseolus vulgaris L. i Sophora alopecuroides L. (Kong et al., 2017; Jiménez-

Gómez et al., 2020; Lally et al., 2017;  Tapia-García et al., 2020; Zhao et al., 2013). Vrste ovog roda 

mogu imati ulogu u poboljšanju rasta biljaka (P. fluorescens, P. putida i P. protegens), dok neke vrste 

(P. syringae) mogu biti i patogeni biljaka (Passera et al., 2019; Xin et al., 2018). 

1.3. Bakterije korenskih kvržica lucerke i žutog zvezdana 

Razumevanje mikrobioma korenskih kvržica leguminoza i ispitivanje njihovih značajnih PGP 

osobina, ima važnu biotehnološku primenu. Pokazano je da bakterije korenskih kvržica leguminoza 

mogu povećati prinose useva, ukloniti zagađivače, inhibirati patogene i proizvesti veće količine 

fiksiranog azota (Dudeja et al., 2011). Da bi se omogućila primena pravilno selektovanih bakterija, 

neophodno je razumevanje mikrobioma nodula kao i razumevanje mehanizma ulaska i funkcija 

nenodulišućih bakterija (Wigley et al., 2017). 

Tabela 1. Bakterijske vrste detektovane u korenskim kvržicama lucerke  

Bakterije detektovane u korenskim kvržicama lucerke Referenca 

R
iz

o
b

ij
al

n
e 

b
ak

te
ri

je
 S. meliloti Rhizobium sp. 

Wang et al., 2018b; Ilyas 

et al., 2022; Kang et al., 

2019; Torres Tejerizo et 

al., 2016; Martínez-

Hidalgo et al., 2022; 

Stajković-Srbinović et 

al., 2012 

S. medicae R. tibeticum 

S. arbores R. radiobacter 

R. favelukesii R. rosettiformans 

R. gallicum R. yanglingense 

N
en

o
d

u
li

šu
će

 b
ak

te
ri

je
 

Pseudomonas sp. Serratia plymuthica 

Noori et al., 2018; Ilyas 

et al., 2022; Aroua et al., 

2019; Martínez-Hidalgo 

et al., 2020; Noori et al., 

2021; Lai et al., 2015; 

Khalifa et al., 2016; 

Khalifa & Almalki, 

2015; Martínez-Hidalgo 

et al., 2022 

Pseudoxanthomonas sp. Enterobacter cloacae 

Agrobacterium radiobacter Oceanobacillus caeni 

Micromonospora sp. Variovorax paradoxus 

Micromonospora noduli Achromobacter spanium 

Micromonospora taraxaci Paenibacillus medicaginis 

Arthrobacter sp. Paenibacillus polymyxa 

 Enterobacter cloacae Paenibacillus sp. 

Pantoea agglomerans B. altitudinis 

Ohtaekwangia sp. B. altitudinis, 

Kineosporia sp B. cereus, 

Novosphingobium sp B. dabaoshanensis 

Aquabacterium sp. B. lichenoformis 

Klebsiella sp. B. safensis 

Kosakonia cowanii B. siamensis 

Shinella sp. B. simplex 

Bosea sp. B. stercoris 

Dyadobacter sp. B. subtilis 

Ochrobactrum anthropi, B. tequilensis 

Streptomyces sparsogenes B. zhangzhouensis 

Streptomyces sp. Bacillus sp. 

Streptomyces naganishii B. megaterium 
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Mikrobiom korenskih kvržica lucerke, pored tipa zemljišta u kom biljka raste određen je i 

genotipom same biljke (Crosbie et al., 2021). Rizobijalne vrste koje najčešće indukuju formiranje 

kvržica na korenima lucerke pripadaju rodu Sinorhizobium (S. meliloti i S. medicae), dok je takođe 

zabeležena i nodulaciona sposobnost nekih vrsta roda Rhizobium (Torres et al., 2011; Tabares-da 

Rosa et al., 2019). Rezultati istraživanja pokazuju da, pored rhizobijalnih vrsta, korenske kvržice 

lucerke sadrže i raznolik skup drugih nenodulišućih vrsta, u nekim slučajevima učestalosti čak i do 

>50% (Wigley et al., 2017). Prisustvo nerizobijalnih bakterija u korenskim kvržicama leguminoza 

potencijalno je selektivno regulisano od strane biljke domaćina (Zgadzaj et al., 2015). Na primer, 

vrste roda Bacillus su zastupljene u više od 0,5% ukupnih sekvenci dobijenih sekvenciranjem ukupne 

bakterijske DNK iz korenskih kvržica lucerke (Wigley et al., 2017). U Tabeli 1 su navedene 

rizobijalne i nenodulišuće bakterije detektovane u korenskim kvržicama lucerke.  

Autohtone populacije rizobija generalno variraju u svojoj simbioznoj efikasnosti i 

konpetitivnost za nodulaciju biljke domaćina, gde stepen tolerancije rizobija na abiotske faktore 

sredine ima značajnu ulogu. Rizobijalne vrste koje najčešće nodulišu biljke žutog zvezdana pripadaju 

rodu Mesorhizobium (Tabela 2) (Lorite et al., 2016).  

Tabela 2. Bakterijske vrste detektovane u korenskim kvržicama žutog zvezdana 

Bakterije detektovane u korenskim kvržicama lucerke Referenca 

R
iz

o
b

ij
al

n
e 

b
ak

te
ri

je
 Mesorhizobium loti M. erdmanii Reeve et al., 2014; 

Crosbie et al., 2021; 

Marcos-García et al., 

2017; Lorite et al., 2016 

M. jarvisii M. tianshanense 

M. albiziae M. japoniocum 

N
en

o
d

u
li

šu
će

 

b
ak

te
ri

je
 

Rhodococcus spp.  Geobacillus spp. 

Ampomah & Huss-

Danell, 2011; Ríos-Ruiz 

et al., 2019; Muresu et 

al., 2022 

Phyllobacterium loti Paenibacillus spp 

Actinoplanes sp. Ancylobacter sp. 

Arthrobacter sp. Bacillus sp. 

Corynebacterium sp. Inquilinus sp. 

Mycobacterium sp. Oerskovia sp. 

Phyllobacterium sp. Staphylococcus sp. 

Osim rizobijalnih vrsta, dokazana je i sposobnost vrsta Rhodococcus spp., Geobacillus spp. i 

Paenibacillus spp. da nodulišu žuti zvezdan (Ampomah & Huss-Danell, 2011), dok je zabeleženo i 

prisustvo drugih nenodulišućih vrsta (Tabela 2). Iako je zastupljenost ovih vrsta relativno niska unutar 

korenskih kvržica (oko 6,5%), otkriće da neke nerizobijalne vrste mogu indukovati nodulaciju žutog 

zvezdana govori o značaju istraživanja bakterijskog diverziteta unutar nodula (Ampomah & Huss-

Danell, 2011). Pojava velikog broja nenodulišućih vrsta roda Bacillus u korenskim kvržicama ukazuje 

na njihovu potencijalnu ulogu u poboljšanju aktivnosti i funkcije simbiozoma (Crosbie et al., 2021). 

Pokazano je i da se u okviru korenskih kvržica Lotus parviflorus L. nalazi veći procenat nenodulišućih 

bakterijskih vrsta u odnosu na druge vrste roda Lotus (Soares et al., 2020). Filogenetska istraživanja 

nodA gena u vrstama Pseudomonas sp. i Burkholderia sp. koje su nodulisale leguminozu Robinia 

pseudoacacia pokazala su visok stepen sličnosti sekvence ovog gena sa vrstom Mesorhizobium 

septentrionale i ukazala na mogućnost horizontalnog genskog transfera nodA između različitih 

bakterijskih vrsta (Shiraishi et al., 2010).   

Identifikacija na osnovu sekvence gena za 16S rRNK i dalje je osnov klasifikacije bakterija. 

Međutim, blisko srodne vrste bakterija najčešće se ne mogu razlikovati samo na osnovu sekvence 

ovog gena. Zbog toga se druge genske sekvence, kao što su sekvence “housekeeping” gena, koriste 

kao filogenetski molekularni markeri u taksonomskim studijama (Gomila et al., 2015). 

“Housekeeping” geni se nalaze po definiciji u svim bakterijskim genomima i evoluiraju brže od gena 

za 16S rRNK i stoga predstavljaju markere sa većom moći diskriminacije u odnosu na gene za 16S 

rRNK (Keim, 2005). U ovim slučajevima, sekvenciranje “housekeeping” gena kao što su atpD (ATP 

sintaza F1, β-subjedinica), gyrB (DNK giraza, B subjedinica), recA (rekombinaza A), rpoB (RNA 

polimeraza, β- subjedinica a) i trpB (triptofansintaza, β- subjedinica) ili tuf (elongacioni faktor EF-
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Tu) može pružiti bolju rezoluciju u determinaciji bakterija do nivoa vrste (Rong  & Huang, 2014; 

Draganić et al., 2017). 

1.4. Bakterijski mehanizmi poboljšanja rasta biljaka 

Mehanizmi kojima bakterije mogu poboljšati rast biljaka mogu biti direktni ili indirektni 

(Slika 4). Neki od direktnih mehanizama pomoću kojih bakterije poboljšavaju rast biljaka jesu 

proizvodnja biljnih hormona (auksin, citokinin, etilen) ili drugih hemijskih supstanci (lipo-hito-

oligosaharidi), solubilizacija neorganskih fosfata, poboljšanje unosa biljnih hranljivih materija 

menjanjem morfologije korena, proizvodnja siderofora, itd. (Antoun & Prevost, 2005; Vessey, 2003). 

Indirektni mehanizmi, koji čine biokontrolu u užem smislu, uključuju poboljšanje rasta biljaka kroz 

supresiju i inhibiciju rasta patogena, parazitizam ili kompeticiju za nutrijente i prostor sa patogenima, 

ili preko indukovanja sistemske rezistencije u biljkama (Gopalakrishnan et al., 2015). 

Slika 4. Najčešći mehanizmi delovanja PGP bakterija 

Rizobijalne bakterije su široko proučavane zbog njihove simbiotske povezanosti sa 

leguminozama i sposobnosti fiksacije azota. Međutim, neki članovi rodova Rhizobium, 

Bradyrhizobium, Mesorhizobium i Sinorhizobium su sposobni da promovišu rast i razvoj biljaka i 

putem biohemijskih ili fizioloških mehanizama koji nisu vezani za fiksaciju azota (Boiero et al., 

2007). Oni su sposobni da regulišu rast biljaka kroz proizvodnju i oslobađanje različitih metabolita 

kao što su fitohormoni, siderofore, ACC deaminaze, antibiotici, HCN i drugo (Ahmad et al., 2019; 

Boiero et al., 2007; Chandra et al., 2007; Saghafi et al., 2019; Serova et al., 2019; Vargas et al., 2009).  

Smatra se da je osim fiksacije azota najvažniji direktni mehanizam kojim rizobijalne vrste 

promovišu rast biljaka sinteza različitih tipova fitohormona (Zahir et al., 2004). Proizvodnja auksina, 

citokinina, giberelina (GA) i apcisinske kiseline (ABA) je relativno česta karakteristika bakterija 

(Bhattacharjee et al., 2012; Boiero et al., 2007; Ferreira et al., 2020). Poznato je da bakterije koje 

proizvode hormone mogu poboljšati rast biljaka kolonizacijom semena ili korena (Chandra et al., 

2007; Humphry et al., 2007; Mishra et al., 2006). Sposobnost bakterija da proizvode biljne hormone 

je različita, a tip i količina hormona varira u zavisnosti od bakterijske vrste (Boiero et al., 2007; 

Humphry et al., 2007). Jedan soj je najčešće sposoban da proizvede jedan ili više različitih 

fitohormona.  



 

8 

 

Pored rizosfernih bakterija, algi i gljiva, bakterije korenskih kvržica su dokazane kao jedan 

od glavnih proizvođača indol-3-sirćetne kiseline (IAA, najvažniji biljni hormoni tipa auksina) (Boiero 

et al., 2007; Pandey & Maheshwari 2007). Indol-3-sirćetna kiselina (proizvod metabolizma L-

triptofana) je uključena u kontrolu ćelijske deobe, diferencijacije tkiva, dok rizobije koje proizvode 

IAA mogu indukovati povećanje koncentracije aminokiselina u biljnim tkivima (Jaiswal et al., 2021). 

Među rizobijalnim vrstama, Sinorhizobium meliloti, Bradirhizobium sp. i Rhizobium sp. ističu se kao 

producenti visokih koncentracija IAA (Kanaan & Al-Barhavee, 2021; Datta & Basu, 2000; Kiruthika 

& Arunkumar, 2021). Neke vrste koje pripadaju rodovima Bacillus, Pseudomonas i Serratia su 

takođe prepoznati kao proizvođači IAA. 

Još jedan značajan metabolit koji proizvode bakterije korenskih kvržica je enzim 1-

aminociklopropan-1-karboksilazna (ACC) deaminaza. Ovaj enzim smanjuje nivo etilena (koji je 

povišen u biljnim tkivima tokom stresnih uslova) u biljkama, pretvaranjem prekursora etilena (ACC) 

u amonijak i α-ketobutirat (Orozco-Moskueda et al., 2019). Prvi dokaz koji dokumentuje prisustvo 

ACC deaminaze u rizobijama (R. leguminosarum i R. hedisari) dali su Ma et al. (2003). Pored toga, 

proizvođači ACC deaminaze pronađeni su i među sojevima Sinorhizobium (Ensifer), Mesorhizobium 

i Bradyrhizobium (Ma et al., 2003; Piromyou et al., 2017; Saghafi et al., 2019).  

Gvožđe je važno u procesu fotosinteze i disanja, ali generalno je količina dostupnih Fe3+ jona 

niska u aerobnom okruženju, kako pri niskim tako i pri visokim pH vrednostima zemljišta (Masalha 

et al., 2000). Siderofore su mali, helirajući agensi visokog afiniteta za gvožđe, koji formiraju 

rastvorljive komplekse sa Fe3+ i mogu se uneti u ćelije aktivnim transportom (Neilands, 1993). 

Bakterije korenskih kvržica su sposobne da proizvode više različitih tipova siderofora: karboksilate 

(rizobaktin, citrat i antranilat), katehole, dihidroksamate (rizobaktin 1021 i vicibaktin) i 

trihidroksamate (Carson et al., 2000; Datta & Chakrabartty, 2014). Proizvodnja katehola ili 

karboksilata je sporadična i najčešće je specifična za soj. Siderofore tipa dihidroksamata su uglavnom 

karakteristika vrsta roda Sinorhizobium, a trihidroksamata roda Rhizobium (Carson et al., 2000). Prvi 

dokaz o sposobnosti rizobija da proizvede siderofore tipa dihidroksamata dali su Storey et al., (2006). 

Rizobaktin je prvi hemijski okarakterisan tip siderofora proizveden od soja S. meliloti (Storey et al., 

2006). Mnoge studije su pokazale sposobnost Serratia sp. da proizvodi siderofore, sa vrstom S. 

marcescens kao najistaknutijim proizvođačem (Khilias et al., 2016; Dhar Purkaiastha et al., 2018; 

Cleto et al., 2021). Vrste roda Pseudomonas su takođe poznate po proizvodnji siderofora. Siderofore 

koje sintetiše P. aeruginosa posreduju u antagonističkom efektu ovog izolata protiv gljive 

Rhizoctonia solani (Sasirekha & Srividya, 2016). Takođe, utvrđeno je da siderofore koje sintetišu 

vrste roda Pseudomonas povećavaju dužinu izdanaka i korena, broj zrna i sadržaj gvožđa u stabljici, 

listu i semenu kukuruza (Sah et al., 2017).  

 Fosfor (P) je jedan od glavnih makroelemenata neophodnih za rast i razvoj biljaka. Međutim, 

fosfor se u zemljištu često se nalazi u nerastvorljivom obliku, kao Ca3(PO4)2 u alkalnim zemljištima, 

ili kao fosfat Al i Fe u kiselim zemljištima. Sposobnost da se fosfati (organski i neorganski) pretvore 

u oblik koji je dostupan biljkama je važno svojstvo mnogih PGP bakterija, uključujući bakterije 

korenskih kvržica (rizobijalne i nerizobijalne). I kod biljaka i kod mikroorganizama, glavni 

mehanizam solubilizacije P je izlučivanje vodoničnih jona, proizvodnja organskih kiselina i 

biosinteza kisele fosfataze (Arcand & Schneider, 2006; Bais et al., 2006). Proizvodnja neorganskih i 

organskih kiselina snižava pH vrednost zemljišnog rastvora, pri čemu se iz Ca3(PO4)2 oslobađa fosfor. 

Enzimska solubilizacija fosfata se odvija tokom mineralizacije organskih fosfata. Vrste roda 

Pseudomonas, kao što su P. fluorescens, P. aeruginosa, P. fragi, P. putida i Pseudomonas sp. su 

dobri solubilizatori fosfata (Selvakumar et al., 2009).  

Indukovana sistemska rezistencija (ISR) je stanje biljke stimulisane da izazove njen 

odbrambeni odgovor, kroz proizvodnju odbrambenih enzima biljaka, fenola, flavonoida ili drugih 

fitoaleksina (Das et al., 2017). Brojne vrste rizobijalnih bakterija mogu da izazovu sistemsku 

rezistenciju proizvodnjom biostimulativnih agenasa (Arfaoui et al., 2006; Rabie, 1998). Pokazano je 

da pojedinačne ćelijske komponente bakterija mogu da indukuju ISR: lipopolisaharidi, flagele, 

ciklični lipopeptidi, homoserinski laktoni, acetoin i butandiol (Lugtenberg & Kamilova 2009). 
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Antagonistički efekat protiv patogena ugavnom je uslovljen sintezom hidroltičkih enzima koji 

utiču na razaranje ćelijskog zida fitopatogenih gljiva ili produkcijom antibiotika (Khan et al., 2018).  

Jedan od najčešćih hidrolitčkih enzima među vrstama roda Bacillus (kao što su B. subtilis, B. 

licheniformis, B. amiloliquifaciens i B. stearothermophilus) su amilaze (Gopinath et al., 2017). 

Proizvodnja amilaze od strane Bacillus sp. ima snažan antifungalni efekat na Aspergillus flavus koji 

proizvodi aflatoksin (Sapkota et al., 2019). Pektinaze razgrađuju kompleksni pektin do molekula 

monogalakturonske kiseline, koji se mogu transformisati u polisaharide (Schmitz et al., 2019). 

Potvrđeno je da B. subtilis može da proizvodi pektinolitičke enzime (Kaur & Gupta, 2017). Hitin je 

drugi najzastupljeniji biopolimer u prirodi, sastavljen od ponavljajućih jedinica N-acetil-D-

glukozamina, koji se nalaze u insektima i gljivama (Martínez-Zavala et al., 2020). Glavna uloga 

bakterijskih hitinaza je u antifungalnom dejstvu. Hitinaze deluju kao agensi za biokontrolu protiv 

fitopatogenih gljiva koje sadrže hitin, pošto je hitin glavni sastojak ćelijskih zidova gljiva (Lagner & 

Göhre, 2016). Među vrstama Bacillus, dokazano je da B. thuringiensis, B. cereus, B. subtilis i B. 

lichenoformis mogu produkovati hitinaze (Martínez-Zavala et al., 2020). Nedavno su proteaze 

identifikovane kao glavni mikolitički enzimi sa značajnom ulogom u biokontroli gljiva. Indukujući 

hidrolizu peptidnih veza u proteinima koji se nalaze u ćelijskim membranama gljiva, proteolitički 

enzimi koje sintetišu bakterije izazivaju lizu gljivičnih ćelija što dovodi do ćelijske smrti (Ji et al., 

2020). Bacillus spp. su među najznačajnijim proizvođačima proteaza, priznatih po tome što proizvode 

neutralne i alkalne proteolitičke enzime, koji su otporni na ekstremne temperature, pH i oksidirajuće 

agense (Contesini et al., 2018). Vrste iz roda Serratia potencijalno mogu imati jaku celulolitičku 

aktivnost (Cano-Ramirez et al., 2016). Takođe, vrste koje pripadaju rodu Bacillus često imaju složen 

i multifunkcionalan sistem celulaze (Khan et al., 2018). Proizvodnja različitih sekundarnih metabolita 

koji su toksični za druge mikroorganizme dokumentovana je i u slučaju rizobijalnih bakterija i to: 

antibiotika (bakteriocina) cijanovodonika (HCN) i mikolitičkih enzima (Arfaoui et al., 2006; Bardin 

et al., 2004; Chandra et al., 2007; Deshwal et al., 2003; Kumar et al., 2011). 

Cijanovodonik (HCN) je sekundarni metabolit koji sintetišu različite vrste bakterija. HCN 

ometa snabdevanje ćelije energijom tako što inhibira transport elektrona, što dovodi do smrti izložene 

ćelije. Takođe, utvrđeno je da mnoge antagonističke vrste Pseudomonas proizvode HCN sa 

antimikrobnim delovanjem širokog spektra (Michelsen & Stougaard, 2012). Iako HCN ima veliki 

potencijal u biokontroli, nekoliko studija je sugerisalo da postoji nedostatak korelacije nivoa 

proizvedenog HCN sa efektima biokontrole in vitro (Abd El-Rahman et al., 2019). Međutim, 

primećeno je da HCN ima indirektan uticaj na povećanje dostupnosti hranljivih materija bakterijama 

i biljkama, tako što je uključen u geohemijske procese zemljišta (kao što je helacija metala) (Rijavec 

& Lapanje, 2016). Poznato je da bakterije koje se koriste u biokontroli, kao što su vrste koje pripadaju 

rodovima Alcaligenes, Aeromonas, Bacillus i Pseudomonas, proizvode HCN (Alemu, 2016).  

Istraživanje koje su sproveli Krnjaja i autori (2005) pokazalo je da su vrste iz roda Fusarium 

(uključujući F. proliferatum, F. oxysporum i F. graminearum) preovlađujući gljivični patogeni 

izolovani iz zaraženog semena lucerke, koji izazivaju nekrozu korena i infekciju nadzemnog dela 

biljke.  Istraživanje Gill et al. (2018) pokazalo je da bi osetljivost lucerke na bolest izazvanu Fusarium 

oxysporum f. sp. medicaginis mogla biti povezana sa smanjenjem efikasnosti regulacije puteva 

biosinteze lignina. Određene vrste PGP bakterija imaju sposobnost inhibicije rasta fitopatogenih 

gljiva uz pomoć sinteze antifungalnih jedinjenja, kao što su lipopeptidi ili antibiotici (Khan et al., 

2018). Dokazano je da proizvodnja biološki aktivnih jedinjenja kao što su antimikrobni lipopeptidi 

(AMLP) iz porodica surfaktina, iturina i fengicina, imaju značajan potencijal u borbi protiv biljnih 

patogena. Lipopeptidi koje sintetišu Bacillus vrste izražavaju svoj antifungalni efekat protiv 

fitopatogenih gljiva prodiranjem u ćelijske membrane, formiranjem jonskih pora i izazivanjem 

osmotske neravnoteže ćelijske membrane (Knight et al., 2018). Takođe, vrste iz roda Pseudomonas 

su prepoznate kao agensi biološke kontrole zbog njihove sposobnosti da sintetišu antibiotike 

(fenazine) i hidrolitičke enzime (Panpatte et al., 2016). Do danas je poznato preko 100 biološki 

aktivnih fenazina koje sintetišu uglavnom vrste rodova Pseudomonas i Streptomyces (McDonald et 

al., 2001).  
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1.5. Značaj bakterija korenskih kvržica u poljoprivredi 

Tokom prethodnih godina površine pod lucerkom i pašnjacima se nisu značajno menjale, dok 

je pad prinosa (izražen u tonama) uočljiv tokom 2021. godine, što ukazuje na potrebu uvođenja novih 

i efikasnijih đubriva (Zavod za statistiku Republike Srbije). Najčešći tip đubriva koja se koriste za 

đubrenje poljoprivrednih površina su mineralna đubriva, gde se na ovaj način đubri oko 66,86% 

ukupnih poljoprivrednih površina (Agencija za zaštitu životne sredine). Međutim, njihova 

neprikladna i nekontrolisana upotreba može dovesti do značajnih gubitaka prinosa useva, kao i 

zagađenja zemljišta i vode (Adesemoie et al. 2009). Takođe, prekomerna upotreba mineralnih đubriva 

može dovesti do promene fizičko-hemijskih (poremećene adsorpcija jona i mobilizacija biogenih 

elemeneta zemljišta) i mikrobioloških (smanjenja biodiverziteta autohotnih vrsta mikroorganizama) 

osobina zemljišta, koje se najviše ogledaju u smanjenju plodnosti zemljišta. Osim negativnog uticaja 

na životnu sredinu, ekonomska isplativost primene mineralnih đubriva postaje sve veći problem za 

poljoprivredne potrošače. Cene mineralnih đubriva skočile su za 133,4% u prvom kvartalu 2022. 

godine, u odnosu na isti kvartal prethodne godine (Zavod za statistiku Republike Srbije).  

Organska poljoprivreda je sistem upravljanja proizvodnjom koji promoviše i unapređuje 

zdravlje agro-ekosistema, uključujući biodiverzitet, biološke cikluse i biološku aktivnost zemljišta 

(FAO/WHO Codex Alimentarius Commission, 1999). Ovo se postiže korišćenjem, gde je moguće, 

agronomskih, bioloških i mehaničkih metoda, za razliku od korišćenja hemijskih preparata i đubriva, 

kako bi se ispunila specifična funkcija unutar sistema. Primena inokulanata baziranih na efikasnim 

PGP sojevima ima najveći značaj u organskoj poljoprivrednoj proizvodnji. Uvidom u Listu 

registrovanih sredstava i za ishranu biljaka i oplemenjivača zemljišta koja se mogu koristiti u 

organskoj proizvodnji, može se zaključiti da trenutno na tržištu Srbije postoje 103 registrovana 

mikrobiološka đubriva, od čega je najveći broj na bazi vrsta rodova Bacillus i Azotobacter.  Kako se 

manje od 45% ovih đubriva proizvodi u Republici Srbiji, a u skladu sa rastućim interesovanjem 

poljoprivrednih proizvođača da konvencionalnu poljoprivrednu praksu zamene ogranskom 

prozvodnjom, neophodno je usvršavanje postojećih kao i formulisanje novih preparata sa 

potencijalno širim sprektrom biljnih vrsta na koje mogu da budu primenjene.  

Da bi se obezbedila zdrava hrana i životna sredina i da bi se smanjila upotreba hemijskih 

đubriva i sredstava za zaštitu biljaka, neophodno je zdravo biološko rešenje u biljnoj proizvodnji. 

Inokulanti na bazi rizobijalnih bakterija kao i bezbednih nerizobijalnih bakterijskih vrsta, osim na 

povećanje prinosa kroz promociju rasta tretiranih biljaka, utiču na plodnost zemljišta i produktivnost 

biljaka na zdrav način, poboljšavajući nutritivni sastav biljaka, fiziologiju i otpornost useva i zaštitu 

useva od različitih vrsta fitopatogenih mikroorganizama. Primena inokulanata na bazi rizobijalnih 

vrsta u cilju promocije rasta leguminoza, kao i opšteg zdravlja i nutritivnog sastava useva je korišćena 

u Srbiji (Buntić et al., 2018; Stajković-Srbinović et al., 2020; Delić et al., 2016; Stajković-Srbinović 

et al., 2021). Osnovna strategija za poboljšanje rasta leguminoza kao što su lucerka i žuti zvezdan 

najviše se oslanja na postizanje adekvatnog ranog razvoja zdravog korenovog sistema, kako bi se 

obezbedilo usvajanje svih esencijalnih nutijenata. Strategije zasnovane na bakterijama koje 

poboljšavaju produktivnost, optimizuju fiksaciju azota, čuvaju kvalitet zemljišta i povećavaju 

koncentraciju azota u zemljištu se postižu kroz rizobijalnu inokulaciju. Potreba za rizobijalnim 

sojevima sa PGP osobinama, koji su ujedno tolerantni na nepovoljne uslove životne sredine je 

evidentna, kao i značaj istraživanja raznovrsnosti nativnih sojeva koji bi se mogli koristiti kao efiksani 

inokulanti (Altier et al., 2013).  

U poslednje vreme, istraživanja se baziraju i na primeni nerizobijalnih PGP bakterija u cilju 

povećanja klijavosti, prinosa i kvaliteta useva kako leguminoznih tako i neleguminoznih biljnih vrsta 

(Abulfaraj & Jalal, 2021; Buntić et al., 2019; Knežević et al, 2021b; Rakić et al., 2021, Jiménez-

Gómez et al., 2018). Mogućnost formiranja efektivne interakcije između biljne vrste i rizobija smatra 

se jednim od ograničavajućih faktora u primeni PGP rizobija na neleguminozne biljne vrste (Maier 

et al., 2019). Međutim, kako PGP rizobije mogu da kolonizuju i korenje neleguminoza, njihova 

primena je u poslednje vreme usmerena na promovisanje rasta različitih vrsta trava, pirinča, kukuruza, 

zelene salate, bibera i paradajza (Flores-Felix et al., 2013). Primena inokulanta na bazi rizobija je od 
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posebnog značaja za povrće koje se konzumira sirovo, kako je primena ovih inokulanta bezbedna po 

zdravlje ljudi. Inokulanti na bazi korisnih bakterija koje deluju kao agensi koji istovremeno 

promovišu rast biljaka i deluju kao antagonisti fitopatogenih gljiva su obećavajuća alternativa primeni 

hemijskih supstanci (Allaga et al., 2020).  

1.6. Poboljšanje rasta biljaka na zemljištima niskih produktivnih sposobnosti 

Bakterije korenskih kvržica mogu biti korisne u procesu poboljšanja proizvodnje useva na 

zemljištima niskih prozvodnih sposobnosti (Naseer et al., 2019). Povećanje plodnosti zemljišta uz 

korišćenje sojeva tolerantnih na nepovoljne uslove životne sredine i sa određenim PGP osobinama 

može biti isplativa zamena za đubrivo koje se koristi u konvencionalnoj poljoprivredi. Takođe, uticaj 

bakterijske inokulacije na nutritivni sastav biljaka, uklučujući i sadržaj mikro- i makroelementa, od 

velike je važnosti. Pored postizanja optimalnog prinosa biljaka u kiselim zemljištima ili zemljištima 

sa povećanom koncentracijm teških metala, postizanje adekvatnog sastava biljnog materijala, koji će 

ući u lanac ishrane i koristiti se za ishranu ljudi ili životinja je od velike važnosti.  

Nedostatak ili previsoka koncentracija mikro- i makroelemenata može dovesti do poremećaja 

u rastu biljaka i smanjene produktivnosti. Iako je bor (B) esencijalni element za rast i razvoj 

vaskularnih biljaka, nedovoljni ili toksični nivoi B u zemljištu mogu izazvati probleme sa prinosom 

i kvalitetom mnogih useva. (Camacho-Cristobal et al., 2005). Bakar (Cu) je još jedan element 

neophodan za biljke, čija neuravnotežena koncentracija može poremetiti brojne fiziološke procese u 

biljkama, kao što su fotosintetski transport elektrona ili odgovor na oksidativni stres (Yruela, 2005). 

Nedostatak gvožđa (Fe) je široko rasprostranjen fenomen koji ima negativan uticaj na aktivnost 

fotosintetičke mašinerije u biljnom tkivu, što posledično uzrokuje smanjenje biljnog rasta i prinosa 

(Lopez-Millan et al., 2013). Mangan (Mn) je važan mikroelement za rast biljaka i esencijalni kofaktor 

za kompleks fotosintetičke mašinerije (Alejandro et al., 2020). Nikl (Ni) je još jedan esencijalni biljni 

mikroelement koji deluje kao aktivator enzima i može biti ključni element za zaštitu biljaka od 

stresnih uslova (Fabiano et al., 2015). Cink (Zn) je mikroelement neophodan za sve biljke sa ključnom 

ulogom u rastu, razvoju i odbrani biljaka od patogena (Cabot et al., 2019). Pored Zn, mikroelementi 

kao što su Mn, Cu i Fe imaju ulogu u odbrani biljaka od patogenta (Cabot et al., 2019). 

Kalcijum (Ca) je esencijalni makroelement sa dvostrukom funkcijom, kao strukturna 

komponenta ćelijskih zidova i membrana i kao intracelularni signalizator (Thor, 2019). Kalijum (K) 

u biljnim ćelijama deluje kao aktivator važnih enzima u procesima transporta šećera, metabolizama 

azota i ugljenika i fotosinteze, i nephodan je za optimalan rast biljaka (Xu et al., 2020). Magnezijum 

(Mg) je još jedan makroelement neophodan za rast biljaka, sa dominantnom ulogom u procesu 

fotosinteze gde deluje kao kofaktor enzima i sastavni deo hlorofila a i b (Hauer-Jakli & Tränkner, 

2019). Fosfor (P) je esencijalni makroelement koji utiče na razvoj korena, rast biljaka i produktivnost 

useva, sa značajnom ulogom u metaboličkim funkcijama biljaka, kao i komponenta nukleinskih 

kiselina i koenzima (Siedliska et al., 2021).  

Teški metali su među najvažnijim zagađivačima životne sredine, čija je povećana 

koncentracija u zemljištu najčešće prouzrokovana antropogenim aktivnostima. Teški metali koji su 

prisutni u poljoprivrednom zemljištu na indirektan način dovode do zagađenja vode i poljoprivrednih 

useva. Akumulacija teških metala u biljnim tkivima može dovesti do oštećenja proteina i DNK, 

smanjivanja produkcije enzima ili do narušavanja strukture membrane (Hasan et al., 2017). 

Bioremedijacija se odnosi na upotrebu živih organizama (najčešće mikroorganizama) za uklanjanje 

zagađivača ili neželjenih supstanci iz zemljišta ili vode (Lidder & Sonnino, 2012). Bioremedijacija 

je obećavajuća tehnologija, dostupna za obnavljanje zemljišta zagađenog teškim metalima (Ojuederie 

& Babalola, 2017). Leguminoze se smatraju pionirskim vrstama koje igraju važnu ulogu u 

uspostavljanju ponovne vegetacije zemljišta zagađenih teškim metalima. To je ekološki prihvatljiva 

i isplativa tehnologija, koja je u poslednjih nekoliko decenija preferirana u odnosu na tradicionalne 

metode remedijacije. Zemljišne bakterije (najčešće iz rodova Rhizobium, Bacillus, Pseudomonas i 

Arthrobacter) igraju važnu ulogu u detoksikaciji zemljišta kontaminiranog teškim metalima (Mishra 

et al., 2017). Zbog toga se intenzivno istražuje eksploatacija rizosfernih i bakterija korenskih kvržica 
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sa sposobnošću smanjenja efekta toksičnosti metala po biljku (Mosa et al., 2016). Koncentracije 

teških metala u biljkama koje se uzgajaju u zemljištima sa povišenim koncentracijama metala mogu 

se smanjiti primenom određenih PGP bakterija (Dary et al., 2010). Pored direktnih i indirektnih 

pozitivnih efekata na poboljšanje rasta biljaka i povećanje ukupne biljne biomase, bakterije korenskih 

kvržica takođe mogu doprineti smanjenju fitotoksičnosti metala. Zbog efektivne fiksacije azota u 

korenskim kvržicama leguminoza povećavaju se ukupne dostpune forme azota u zemljištu, koje će 

biti dostupne i biljnoj vrsti zasejanoj na zagađenom zemljištu nakon leguminoza. Istraživanja koja se 

tiču uloga različitih vrsta bakterija u promovisanju rasta leguminoznih biljaka koje se koriste za 

fitostabilizaciju ili revegetaciju zemljišta kontaminiranih teškim metalima u prethodnih nekoliko 

godina postaju sve brojnija (Oubohssaine et al., 2022). Promenom bioraspoloživosti metala u 

zemljištu (kroz zakiseljavanje, helaciju, kompleksiranje, precipitaciju i redoks reakcije), PGP 

bakterije tolerantne na teške metale mogu poboljšati klijavost semena na zemljištima kontaminiranim 

teškim metalima (Delić et al., 2022; Li et al., 2019). Interferencija između ovih bakterija i korena 

biljaka takođe može smanjiti toksičnost metala. Smanjenje uticaja fitotoksičnosti metala kao i 

gljivičnih infekcija na klijanje semena i rani rast rasada korišćenjem bakterija može biti jedan od 

pristupa u remedijaciji zemljišta (mikrobijalna bioremedijacija). 

Zemljišta sa pH vrednošću ispod 5,5 smatraju se kiselim zemljištima (Sumner, 2005). 

Zakiseljavanje zemljišta može rezultirati ograničenim unosom azota i povećanjem koncentracije 

NH4
+ jona, što može nepovoljno uticati na rast većine biljnih vrsta (Sumner et al., 1991). Pored toga, 

u zemljištima sa pH ispod 6, simbiotski odnos između rizobija i leguminoza je poremećen, što može 

rezultirati neefikasnom nodulacijom i fiksacijom azota (Sumner et al., 1991).  Nizak pH zemljišta 

remeti razmenu signala između biljke domaćina i rizobija i smanjuje mogućnost formiranja nodula 

do 90%, što dovodi do smanjenja prinosa i kvaliteta biljaka (Ferguson et al., 2013). Kako kisela 

zemljišta zauzimaju više od 3,95 milijardi ha zemljišta u svetu, pronalaženje rešenja za ograničenja 

u proizvodnji useva na ovim zemljištima je neophodno (Sumner & Noble, 2003). U Srbiji se 43% 

ukupnih obradivih zemljišta smatra visoko kiselim do kiselim, 20% kiselim ka slabo kiselim i 35% 

slabo kiselim ka neutralnim (Slika 5). Poređenja radi, samo 2% obradivih zemljišta se smatra alkalnim 

(Ličina et al., 2011). 
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Slika 5. Indikatorski prikaz zastupljenosti kiselosti na području Republike Srbije (preuzeto iz: 

Izveštaj o stanju zemljišta u Republici Srbiji 2015) 

Primena sojeva rizobija koji su tolerantni na uslove niskog zemljišnog pH na leguminoze koje 

se uzgajaju u kiselim zemljištima, može poboljšati simbiotske performanse i efikasnost nodulacije 

(Ferguson et al., 2013). Na dostupnost mikro- i makroelementata za biljku utiču fizičko-hemijske 

osobine zemljišta, uključujući i pH vrednosti zemljišta (Dinić et al., 2019). Niska pH zemljišta utiče 

na dostupnost mikroelemenata, prvenstveno utičući na njihov adsorpcioni potencijal i rastvorljivost 

(Fageria et al., 2014). U kiselim zemljištima, pored nedostatka mnogih biogenih elemenata (P, K, Ca, 

Mg, B, Zn), često se nalaze i visoke koncentracije toksičnih oblika Fe, Mn i Ni (Uexküll & Mutert, 

1995; Voigt & Staley, 2004). Poznato je da se pored povećanja koncentracije azota, rizobijalnom 

inokulacijom može poboljšati i usvajanje drugih hranljivih materija, kao što su P i K u slučaju pirinča, 

graška, sočiva i leblebije, kao i Mg i Ca u pasulju (Biswas et al., 2000; Aryal et al., 2003; Adnan et 

al., 2016). Prema tome, inokulacija rizobijama može pomoći u postizanju optimalne ravnoteže ovih 

hranljivih materija u biljkama koje se uzgajaju na kiselim zemljištima. 

1.7. Istraživanja bakterija korenskih kvržica žutog zvezdana i lucerke na području Republike 

Srbije 

Na području Srbije vrste roda Lotus, najčešće žuti zvezdan (Lotus corniculatus L.), su široko 

zastupljene za ishranu stoke. Po prinosu i zastupljenosti, žuti zvezdan se smatra jednom od 

najznačajnijih višegodišnjih leguminoza u Srbiji, posle lucerke i crvene deteline (Stevović et al., 

2017; Đukić et al., 2007). Smatra se da je i diverzitet ove biljne vrste najveći upravo na teritoriji Srbije 

i Bosne i Hercegovine, zbog agroklimatskih uslova regiona koji su pogodni za njen rast (Vučković et 

al., 2006). Postoji vrlo ograničen broj istraživanja koja su se bavila uticajem bakterijske inokulacije 

na parametre rasta i nutritivnog sastava žutog zvezdana na teritoriji Srbije. Stevović et al. (2017) 

ispitivali su uticaj inokulacije žutog zvezdana sa M. loti na prinos i kvalitet semena ove biljne vrste. 

Takođe, Jarak et al. (2007) pratili su uticaj inokulacije semena žutog zvedana sa R. loti, Azotobacter 
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chroococcum i Actinomyces sp. i uticaj na klijavost semena in vitro. Ispitivan je i sadržaj mikro- i 

makroelemenata u biljnom materijalu ove vrste na našem području (Vučković et al., 2006), ali ova 

istraživanja nisu podrazumevala bakterijsku inokulaciju biljaka. Vasić et al. (2019) pokazali su da su 

vrste rodova Fusarium, Alternaria, Phythophthora, Mucor, Sclerotinia, Bipolaris i Rhizoctonia 

najčešći gljivični patogeni žutog zvezdana na teritoriji Srbije. Postoji nekoliko istraživanja u našoj 

zemlji koja su se bavila poboljšanjem otpornosti biljaka žutog zvezdana na različite faktore spoljašnje 

sredine (Nikolić et al., 2013; Nikolić et al., 2007; Nikolić i Mitić, 2005). Međutim, proučavanje 

diverziteta autohtonih sojeva i njihove upotrebe za poboljšanje rasta ove biljne vrste, posebno u 

zemljištima niskih produktivnih sposobnosti, su ograničene.  

Istraživanja rizobija na teritoriji Srbije datiraju još od sredine prošlog veka (Vojinović & 

Petrović, 1961). U odnosu na žuti zvezdan, za bakterijsku inokulaciju lucerke postoji značajno veći 

broj istraživanja na našem području. Delić et al. (2010a, b; 2013a, b; 2007) ispitivali su uticaj 

inokulacije lucerke sa različitim sojevima S. meliloti i Sinorhizobium sp. na paramete rasta i sadržaj 

azota u biljnom materijalu. Ispitivanja bakterijskog diverziteta rizobijalnih i nerizobijalnih vrsta 

poreklom iz kvržica lucerke takođe su rađena (Stajković-Srbinović et al., 2012; Stajković et al., 2009). 

Uticaj rizobijalnih (S. meliloti) i nerizobijalnih izolata (Pseudomonas sp., Bacillus sp., Azotobacter 

chroococcum i Enterobacter sp.) iz korenskih kvržica lucerke na rast ove biljne vrste ispitivan je u 

poljskim ogledima (Stajković-Srbinović et al., 2017). Postoje podaci i o uticaju rizosfernih izolata 

lucerke na klijavost semena ove biljne vrste u uslovima povećane koncentracije Cr (Knežević et al., 

2021b). Slično kao i u slučaju žutog zvezdana, Krnjaja et al. (2005) definisali su najčešće gljvične 

izazivače bolesti lucerke na našem području. Ispitivanja primene rizobijalnih bakterija (Ensifer 

medicae i E. meliloti) tolerantnih na uslove niskog pH na poboljšanje rasta lucerke u kiselom 

zemljištu (pH 4.4) takođe postoje (Stajković-Srbinović et al., 2015a). Buntić et al. (2019; 2021) 

istraživali su nove formulacije tečnih đubriva za lucerku bazirane na nativnim rizobijalnim sojevima, 

dok je značaj rizobijalnih inokulanta poreklom sa teritorije Srbije istaknut od strane Delić et al. 

(2016).  

Na osnovu svega navedenog može se zaključiti da je selekcija nativnih bakterija sa teritorije 

naše zemlje nepohodna u cilju dobijanja inokulanata za poboljšanje rasta žutog zvezdana i lucerke, 

gajenih samostalno i u smešama sa različitim vrsta trava. Istraživanja diverziteta bakterija korenskih 

kvržica, kako u pogledu osobina značajnih za poboljšanje rasta biljaka, tako i u pogledu genetičkog 

diverziteta, od velike su važnosti za pravilnu selekciju ovih bakterija.  
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2. CILJEVI RADA 

 

Obzirom na značaj žutog zvezdana i lucerke u našoj zemlji, kao i ograničen broj istraživanja 

diverziteta i potencijala primene bakterija iz korenskih kvržica ovih biljnih vrsta, a naročito žutog 

zvedana, ciljevi ovog istraživanja bili su: 

1. Izolacija bakterija, rizobijalnih i nenodulišućih, iz kvržica žutog zvezdana (Lotus corniculatus 

L.) sa različitih lokaliteta na teritoriji Republike Srbije, kao i iz korenskih kvržica lucerke  

(Medicago sativa L.). 

 

2. Određivanje efikasnosti fiksacije azota rizobijalnih izolata. 

 

3. Ispitivanje osobina izolata koje imaju ulogu u poboljšavanju rasta biljaka, kao što su 

sposobnost produkcije indol-3-sirćetne kiseline, siderofora, sposobnost solubilizacije 

neorganskih fosfata, njihovog antagonističkog dejstva prema odabranim fitopatogenim 

gljivama, kao i ispitivanje tolerancije izolata na nepovoljne uslove sredine. 

 

4. Identifikacija i genetička determinacija odabranih bakterijskih izolata.  

 

5. Selekcija izolata i ispitivanje njihove sposobnosti da promovišu rast biljaka lucerke, žutog 

zvezdana i ježevice, uključujući i nepovoljne uslove zemljišta, pod polukontrolisanim 

uslovima - u saksijama, i u poljskom ogledu.  
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3. MATERIJAL I METODE 

3.1 Materijal 

3.1.1. Hranljivi medijumi za gajenje bakterija i gljiva 

Hranljivi agar (HA) 

HA Medijum baza 41,3g 

dH2O  1000 ml  

 

Hranljivi bujon (HB) 

HB Medijum baza 23,3g 

dH2O  1000 ml  

 

Kvaščev manitni bujon - Yeast mannitol 

bujon (YMB) 

Manitol 10g 

K2HPO4 0,5g 

MgSO4 0,2g 

NaCl 0,1g 

CaCO3 0,2g 

Kvaščev ekstrakt 5g 

dH2O  1000 ml  

 

Kvaščev manitni agar - Yeast mannitol agar 

(YMA) 

YMB sa dodatkom 15 g agara na 1000ml. 

 

Kvaščev manitni agar + Congo Red (YMA) 

YMA sa dodatkom 2,5 ml 1% rastvora Congo 

Red na 1000 ml podloge. 

 

King B (KB) agar  

King’s medijum B 

baza 

43 g  

Glicerol 10 ml  

dH2O  1000 ml  

 

King B (KB) bujon  

Tripton 10g 

Pepton1 10g 

KCl 0,2g 

MgSO4 1,5g 

K2HPO4 1,5g 

Glicerol 10ml 

dH2O  1000 ml  

 

 Krompir-dekstrozni agar - Potato Dextrose 

Agar (PDA) 

PDA  39 g  

dH2O  1000 ml  
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3.1.2. Reagensi za bojenje po Gramu 

Lugolov rastvor 

Kristalni jod 1 g  

Kalijum jodid 2 g  

dH2O  300 ml  

Kristal violet 

Kristal violet 2 g  

Etanol 96%  20 ml  

Amonijum oksalat 0,8 g  

dH2O  80 ml  

Safranin 

Safranin 0,25 g  

Etanol 96%  10 ml  

dH2O  100 ml  

 

3.1.3. Hranljivi medijumi za određivanje produkcije enzima 

Za testiranje hidrolitičke aktivnosti izolata korišćen je osnovni medijum:  

Osnovni medijum za određivanje produkcije 

hidrolitičkih enzima 

K2HPO4 0,5 g  

KH2PO4 0,5 g 

MgSO47H2O 0,2 g 

Agar 15 g 

dH2O  1000 ml  

u koji su na 1000 ml podloge dodati: 

o Za produkciju amilaza: 10 g skroba; 

o Za produkciju celulaza: 10 g carboksimethil celuloze (CMC); 

o Za produkciju pektinaza: 5 g pektina; 

o Za produkciju hitinaza: 10 g hitina poreklom iz ljuštura račića; 

o Za produkciju lipaza: 10 ml 1% Tween 80 na 1000 ml. 

Skim milk agar 

K2HPO4 7 g  

KH2PO4 3 g 

(NH4)2SO4 0,5 g 

Kvaščev ekstrakt 12 g 

Agar 15 g 

dH2O  900 ml  

Nakon sterilizacije u podlogu je dodato 100 ml 

obranog mleka 

 

Rastvor KI za bojenje podloga 

KI 2 g 

I 1 g 

dH2O  300 ml  
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3.1.4. Medijumi za određivanje PGP osobina bakterija 

Pikovskaya agar 

Glukoza 10 g 

Ca3(PO4)2 5 g 

(NH4)2SO4 0,5 g 

NaCl 0,2 g 

MgSO47H2O 0,1 g 

KCl 0,2 g 

Kvaščev ekstrakt 0,5 g 

MnSO4H2O 0,002 g 

FeSO4H2O 0,002 g 

Agar 15 g 

dH2O  1000 ml  

 

Rastvori za Chromeazurol (CAS) agar 

FeCl rastvor 

FeCl36H2O 0,0027 g 

12M 

koncentrovanaHCl 
83 l 

dH2O 10 ml 

HDTMA rastvor 

HDTMA 0,073 g 

dH2O 40 ml 

CAS rastvor 

CAS 0,065 g 

dH2O 50 ml 

  

Rastvor 1 

FeCl rastvor 9 ml 

HDTMA rastvor 40 ml 

CAS rastvor 50 ml 

Rastvor 2 

PIPES 30,24 g 

dH2O 750 ml 

Agar 15 g 

Podesiti pH Rastvora 2 na 6,8 dodavanjem oko 

12 g 50% NaOH 

Rastvori 1 i 2 se pojedinačno sterilišu na 121C 

tokom 15 minuta u autoklavu a zatim sjedine. 

Podloga se razlije u Petri šolje, a nakon 

stezanja se polovina sadržaja Petri šolje iseče 

sterilnim skalpelom, gde se izlije odgovarajuća 

podloga za rast bakterija. 

 Salkowski reagens  

0.5M FeCl3 1 ml 

35% HClO4 50 ml  
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3.1.5. Podloge za gajenje biljaka 

Jensen medijum 

CaHPO4 1 g 

K2HPO4 0,2 g 

MgSO47H2O 0,2 g 

NaCl 0,1 g 

FeCl3 0,1 g 

Rastvor 

mikroelemenata 

1 ml 

Agar 8 g 

dH2O  1000 ml  

ØN (kontrola sa azotom): Jensen medijum + 50 

mg KNO3 

Ø (kontrola bez azota: Jensen medijum + 5 mg 

KNO3) 

  

Rastvor mikroelemenata 

Na2MoO42H2O 0,05 g 

Na2B4O710H2O 0,05 g 

FeCl3 0,05 g 

Co(NO3)26H2O 0,05 g 

3CdSO48H2O 0,05 g 

CuSO4 0,05 g 

ZnSO4 0,05 g 

MgSO4 0,05 g 

dH2O 1000 ml 

Rastvor podesiti na pH= 7 

  

Fiziološki rastvor 

NaCl 8,5 g 

dH2O  1000 ml  

3.1.6. Rastvori za rad sa DNK 

Bufer za alkalnu izolaciju DNK 

10% SDS 2,5 ml 

1M NaOH 5 ml 

MiliQ ddH2O 92,5 ml 

  

1% agarozni gel 

TBE (0,5)  280 ml 

Agaroza 2,8 g 

  

10 TBE bufer 

89Mm TRIS baza 107,8 g 

89Nm Borna kiselina 55 g 

2,5Mm EDTA 9,3 g 

dH2O 1000 ml 
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3.2. Metode 

3.2.1. Uzorkovanje biljnog materijala 

 Uzorkovanje biljnog materijala izvršeno je tokom 2018. i 2019. godine tokom faze cvetanja 

biljaka u kasno proleće i rano leto. Materijal je uzorkovan sa 24 lokacije  kultivisanih i divljih površina 

na području Srbije (Slika 6). Cele biljke lucerke i žutog zvezdana uzorkovane su iskopavanjem bloka 

zemljišta koji okružuje biljku (oko 20 cm dubine). U cilju prevencije oštećenja korenskih kvržica i 

sasušenja biljaka, ovako uzorkovani materijal transportovan je u laboratoriju u zatvorenim plastičnim 

kesama u roku od 24h od trenutka uzorkovanja radi izolacije bakterija iz korenskih kvržica.  

 
Slika 6: Lokaliteti uzorkovanja korenskih kvržica zvezdana i lucerke (plavim tačkama na mapi su 

obeležena mesta uzorkovanja biljaka žutog zvezdana, a crvenim lucerke) 

3.2.2. Izolacija i preliminarna karakterizacija bakterija korenskih kvržica 

 Sa prikupljenog biljnog materijala je najpre odstranjen višak zemlje sa korenova. Zatim su 

korenovi isprani tekućom vodom u cilju uklanjanja preostale zemlje sa korenskih kvržica. Korenske 

kvržice su pažljivo odstranjene sa korena biljaka. Odvojene kvržice su površinski sterilisane 

potapanjem u 96% alkohol tokom par sekundi, zatim u rastvor 0.1% HgCl2 tokom 3 do 5 minuta i 

finalno isprane sterilisanom destilovanom vodom 5 do 6 puta (Vincent, 1970). U cilju provere 



 

21 

 

sterilnosti korenskih kvržica, svaka kvržica je potopljena u 1 ml sterilne destilovane vode, iz čega je 

zatim 100 μl vode zasejano na hranljivu podlogu i inkubirano tokom 7 dana. Korenske kvržice 

smatrane su površinski sterilisanim ukoliko na hranljivoj podlozi nije došlo do pojave rasta 

mikroorganzama. Nakon sterilizacije, svaka pojedinačna korenska kvržica je zdrobljena sterilnim 

nožem u sterilnoj staklenoj Petri šolji, a zatim je sadržaj kvržice zahvaćen sterilisanom ezom 

navlaženom fiziološkim rastvorom i zasejan na odgovarajuće hranljive medijume metodom išarane 

ploče. U cilju izolacije Bacillus spp. korišćen je hranljivi agar (HA), za Rhizobium spp. YMA sa 

dodatkom Congo red, a za Pseudomonas spp. KB agar. Ovako zasejene Petri šolje inkubirane su 7 - 

14 dana na 28 °C. Nakon dobijanja čistih kultura, praćena je i reakcija po Gramu prema standardnom 

protokolu, a pripremljeni preparati su posmatrani pod mikroskopom i fotografisani. 

3.2.3. Testiranje osobina izolata da poboljšavaju rast biljaka in vitro 

Testiranje sposobnosti produkcije auksina (indol-3-sirćetne kiseline) izvršeno je u kvaščevom 

manitnom bujonu (YMB) za rizobijalne izolate, odnosno hranljivom bujonu (HB) za Bacillus spp. i 

tečnom KB medijumu za Pseudomonas spp. Izolati su gajeni u tečnoj podlozi tokom 24-48h, nakon 

toga kulture su centrifugirane (5 min na 15000 rpm) i u 1ml supernatanta je dodato 2 ml Salkowski 

reagensa (sa HClO4) (Gordon & Weber, 1951). Nakon 25 minuta inkubacije u mraku optička gustina 

rastvora je izmerena spektrofotometrijski na 530nm. Koncentracija produkovanog IAA je određena 

na osnovu standardne krive IAA (0, 10, 50, 100μg ml-1).  

Sposobnost izolata da produkuju siderofore određena je na CAS agaru (Milagres et al., 1999). 

U Petri šolje je najpre izliven CAS agar. Nakon stezanja CAS agara polovina podloge je sterilnim 

skalpelom odstranjena i dopunjena odgovarujućom podlogom za rast bakterija (YMA, HA ili KB 

agar). Izolati su zatim sterilnom ezom zasejani na spoju CAS agara i hranljive podloge za rast. Petri 

šolje su inkubirane na 28°C tokom 14 dana, a promena boje CAS agara iz plave u žutu tumačena je 

kao pozitivan rezultat. Dijametar promene boje meren je od mesta ivice izrasle kolonije do mesta 

promene boje i izražen je u mm.  

Sposobnost izolata da vrše solubilizaciju neorganskih fosafata ispitana je na Pikovskaya 

medijumu (Pikovskaya, 1948). Izolati su zasejani ubodnim potezom u medijum, a Petri šolje su 

inkubirane tokom 14 dana na 28°C. Pojava prosvetljenih halo zona oko mesta uboda tumačena je kao 

pozitivan rezultat. Dijametar halo zona meren je u mm, od mesta ivice izrasle kolonije do ivice halo 

zone.  

Testovi za praćenje produkcije IAA, siderofora i sposobnosti solubilizacije fosfata izvedeni 

su u 3 nezavisna ponavljanja.  

3.2.4. Testiranje tolerancije izolata na nepovoljne uslove sredine  

Sposobnost izolata da tolerišu različite uslove pH (4; 5; 6; 7; 8; 9 i 10), koncentracije NaCl 

(0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6%) i temperature (4, 16, 28, 45 i 60 °C) testirana je metodom „replica-plating“, na 

YMA podlozi za rizobijalne izolate i na hranljivom agaru za ostale izolate. Prekonoćne kulture 

bakterija su zasejane na odgovarajuće podloge i inkubirane tokom 5-7 dana na 28 °C (ili na drugim 

temperaturama u slučaju određivanja tolerancije na temperaturu), nakon čega je detektovan njihov 

rast. Rast izolata upoređen je sa rastom na kontrolnim podlogama (pH:7; t=28 °C i 0,3% NaCl), a 

svaki test je urađen u 3 ponavljanja. U cilju provere tolerancije značajnih rizobijalnih izolata na uslove 

niske pH na čvrstom medijumu, urađena je i provera u tečnom medijumu. Kulture su gajene u tečnom 

YMB medijumu tokom 24h na 28 °C, na orbitalnom šejkeru do OD600nm=0,4. Po 1 ml ovako gajene 

kulture zasejan je u 29 ml YMB različitih pH vrednosti, a zatim inkubiran tokom 72h na 28 °C, na 

orbitalnom šejkeru. Spektrofotometrom merena je OD na 600nm nakon 24, 48 i 72h (Igiehon et al., 

2019). Test je urađen u tri ponovka. Vrednosti OD ukazivale su na sposobnost rasta izolata u 

medijumu definisanih pH vrednosti.  
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3.2.5. In vitro skrining antagonističke aktivnosti izolata 

3.2.5.1. Metoda dualne kulture 

Antagonistički efekat bakterijskih izolata protiv Fusarium oxysporum (izolovan sa zaražene 

biljke lucerke), Fusarium proliferatum i Fusarium graminearum je testiran na krompir-dekstroznom 

agaru (PDA). Gljive korišćene za testiranje antagonističke aktivnosti izolata gajene su na PDA 

podlozi tokom 72h na 28 °C, odakle su sterilno isečeni čepovi micelije (prečnika oko 2 mm) za dalju 

upotrebu. U centar Petrijeve šolje postavljen je čep micelije gljiva, a 15 μl prekonoćne bakterijske 

kulture (približno 106 CFU ml-1) inokulisano je približno 1 cm od ivica Petrijeve šolje (na četiri strane 

Petrijeve šolje). Na isti način testirana je antifungalna aktivnost supernatanta bez bakterijskih ćelija 

(cell freesupernatant - CFS). Supernatant je pripremljen centrifugiranjem (13000 rpm, 5 min) 

prekonoćnih bakterijskih kultura i filtriranjem kroz filter centrifuge Millipore (0,22 μm). Petri posude 

su zatim inkubirane na 28 °C, a rezultati su očitani nakon 7 dana inkubacije. Nakon inkubacije, 

prečnik rasta kolonije gljiva meren je u milimetrima i poređen sa kontrolom bez bakterija. Testovi su 

urađeni u 3 ponavljanja, a antagonistička aktivnost bakterijskih izolata određena je na osnovu sledeće 

jednačine (Ogbebor & Adekunle, 2005): 

𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖𝑗𝑎 (%) =
𝑝𝑜𝑙𝑢𝑝𝑟𝑒č𝑛𝑖𝑘 𝑟𝑎𝑠𝑡𝑎 𝑔𝑙𝑗𝑖𝑣𝑒 𝑢 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑖−𝑝𝑜𝑙𝑢𝑝𝑟𝑒č𝑛𝑖𝑘 𝑟𝑎𝑠𝑡𝑎 𝑔𝑙𝑗𝑣𝑒 𝑢 𝑡𝑟𝑒𝑡𝑚𝑎𝑛𝑢

𝑝𝑜𝑙𝑢𝑝𝑟𝑒č𝑛𝑖𝑘 𝑟𝑎𝑠𝑡𝑎 𝑔𝑙𝑗𝑖𝑣𝑒 𝑢 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑖
× 100                    

3.2.5.2. Test produkcije HCN 

 Produkcija cijanovodonika (HCN) testirana je pomoću Cyantesmo indikatorskog papira 

(Machery-Nagel GmbH&Co., Nemačka). Izolati su zasejani na hranljivi medijum metodom išarane 

ploče, a delić Cyantesmo papira (2 cm) zalepljen je za unutrašnju stranu poklopca Petri šolje pomoću 

lepljive trake. Petri šolje su inkubirane na 28 ºC tokom 7-14 dana, a promena boje Cyantesmo papira 

u tamno sivu tumačena je kao pozitivan rezultat.  

3.2.5.3. Kvalitativno određivanje produkcije hidrolitičkih enzima 

Produkcija hidrolitičkih enzima kao što su celulaze, amilaze, proteaze, lipaze, hitinaze i 

pektinaze testirana je in vitro na Petri šoljama sa čvrstim podlogama koje su sadržale odgovarajući 

supstrat. Svi testovi izvedeni su u tri nezavisna ponavljanja. Po 10 µl prekonoćne bakterijske kulture 

naneto je na odgovarajuće podloge, a Petri šolje su zatim inkubirane tokom 7-14 dana na 28 ºC. Nakon 

inkubacije, podloge su prelivene rastvorom KI, a formirane halo zone oko kolonija tumačene su kao 

pozitivan rezultat.  

3.2.6. Testiranje efikasnosti azotofiksacije 

Testiranje efikasnosti rizobijalnih izolata za fiksaciju azota izvršeno je inukolacijom semena 

žutog zvezdana i lucerke odgovarajućim bakterijskim inokulumima. Semena biljaka su površinski 

sterilisana kratkim potapanjem u 96% etanol tokom par sekundi, a zatim u 2% HgCl2 tokom 3-5 min 

i finalno su isprana sterilnom destilovanom vodom 5 do 6 puta (Vincent, 1970). Ovako sterilisana 

semena (3 semena po epruveti) su postavljena u bacto epruvete sa 30 ml Jensenove podloge za rast 

biljaka. Epruvete su postavljene u svetlosnu vitrinu pod režimom neonskog osvetljenja 16/8h: 

dan/noć i prosečnom temperaturom od 25 C danju i 17˚C noću. Nakon proklijavanja semena (oko 

5-6 dana) broj biljaka u svakoj epruveti je sveden na jedan i inokulisan je sa po 0,5 ml tečne 

bakterijske kulture (48h stara kultura, gajena u YMB). Osim tretmana sa bakterijskim inokulumima, 

postavljena je i kontrola bez inokulacije (Ø), kao i kontrola sa azotom (ØN: sa dodatkom 50 µg KNO3 

na litar Jensenove podloge). Ogled je prekinut 48 dana od trenutka inokulacije, biljke su izvađene iz 

epruveta i izmerena je dužina korena, visina biljaka, kao i masa nadzemnog dela biljke nakon sušenja 

na 65-70 ˚C. Procenat azota u ovako osušenoj biljnoj masi je određen na CNS analizatoru.  
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3.2.7. Metode rada sa DNK 

3.2.7.1. Izolacija genomske DNK  

 Izolacija ukupne genomske DNK iz bakterijskih izolata izvršena je razmućivanjem 

pojedinačne kolonije svežih bakterijskih kultura sa hranljivog medijuma u ependorf epruvetu 

(RNK/DNK free) koja je sadržala 20 l pufera za alkalnu izolaciju DNK. Nakon toga sadržaj je 

centrifugiran na 13000 rpm tokom 5 sekundi, zagrejan u termobloku (BioSan Cooling-Heating 

Thermostat CH-100) na 95 ºC tokom 15 minuta, a zatim ponovo cenrifugiran na 13000 rpm tokom 5 

sekundi. Nakon centrifugiranja dodato je 180l PCR-grade dH2O i sadržaj je ponovo centrifugiran 

na 13000 rpm tokom 5 minuta, nakon čega su ependorf epruvete odložene na -20 °C do trenutka 

korišćenja.  

3.2.7.2. Umnožavanje fragmenata DNK metodom PCR 

 Reakcione smeše za PCR sastojale su se od 25 μl PCR master mixa (2×PCR TaqNova-RED, 

Blirt), po 0,5 μl prajmera (forward i reverse u koncentraciji od 10 μmol l−1), 1 μl izolovane DNK i 23 

μl vode (PCR-grade dH2O). Sve PCR reakcije su vršene u Ependorf Mastercycler Personal PCR 

aparatu. Sekvence DNK prajmera korišćenih za identifikaciju izolata i detekciju kodirajućih gena za 

produkciju antibiotika prikazane su u Tabeli 3. 

Tabela 3. Sekvence DNK prajmera korišćenih za identifikaciju izolata i detekciju kodirajućih gena 

za produkciju antibiotika 

Prajmer 
Genski 

produkt 
Sekvenca prajmera 5’- 3’ Gen 

Očekivana 

dužina 

amplifikona 

(bp) 

Referenca 

FENDf 
Fengicin 

GGCCCGTTCTCTAAATCCAT 
fenD 269 

Mora et al., 

2011 FENDr GTCATGCTGACGAGAGCAAA 

SRFAf 
Surfaktin 

TCGGGACAGGAAGACATCAT 
srfAA 201 

Mora et al., 

2011 SRFAr CCACTCAAACGGATAATCCTGA 

ITUCf 
Iturin C 

GGCTGCTGCAGATGCTTTAT 
ituC 647 

Mora et al., 

2011 ITUCr TCGCAGATAATCGCAGTGAG 

SPASf 
Subtilin 

GGTTTGTTGGATGGAGCTGT 
spaS 566 

Mora et al., 

2011 SPASr GCAAGGAGTCAGAGCAAGGT 

BACf 
Bacilizin 

CAGCTCATGGGAATGCTTTT 
bacA 498 

Mora et al., 

2011 BACf CTCGGTCCTGAAGGGACAAG 

BMYBf 
Bacilomicin 

GAATCCCGTTGTTCTCCAAA 
bmyB 370 

Mora et al., 

2011 BMYBr GCGGGTATTGAATGCTTGTT 

PHZEf 
Fenazin 

GAAGGCGCCAACTTCGTYATCAA 
phzE 450 

Schneemann 

et al., 2011 PHZEr GCCYTCGATGAAGTACTCGGTGTG 

P0 
16S rRNK 

GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 16S 

rRNA 
1500 

Oro et al., 

2020. P6 CTACGGCTACCTTGTTACGA 

tufGPF Elongacioni 

faktor Tu 

ACGTTGACTGCCCAGGACAC 
tuf 790 

Draganić et 

al., 2017 tufGPR GATACCAGTTACGTCAGTTGTACGGA 

GyrB-F 
- subjedinica 

DNK giraze 

MGGCGGYAAGTTCGATGACAAYTC 

gyrB 480 

Sarkar & 

Guttman, 

2004 
GyrB-R TRATBKCAGTCARACCTTCRCGSGC 

gyrB01-F - subjedinica 

DNK giraze 

TAARTTYGAYGAYAACTYTAYAAAGT 
gyrB 610 

Brady et al., 

2008 gyrB02-R CMCCYTCCACCARGTAMAGTT 

RecA6 
Protein koji 

učestvuje u 

rekombinaciji i 

reparaciji 

DNK 

CGKCTSGTAGAGGAYAAATCGGTGGA 

recA 549 
Martens et 

al., 2007 
RecA555 CGRATCTGGTTGATGAAGATCACCAT 
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 Molekularna identifikacija izolata urađena je na osnovu umnožavanja dela gena za 16S rRNA 

uz pomoć P0 i P6 prajmerskog para. Dodatna molekularna identifikacija pojedinih izolata 

podrazumevala je umnožavanje housekeeping gena koji kodiraju elongacioni faktor Tu (tuf), -

subjedinicu DNK giraze (gyrB) i rekombinacioni protein (recA). Umnožavanje tuf gena izvršeno je 

tufGPF i tufGPR prajmerima (Draganić et al., 2017), dok je umnožavanje gyrB gena rađeno pomoću 

GyrB-F/GyrB-R ili gyrB01-F/gyrB02-R prajmerskog para (Sarkar & Guttman, 2004; Brady et al., 

2008). Za amplifikaciju recA gena korišćen je prajmerski par RecA6/RecA555 (Martens et al., 2007). 

Temperaturni profili za umnožavanje 16S rRNK, gyrB, tuf i recA genskih regiona prikazani su u 

Tabeli 4. 

 

Tabela 4. PCR programi za umnožavanje 16S rRNK, gyrB, tuf i recA gena 

Umnožavanje DNK sekvenci za 16S rRNK (P0/P6 prajmerski par) 

 Temperatura Trajanje Broj ciklusa 

Inicijalna denaturacija 94 ºC 90 sekundi  

Denaturacija 94 ºC 30 sekundi 

35  

Hibridizacija (1-5 ciklusa) 60 ºC 30 sekundi 

Hibridizacija (6-10 ciklusa) 55 ºC 30 sekundi 

Hibridizacija (11-35 ciklusa) 50 ºC 30 sekundi 

Elongacija 72 ºC 30 sekundi 

Finalna elongacija 72 ºC 10 minuta  

Finalna elongacija 60 ºC 10 miniuta  

Umnožavanje DNK sekvenci za elongacioni faktor Tu (tufGPF/tufGPR prajmerski par) 

 Temperatura Trajanje Broj ciklusa 

Inicijalna denaturacija 95 ºC 8 minuta  

Denaturacija 95 ºC 30 sekundi 

35  Hibridizacija 55 ºC 1 minut 

Elongacija 72 ºC 30 sekundi 

Finalna elongacija 72 ºC 10 minuta  

Umnožavanje DNK sekvenci za -subjedinicu DNK giraze (gyrB01-F/gyrB02 prajmerski par) 

 Temperatura Trajanje Broj ciklusa 

Inicijalna denaturacija 95 ºC 5 minuta  

Denaturacija 95 ºC 1 minut 

3  Hibridizacija 55 ºC 2 minuta 

Elongacija 72 ºC 1 minut 

Denaturacija 95 ºC 30 sekundi 

30  Hibridizacija 55 ºC 75 sekundi 

Elongacija 72 ºC 75 sekundi 

Finalna elongacija 72 ºC 7 minuta  

UmnožavanjeDNK sekvenci za protein koji učestvuje u rekombinaciji i reparaciji DNK 

(RecA6/RecA555 prajmerski par) 

 Temperatura Trajanje Broj ciklusa 

Inicijalna denaturacija 95 ºC 5 minuta  

Denaturacija 94 ºC 45 sekundi 

32 Hibridizacija 60 ºC 1 minut 

Elongacija 74 ºC 30 sekundi 

Finalna elongacija 72 ºC 5 minuta  
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PCR programi korišćeni za umnožavanje gena za produkciju antibiotika dati su u Tabeli 5. 

Umnožavanje gena za fengicin, surfaktin, iturin C, subtilin, bacilizin i bacilomicin rađeno je po 

protokolu Mora et al. (2011), a za fenazin po Schneemann et al. (2011). 

Tabela 5. PCR programi za umnožavanje kodirajućih gena za produkciju antibiotika 

Umnožavanje DNK sekvenci za fengicin (FENDf/FENDr), surfaktin (SRFAf/SRFAr), iturin C 

(ITUCf/ITUCr), subtilin (SPASf/SPASr) i bacilizin (BACf/BACr) 

 Temperatura Trajanje Broj ciklusa 

Inicijalna denaturacija 95 °C 4 minuta  

Denaturacija 94 °C 1 minut 

40  Hibridizacija 58 °C 1 minuta 

Elongacija 70 °C 1 minut 

Finalna elongacija 70 °C 5 minuta  

Umnožavanje DNK sekvenci za bacilomicin (BMYBf/ BMYBr) 

 Temperatura Trajanje Broj ciklusa 

Inicijalna denaturacija 95 °C 4 minuta  

Denaturacija 94 °C 1 minut 

40 Hibridizacija 55 °C 1 minuta 

Elongacija 70 °C 1 minut 

Finalna elongacija 70 °C 5 minuta  

Umnožavanje DNK sekvenci za fenazin (PHZEf/PHZEr) 

 Temperatura Trajanje Broj ciklusa 

Inicijalna denaturacija 94 ºC 2 minuta  

Denaturacija 94 ºC 1 minut 

36 Hibridizacija 54 ºC 1 minut 

Elongacija 72 ºC 2 minuta 

Finalna elongacija 72 ºC 7 minuta  

3.2.7.3. Horizontalna elektroforeza DNK na agaroznom gelu 

 Elektroforeza DNK amplifikovane PCR metodom je sprovedena na horizontalnom 

agaroznom gelu. Gelovi za elektroforezu su pravljeni otapanjem agaroze u 0,5 × TBE puferu. Pufer 

0,5×TBE korišćen je i za elektroforezu. Na gel je nanošeno 7 μl ispitivanih uzoraka, a elektroforeza 

se odvijala na 1% agaroznim gelovima i tekla je pri konstantnom naponu od 100 V u trajanju od 90 

min. Nakon završetka elektroforeze gelovi su potopljeni u rasvor etidijum-bromida i držani u mraku 

tokom 15 minuta. Gelovi su posmatrani na UV transiluminatoru, a veličina amplifikovanih DNK 

fragmenata je determinisana u odnosu na DNK fragmente poznatih veličina (FermentasMassRuler 

DNA Ladder: 100 – 10000 bp). Ovako dobijeni PCR produkti su prečišćavani kitom za prečišćavanje 

(ThermoScientific™ GeneJET PCR Purification Kit) po proizvođačkoj specifikaciji i sekvencirani 

komercijalnim uslugama Macrogen Europe B.V. (Amsterdam, Holandija). 

3.2.7.4. Filogenetska analiza  

 Identifikacija bakterijskih izolata izvršena je poređenjem dobijenih sekvenci sa sekvencama 

deponovanim u NCBI (National Center forBiotechnologyInformation) GenBank bazi podataka uz 

pomoć BLAST funkcije. Dobijene sekvence izolata, kao i sekvence referentnih sojeva su zatim 

podvrgnute CLUSTAL W poravnanju i ručnoj obradi u BioEdit 7.2 softveru. Na isti način su 

poravnate i trimovane na istu dužinu i sekvence housekeeping gena koje su se koristile za formiranje 

konkatemernih sekvenci. „Neighbor-joining“ filogenetska stabla su konstruisana u MEGA 11.0 

programu korišćenjem Tamura-3-parametra za izračunavanje genetičkih distanci. 
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3.2.8. Postavke in vivo ogleda  

3.2.8.1. Uticaj bakterijske inokulacije na rast i nutritivni sastav žutog zvezdana u kiselom 

zemljištu (ogled u saksijama I) 

Ogled u saksijama postavljen je tokom 2018. godine u stakleniku Instituta za zemljište. Cilj 

ogleda bilo je praćenje uticaja bakterijske inokulacije na prinos i nutritivni sastav žutog zvezdana 

(Lotus corniculatus L.) u kiselom zemljištu. Kao inokulanti korišćene su prekonoćne kulture (≈109 

CFU/ml) 4 soja Mesorhizobium sp. (631oz, U1C, 1M12 i 754). Zemljište koje je korišćeno za ogled 

uzorkovano je iz Šiljakovca (opština Barajevo) i za njega je urađena hemijska analiza koja je 

podrazumevala određivanje osnovnih hemijskih i fizičkih parametara, sadržaja azota, kao i sadržaja 

mikro- i makroelemenata. Ogled je postavljen tako što je svaka saksija napunjena sa 730 g šljunka i 

1570 g zemlje. Trideset semena žutog zvezdana stavljeno je u svaku saksiju napunjenu zemljom i 

inokulisano odgovarajućim bakterijskim inokulumom nanošenjem 1 ml inokuluma (≈109 CFU/ml) 

na svako seme. Primenjeni su sledeći tretmani: T1: Mesorhizobium sp. 1M12; T2: Mesorhizobium 

sp. U1C; T3: Mesorhizobium sp. 631oz; T4: Mesorhizobium sp. 754; Ø: bez đubrenja i bez inokulacije 

(negativna kontrola) i ØN: sa đubrenjem (preporučena doza đubriva N: 60 kg ha−1, P: 100 kg ha−1 i 

K: 100 kg ha−1) i bez inokulacije. Posle nanošenja inokuluma, seme je prekriveno tankim slojem 

zemlje. Eksperiment je postavljen sa tri ponavljanja za svaki tretman u potpuno randomizovanom 

sistemu, a saksije su čuvane u stakleniku Instituta tokom dve sezone (godine). Biljni materijal je 

sakupljen pre perioda cvetanja biljaka, dva puta u prvoj sezoni i tri puta u drugoj sezoni ogleda, 

izmerena je suva masa svakog otkosa i određen je sadržaj azota, kao mikro- i makroelemenata u 

biljnom materijalu. 

3.2.8.2. Uticaj bakterijske inokulacije na rast i nutritivni sastav žutog zvezdana, ježevice i 

njihove smeše u kiselom zemljištu (ogled u saksijama II) 

Ogled u saksijama postavljen je tokom 2019. godine u stakleniku Instituta za zemljište. Cilj 

ogleda bilo je praćenje uticaja bakterijske inokulacije na prinos i nutritivni sastav žutog zvezdana 

(Lotus corniculatus), ježevice (Dactylis glomerata L.), kao i njihove smeše u kiselom zemljištu.  Kao 

inokulanti korišćene su prekonoćne kulture (≈109 CFU/ml) sojeva B. megaterium DZK1Bh i 

Mesorhizobium sp. 631oz. Za postavku ogleda korišćeno je zemljište uzorkovano iz Varne (opština 

Šabac) za koje je urađena hemijska i fizička analiza. Svaka saksija napunjena je sa 730 g šljunka i 

1570 g zemlje. U slučaju monokulture žutog zvezdana u svaku saksiju je zasejano po 30 semena, u 

slučaju monokulture ježevice po 20 semena, dok je u slučaju smeše zasejano 20 semena žutog 

zvezdana i 10 semena ježevice. Semena su zatim inokulisana bakterijskim kulturama (≈109 CFU/ml) 

na sledeći način T1: B. megaterium DZK1BH; T2: Mesorhizobium sp. 631oz; T3: B. megaterium 

DZK1BH + Mesorhizobium sp. 631oz; Ø: bez đubrenja i bez inokulacije (negativna kontrola) i ØN: 

sa đubrenjem (doza đubriva N: 60 kg ha−1, P: 100 kg ha−1 i K: 100 kg ha−1) i bez inokulacije. Svaki 

tretman postavljen je u 3 nezavisna ponavljanja, a ogled je praćen tokom 7 nedelja, nakon čega su 

biljke posečene, izmerena je suva masa biljaka i određen je sadržaj azota, kao i mikro- i 

makroelemenata. 

3.2.8.3. Uticaj bakterijske inokulacije na rast i nutritivni sastav lucerke, ježevice i njihove 

smeše (ogled u polju) 

Ogled u polju postavljen je tokom 2019. godine u Kruševcu, na parceli Instituta za krmno 

bilje. Cilj ogleda bilo je praćenje uticaja bakterijske inokulacije na prinos i sastav mikro- i 

makroelemenata leguminozne i neleguminozne biljne vrste, kao i njihove smeše. Od biljnih vrsta 

korišćene su lucerka (Medicago sativa L., 42K) i ježevica (Dactylis glomerata L., K24) u vidu 

monokultura, kao i njihova smeša, dok su kao inokulanti korišćeni S. meliloti L4 (efikasan soj rizobija 

specifičan za lucerku, iz kolekcije Instituta za zemljište) i B. megaterium DLK1Bh (ovaj rad). Za 
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inokulaciju su korišćene prekonoćne bakterijske kulture (≈109 CFU/ml). Ogled se sastojao iz 12 

tretmana, a svaki tretman je postavljen u 3 ponavljanja na parcelama veličine 1m2 (Tabela 6).  

Tabela 6. Prikaz tretmana korišćenih za postavku ogleda u polju 

Biljna vrsta Inokulant 

Lucerka 
Kontrola 

(bez inokulacije) 
Ježevica 

Smeša (lucerka+ježevica) 

Lucerka 

S. meliloti L4 Ježevica 

Smeša (lucerka+ježevica) 

Lucerka 

B. megaterium DLK1Bh Ježevica 

Smeša lucerka+ježevica 

Lucerka 

S. meliloti L4 + B. megaterium DLK1Bh Ježevica 

Smeša (lucerka+ježevica) 

Za tretmane sa monokulturom lucerke zasejano je 2g semena lucerke po parceli, sa 

monokulturom ježevice 4g semena, a za smešu zasejano je 2,6g semena lucerke i 0,6g semena 

ježevice. Takođe, zbog različite veličine semena ovih biljnih vrsta korišćena je različita količina 

inokulanta i to: za lucerku 0,2 ml kulture S. meliloti L4 i B. megaterium DLK1Bh i po 0,1 ml u 

koinokulaciji; za ježevicu 2 ml kulture S. meliloti L4 i B. megaterium DLK1Bh i po 1ml u 

koinokulaciji, a za smešu 1,5 ml kulture S. meliloti L4 i B. megaterium DLK1Bh i po 0,75ml u 

koinokulaciji. U okviru parcela, semena su sejana u redovima na rastojanju od 20 cm razdaljine. 

Tokom dve godine trajanja ogleda skinuta su 4 otkosa za koje je izmerena suva masa, određen je 

sadržaj azota, kao i mikro- i makroelemenata u biljnom materijalu.  

3.2.9. Hemijske i fizičke analize zemljišta 

3.2.9.1. Hemijske analize zemljišta 

Za svaki lokalitet sa koga je uzorkovan biljni materijal, kao i za uzorke zemljišta koja su 

korišćena za postavku ogleda u saksijama i polju, rađene su osnovne hemijske analize zemljišta koje 

su obuhvatile određivanje pH zemljišta, sadržaja CaCO3, K2O, P2O5, kao i sadržaja organske materije 

(SOM), dok su za uzorke zemljišta koji su se koristili za postavljanje ogleda u saksijama i polju 

urađene i dodatne fizičke i hemijske analize. Priprema uzorka za hemijsku analizu urađena je 

primenom standardne metode SRPS ISO 11464:2004. Uzorci zemljišta iz poljskog ogleda i ogleda u 

saksijama osušeni su na vazduhu i samleveni u mlinu (sito 2 mm). 

3.2.9.2. Osnovne hemijske analize zemljišta 

 Određivanje pH zemljišta izvršeno je primenom standardne metode SRPS ISO 10390:2007. 

Određivanje lako-pristupačnog fosfora i kalijuma u zemljištu urađeno je primenom AL – metode, 

(Riehm, 1958). Sadržaj organske materije određen je na osnovu sadržaja ukupnog i neorganskog 

ugljenika. Sadržaj ukupnog ugljenika određen je suvim sagorevanjem po standardnoj metodi SRPS 

ISO 10694:2005, a sadržaj neorganskog izračunat je na osnovu sadržaja karbonata, čiji je sadržaj 

određen po standardnoj metodi SRPS ISO 10693:2005. Sadržaj azota u zemljištu određen je na 

aparatu za suvo sagorevanje Elementar Vario EL III - CNS (CNS analizator), primenom standardne 

metode SRPS ISO 13878:2005. 

3.2.9.3. Dodatne hemijske analize zemljišta 

Ukupni sadržaj elemenata određen je primenom metode određivanja elemenata u tragovima 

(As, Cd, Cr, Co, Cu, Pb, Mn, Ni i Zn) sa indukovanom kuplovanom plazmom – atomska emisiona 
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spektrometrija, (ICP – AES) ekstrahovanih carskom vodom, na instrumentu ICP- OES ThermoiCAP 

6300 duo. Određivanje pristupačnih formi Cu, Fe, Mn, i Zn urađeno je prema standardu SRPS ISO 

14870:2005 na instrumentu ICP- OES ThermoiCAP 6300 duo. Određivanje pristupačnih formi Ca i 

Mg izvršena je na instrumentu ICP- OES ThermoiCAP 6300 duo (Thomas, 1982). 

3.2.9.4. Fizičke analize zemljišta  

Sadržaj vode u uzorku zemljišta određen je primenom standardne metode SRPS ISO 

11465:2002. Određivanje mehaničkog sastava zemljišta obavljeno je po metodi Hadžić et al. (1997). 

3.2.10. Hemijske analize biljnog materijala 

Biljni materijal iz poljskog ogleda i ogleda u saksijama je osušen do konstantne mase na 70 

°C, fino usitnjen i razoren koncentrovanom HNO3 i 30% H2O2. Adekvatnim razblaženjima rastvor je 

pripremljen za analizu na instrumentu ICP- OES ThermoiCAP 6300 duo. Na ovaj način određena je 

koncentracija mikro- (As, Cd, Cr, Co, Cu, Pb, Mn, Fr, Ni i Zn) i makro- (Ca, Mg, P i K) elemenata u 

biljnom materijalu. Ukupan sadržaj N u biljnom materijalu je određen suvim sagoravanjem 

instrumentom Elementar Vario EL III – CNS (CNS analizator).  

3.2.11. Statističke analize 

PGP osobine, antifungalna aktivnost, proizvodnja enzima kao i efekat tretmana na parametre 

rasta biljaka i koncentraciju mikro- i makroelemenata u biljnom materijalu procenjeni su analizom 

varijanse (ANOVA-statistički program COSTAT), a Duncan test višestrukog opsega je korišćen za 

testiranje razlika između srednjih vrednosti. Korelacije između definisanih parametara analizirane su 

SPSS 16.0 programom. 
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4. REZULTATI 

4.1. Hemijske analize zemljišta 

 U Tabeli 7 su prikazane osnovne hemijske analize zemljišta iz kog je uzorkovan biljni 

materijal (korenovi) lucerke i žutog zvezdana u cilju izolacije bakterija iz korenskih kvržica. Po pH 

reakciji zemljišta (na osnovu vrednosti dobijenih u KCl), uzorci PZN i PZR1 izdvojili su se kao kiselo 

do jako kiselo zemljište. Uzorci zemljišta PLR2 i DZR3 imali su kiselu rekaciju, dok su se uzorci 

NBGL, PLR1 i ZR7 izdvojili po slabo kiseloj rekaciji (tumačeno po Šestić et al., 1969). Prema 

sadržaju karbonata, uzorci su varirali od bezkarbonatnih do srednje ka jako karbonatnim. Sadržaj K2O 

i P2O5 varirao je od niskog do visokog, a sadržaj azota i organske materije uglavnom je pokazao 

srednje vrednosti.  

Tabela 7. Osnovni hemijski parametri zemljišta iz koga je uzorkovan biljni materijal (korenske 

kvržice) 

Uzorak 

zemljišta 

pH 

(KCl) 

pH 

(H2O) 
pH reakcija zemljišta 

CaCO3 

(%) 

K2O 

(mg/100g) 

P2O5 

(mg/100g) 

N 

(%) 

Sadržaj 

organske

materije 

(%) 

DLM1 

(lucerka) 
7,48 8,12 Alkalna 9,94 8,06 16,73 0,17 3,83 

DLK1 

(lucerka) 
7,28 8,08 Alkalna 4,47 46,59 22,88 0,19 3,93 

DLK2 

(lucerka) 
7,19 8,02 Neutralna ka alkalnoj 1,34 17,76 2,99 0,22 3,54 

SM 

(lucerka) 
6,42 7,32 

Neutralna ka slabo 

kiseloj 
0,55 23,42 4,99 0,17 4,11 

MKL 

(lucerka) 
7,01 7,55 Neutralna 0,92 26,72 7,92 0,16 2,96 

NBGL 

(lucerka) 
6,05 7,10 Slabo kisela 0,12 19,12 12,41 0,18 3,13 

ALX 

(lucerka) 
6,99 7,99 Neutralna 6,25 18,78 9,63 0,16 3,85 

PLK1 

(lucerka) 
6,99 7,78 Neutralna 0,54 23,64 5,35 0,17 3,65 

PLK2 

(lucerka) 
7,01 7,68 Neutralna 0,27 29,09 39,32 0,17 3,89 

PLK3 

(lucerka) 
6,50 7,49 

Slabo kisela ka 

neutralnoj 
0,09 26,95 37,34 0,17 3,8 

PLR1 

(lucerka) 
6,02 6,85 Slabo kisela - 42,29 31,31 0,20 4,05 

PLR2 

(lucerka) 
5,12 6,17 Kisela - 30,96 5,93 0,21 3,56 

DZK1 

(zvezdan) 
6,73 7,47 Neutralna 0,27 34,69 2,66 0,14 5,03 

DZM1 

(zvezdan) 
7,21 7,70 Alkalna ka neutralnoj 0,71 39,12 3,66 0,10 5,37 

DZR2 

(zvezdan) 
7,33 7,64 Alkalna 19,70 16,47 8,90 0,11 6,26 

DZR3 

(zvezdan) 
4,94 6,34 Kisela - 22,35 0,81 0,19 3,11 

ZR7 

(zvezdan) 
5,98 6,97 Slabo kisela 1,02 17,98 17,60 0,16 2,99 

PZN 

(zvezdan) 
4,12 5,67 Kisela ka jako kiseloj - 14,62 2,63 0,18 3,36 

PZR1 

(zvezdan) 
4,52 6,08 Kisela ka jako kiseloj - 19,77 1,59 0,14 2,68 

-: nije detektovano prisutvo CaCO3 u uzorku 
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4.2. Izolacija i preliminarna karakterizacija bakterija korenskih kvržica 

 Kako postoji znatno manji i ograničen broj studija koje su se bavile bakterijskim diverzitetom 

bakterija iz korenskih kvržica žutog zvezdana u odnosu na lucerku, pogotovo na teritoriji Srbije, više 

pažnje posvećeno je izolaciji i determinaciji bakterija poreklom iz korenskih kvržica žutog zvezdana. 

U Tabelama 8. i 9. su navedeni izolati iz ove studije, kao i neki od izolata iz prethodnih istraživanja 

Odseka za mikrobiologiju Instituta za zemljište, koji su u svrhe istraživanja diverziteta takođe ispitani.  

 U ovom istraživanju ukupno je izolovano 152 bakterijska izolata iz korenskih kvržica lucerke 

i žutog zvezdana, od čega 64 iz kvržica lucerke i 88 iz kvržica žutog zvezdana. Na osnovu morfologije 

kolonija, kao i Gram reakcije svi izolati su preliminarno okarakterisani kao rizobijalni (sluzave 

kolonije, G-) ili nerizobijalni (najčešće mat kolonije pravinog oblika, G+ili G-, veći štapići) (Slika7, 

Prilozi 1 i 2). Izolati koji su imali sposobnost nodulacije (Prilozi 1 i 2) pri reinokulaciji biljke 

domaćina okarakterisani su kao rizobijalni, dok su ovoj grupi pridruženi i izolati koji nisu imali 

sposobnost nodulacije, ali su se po drugim posmatranim karakteristikama mogli definisati kao 

rizobijalni. Preliminarna karakterizacija izolata na osnovu morfologije kolonija i Gram reakcije, kao 

i pojave fluorescencije na KB medijumu pokazala je da je od ukupnog broja izolata iz lucerke 40 

potencijalno pripada rizobijalnim vrstama, a 24 ostalim vrstama. U slučaju izolata iz korenskih 

kvržica žutog zvezdana, 30 izolata su preliminarno okarakterisani kao rizobijalni, a 58 kao 

nerizobijalni.  

 
Slika 7. Uobičajena morfologija kolonija i Gram reakcija: levo nerizobijalni izolat, desno rizobijalni 

izolat (foto M. Knežević) 

4.2.1. Određivanje uticaja abiotičkih faktora na rast izolata  

 U cilju ispitivanja otpornosti na nepovoljne uslove sredine, testirana je tolerancija izolata na 

uslove različite pH vrednosti, koncentracije NaCl i temperature. Izolati su pokazali različit stepen 

tolerancije na nepovoljne uslove u zavisnosti od toga da li su rizobijalni ili nerizobijalni, kao i u 

zavisnosti od porekla (korenske kvržice lucerke ili žutog zvezdana). Rezultati tolerancije izolata na 

nepovoljne uslove sredine prikazani su kao Prilozi 3-8.  

 Samo 8% nerizobijalnih izolata iz lucerke pokazalo je toleranciju na najnižu testiranu pH 

vrednost (pH 4), a 50% pokazalo je toleranciju na pH 5. Na pH 9 detektovan je rast 45% izolata, dok 

je na najvišoj testiranoj pH (pH 10) mogao da raste samo jedan nerizobijalni izolat (L3). Rizobijalni 
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izolati poreklom iz lucerke pokazali su bolju toleranciju na najnižu pH vrednost (25%), a 60% je raslo 

na podlozi sa pH 5. Takođe, rast rizobijalnih izolata na pH 9 bio je sličan kao i u slučaju nerizobijalnih 

izolata (33%), a na pH 10 nije detektovan rast. Nerizobijalni izolati poreklom iz žutog zvezdana 

pokazali su daleko bolju toleranciju na najnižu testiranu pH vrednost (38%) u odnosu na izolate iz 

lucerke. Veći procenat izolata imao je sposobnost rasta na pH 5 (69%). U odnosu na izolate iz lucerke, 

nerizobijalni izolati iz žutog zvezdana pokazali su manju toleranciju na pH 9 (28%), dok je na 

najvišem testiranom pH detektovan rast samo 4 izolata. U odnosu na izolate iz lucerke, veći procenat 

rizobijalnih izolata iz žutog zvedana imao je sposobnost rasta na pH 4 (37%) i na pH 5 (80%). 

Međutim, manji broj izolata rastao je na pH 9 (31%), dok je na pH 10 detektovan rast samo izolata 

DZM1Em. 

 Svi nerizobijalni izolati iz lucerke bili su tolerantni na koncentracije NaCl od 0,5 do 3%. Na 

koncentraciji NaCl od 4% nije detektovan rast samo jednog izolata, dok je na podlogama sa 5% i 6% 

NaCl raslo 46% i 33% nerizobijalnih izolata, redom. Rizobijalni izolati pokazali su dobar rast na 

nižim koncentracijama NaCl. Pri koncentraciji 4% NaCl detektovan je rast 48% izolata, na 5% NaCl 

raslo je 13% izolata, dok su pri  najvećoj tesiranoj koncentraciji rasla samo 2 izolata. Nerizobijalni 

izolati iz žutog zvezdana imali su slabiji rast na većim koncentracijama NaCl, u poređenju sa 

izolatima iz lucerke. Pri koncentraciji NaCl od 5% raslo je 33% izolata, a pri koncentraciji NaCl od 

6% samo 15% izolata. Rast rizobijalnih izolata poreklom iz žutog zvezdana bio je ograničen visokim 

koncentracijama NaCl. Pri koncentraciji NaCl od 4%, rasla su samo 2 izolata, dok pri većim 

koncentracijama NaCl nije detektovan rast ovih izolata. Za izolate L3 i DZK1Bh testiran je rast i na 

konecentracijama NaCl do 10%, na kojima su pokazali dobar rast. 

 Nije detektovan rast nerizobijalnih izolata iz lucerke na 4 C, dok je procenat rasta ovih izolata 

na 16 C i 45 C bio 29% i 20%, redom. Na najvišoj testiranoj temperaturi (60 C) detektovan je slab 

rast samo izolata L3. Takođe, rizobijalni izolati poreklom iz lucerke nisu rasli na najnižoj i najvišoj 

testiranoj temperatiri (4 C i 60 C). Detektovan je rast 40% izolata na temperaturi od 16 C i 15% 

na 45 C. Procenat rizobijalnih izolata poreklom iz žutog zvezdana koji su imali sposobnost rasta na 

16 C bio je 20%, a na 45 C samo 8%, što je bilo manje u poređenju sa rizobijalnim izolatima iz 

lucerke. Na najnižoj i najvišoj temperaturi nije detektovan rast rizobijalnih i nerizobijalnih izolata iz 

lucerke. Veliki procenat nerizobijalnih izolata iz žutog zvezdana pokazao je sposobnost rasta na 16 

C, čak 83%, dok su na 45 C mogla da rastu samo 3 izolata (Slika 8).  

 
Slika 8. Rast nerizobijalnih izolata iz žutog zvezdana na temperaturi od 16C, određen metodom 

„replica-plating“ (foto M. Knežević) 

4.3. Testiranje osobina izolata da promovišu rast biljaka in vitro 

 Od ukupno testirana 152 izolata iz korenskih kvržica lucerke i žutog zvezdana, 30 je pokazalo 

sposobnost produkcije siderofora, 23 sposobnost solubilizacije fosfata i 81 sposobnost produkcije 

indol-3-sirćetne kiseline. Samo 7 izolata (4 poreklom iz korenskih kvržica lucerke: L1, LG, Luc2, 

L2Cr i tri iz žutog zvezdana: DZK1Bh, DZK1Jh i ZR7Dh) posedovalo je sve 3 testirane PGP osobine.  

 Produkcija siderofora detektovana je kod 22% izolata iz korenskih kvržica lucerke, koji su 

većinom pripadali nerizobijalnim izolatima (11 izolata), dok je od rizobijalnih samo 3 izolata 
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pokazalo sposobnost produkcije siderofora (Prilog 9). Najveća produkcija siderofora zabeležena je 

za izolat L2Cr, sa poluprečnikom formirane halo zone od 44,834,07 cm (Slika 9). Takođe, izolat 

Luc2 dao je halo zone veće u odnosu na ostale izolate (17,001,73 mm). Vrednosti poluprečnika halo 

zone za ostale izolate kretale su se u opsegu od 0,830,29 (izolat L20) do 13,002,56 cm (izolat LG).  

 
Slika 9. Promena boje CAS agara iz zelene u žutu usled produkcije siderofora (a: neinokulisana 

podloga, b: izolat L2Cr, foto M. Knežević) 

 Od testiranih izolata iz korenskih kvržica lucerke, samo 7 (11%) je pokazalo sposobnost 

solubilizacije fosfata (4 nerizobijalnih i 3 rizobijalna izolata). Najveće vrednosti zabeležene su za 

izolat LG (13,001,32 mm poluprečnik halo zone) (Slika 10, Prilog 9). Od preostalih izolata sa 

mogućnošću solubilizacije fosfata, izolat L2Cr produkovao je halo zonu poluprečnika 12,171,76 

mm, dok je najniža vrednost zabeležena za izolat SM8 (1,130,09 mm).   

 
a-i: Vrednosti označene istim slovima nisu statistički različite prema Duncan multiple range testu (P≤0,05). Crvenim oznakama su 

obeleženi rizobijalni izolati, a zelenim nerizobijalni. 

Slika 10. Sposobnost izolata iz lucerke da produkuju siderofore i solubilizuju fosfate 

 Preko 50% izolata iz korenskih kvržica lucerke pokazalo je određen nivo produkcije IAA. 

Vrednosti produkovane IAA za izolate iz korenskih kvržica lucerke kretale su se od 1,020,70 (izolat 

SM8) do 50,872,16 g ml-1 (izolat L3). Osim izolata L3 kao dobri producenti IAA izvojili su se i 

izolati LG, Luc2, SMO1 i DLM1Bh (Slika 11). U slučaju produkcije IAA, pokazalo se da približno 

isti broj rizobijalnih (17) i nerizobiljanih (15) izolata ima sposobnost produkcije ovog jedinjenja, iako 

su vrednosti za rizobijalne izolate bile generalno manje.   
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Od 88 testiranih izolata poreklom iz kvržica žutog zvezdana, samo 17% pokazalo je 

sposobnost produkcije siderofora (Slika 12, Prilog 10). Slično kao u slučaju izolata iz kvržica lucerke, 

kod izolata poreklom iz zvezdana, veći procenat nerizobijalnih izolata produkovao je siderofore (15 

izolata), u odnosu na rizobijalne (1 izolat). Najveći poluprečnik formirane halo zone na CAS agaru 

koji je ukazivao na najznačniji potencijal produkcije siderofora zabeležen je za izolat ZR7Kh 

(24,832,36 mm), dok su se vrednosti za ostale testirane izolate kretale u opsegu od 1,00 mm (izolat 

DZM1Kh3) do 20,172,75 mm (izolat ZR7Im2). 

 

 
a-g: Vrednosti označene istim slovima nisu statistički različite prema Duncan multiple range testu (P≤0,05). Crvenim oznakama su 

obeleženi rizobijalni izolati, a zelenim nerizobijalni. 

Slika 12. Sposobnost izolata iz žutog zvezdana da produkuju siderofore i solubilizuju fosfate 

 Slično kao i u slučaju produkcije siderofora, zabeležen je mali procenat izolata koji imaju 

sposobnost solubilizacije fosfata (18%). Izolat DZK1Bh izdvojio se kao najznačajniji producent 

siderofora, sa poluprečnikom formirane halo zone od 9,831,53mm (Slika 12). Nakon izolata 

DZK1Bh, izolati DZM1Lm, DZR2Cm i PZNDm1 izdvojili su se kao značajni producenti siderofora, 

u odnosu na druge izolate.  

 Preko 55% izolata iz korenskih kvržica žutog zvezdana imalo je sposobnost produkcije IAA 

koje su se kretale u opsegu vrednosti od 1,000,10 do 99,375,05 g ml-1 (Slika 13, Prilog 10). U 

odnosu na nerizobijalne, rizobijalni izolati pokazali su se kao bolji producenti IAA, sa 21 izolatom sa 

sposobnošću produkcije IAA (od ukupno 30). Najveće koncentracije IAA zabeležene su za izolat 

1M12, praćene izolatom U1C (76,704,92 g ml-1).  
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 Generalno, veći procenat izolata poreklom iz kvržica lucerke pokazao je sposobnost 

produkcije siderofora, dok su se izolati poreklom iz kvržica žutog zvezdana pokazali kao zastupljeniji 

solubilizatori fostafa i producenti IAA. Produkcija siderofora i sposobnost solubilizacije fosfata bile 

su zastupljenije osobine nerizobijalnih izolata poreklom iz obe biljne vrste. Produkcija IAA bila je 

većinski zastupljena kod rizobijalnih izolata iz kvržica žutog zvezdana, dok je u slučaju izolata iz 

lucerke procentualna zastupljenost producenata IAA bila vrlo slična između rizobijalnih i 

nerizobijalnih izolata.  

4.4. In vitro skrining antifungalne aktivnosti izolata 

 Od svih testiranih izolata, samo 17 je pokazalo antifungalno dejstvo prema bar jednom 

fungalnom patogenu (F. oxysporum, F. graminearum ili F. proliferatum) (Slika 14). Izolati koji su 

preliminarno okarakterisani kao rizobijalni nisu pokazali antifungalno dejstvo. Izolati iz korenskih 

kvržica lucerke generalno su pokazali bolje antifungalno dejstvo, sa 11 izolata koji su inhibirali rast 

makar jedne gljive. Od 11 izolata, njih 90% imalo je efekat na inhibiciju rasta F. oxysporum, 73% na 

F. graminearum i 55% na F. proliferatum. Takođe, izolati iz lucerke imali su najveći antifungalni 

efekat prema F. oxysporum, a zatim prema F. graminearum i F. proliferatum. 

Od svih testiranih izolata, L3 je pokazao najbolji antifungalni efekat, sa procentom inhibicije 

rasta većim od 30% prema svim testiranim fungalnim patogenima Takođe, L3 je jedini izolat koji je 

u formi supernatanta uticao na rast testiranih gljiva sa procentom inhibicije od 27,71%2,17; 

21,18%3,9 i 13,31%1,4 za F. oxysporum, F. graminearum i F. proliferatum, redom. Izolat 1.5 

pokazao je dobar inhibitorni efekat na rast F. oxysporum (28%), slab efekat na rast F. graminearum 

(5%) i nije imao efekta na rast F. proliferatum. 

 
a-g: Vrednosti označene istim slovima nisu statistički različite prema Duncan multiple range testu (P≤0,05). 

Slika 14. Antifungalni potencijal izolata prema F. oxysporum, F. graminearum i F. proliferatum 

Od izolata koji su preliminarno okarakterisani kao pripadnici roda Pseudomonas, izolat Luc2 

inhibirao je rast F. graminearum za 27%; F. oxysporum za 13% i F. proliferatum za 10% , dok je 

izolat L1 pokazao manje značajan inhibitorni efekat (Slika 15).  
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Slika 15. Inhibitorni efekat izolata a) Luc2 i b) L1 na c) F. graminearum (foto M. Knežević) 

Inhibitorni efekat izolata 4.3 protiv F. proliferatum bio je slabiji od dejstva izolata L3, ali je 

njegova antifungalna aktivnost bila značajna u poređenju sa drugim testiranim izolatima. Iako izolati 

L21 i L22 nisu imali direktnog uticaja na inhibiciju rasta testiranih gljiva; gustina micelije F. 

oxysporum bila je smanjena pod dejstvom ovih izolata, u odnosu na kontrolu. Od svih testiranih 

izolata, produkcija HCN detektovana je samo kod izolata L3 i L1 (Slika 16).  

 
Slika 16. Produkcija HCN detektovana za izolat L1 (foto M. Knežević) 

 Od izolata iz korenskih kvržica žutog zvezdana, samo 6 izolata pokazalo je antifungalno 

dejstvo. Svi su imali efekat na inhibiciju rasta F. oxysporum, dva na F. graminearum i jedan na F. 

proliferatum. Izolat ZRIm2 pokazao je naznačajnije antifungalno dejstvo na F. oxysporum, sa 

procentom inhibicije rasta od 33%. Takođe, ovo je jedini izolat iz korenskih kvržica žutog zvezdana 

koji je pokazao delovanje protiv F. proliferatum (10%).  

 Na osnovu rezultata in vitro testiranja antifungalne aktivnosti, izolati L3, ZR7Im2, 1.5 i Luc2 

mogu se izdvojiti kao potencijalno dobri antagonisti testiranih vrsta roda Fusarium (Slika 17). 

 
Slika 17. Inhibitorni efekat izolata a) L3, b) ZR7Im2 i c) 1.5 na d) F. oxysporum (preuzeto iz Knežević 

et al., 2021a) 
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 Od 17 testiranih izolata sa antifungalnom aktivnošću, PCR analiza pokazala je da 5 izolata 

poseduje gene za produkciju antibiotika koji potencijalno imaju ulogu u njihovom antagonističkom 

delovanju. Svih 5 izolata sa prisustvom gena za produkciju antibiotika su izolati iz korenskih kvržica 

lucerke, dok prisustvo ovih gena nije detektovano kod izolata iz žutog zvezdana. Pokazano je da izolat 

L3 poseduje gene za produkciju fengicina, surfaktina i iturina C. Pristustvo gena za produkciju 

bacilizina pokazano je kod izolata 4.3, dok su izolati L1, Luc2 i L2Cr posedovali gene za produkciju 

fenazina.  

4.5. Kvalitativno određivanje produkcije hidrolitičkih enzima 

Ukupno 29 izolata pokazalo je mogućnost produkcije hidrolitičkih enzima kao što su celulaze, 

hitinaze, proteaze, amilaze, lipaze ili pektinaze, od čega 17 izolata iz korenskih kvržica lucerke i 12 

izolata iz žutog zvezdana. Kao i u slučaju testiranja antifungalnog efekta, izolati koji su preliminarno 

okarakterisani kao rizobijalni nisu pokazali sposobnost produkcije hidrolitičkih enzima.  

Od svih izolata sa sposobnošću produkcije hidrolitičkih enzima, izolat L3 izdvojio se kao 

najznačajniji za produkciju svih navedenih enzima. Izolat L3 formirao je halo zonu veličine 

11.67±0,77 mm na podlozi sa dodatkom hitina, što je bilo značajno više od ostalih izolata. Takođe, 

halo zone koje je ovaj izolat formirao na podlogama sa skrobom (9±0,76 mm) i pektinom (8±0,69 

mm) bile su značajno veće u poređenju sa ostalim izolatima. Kao najznačajniji za produkciju lipaza 

od izolata iz lucerke izvojili su se i izolati PLK3Ah i PLR2Ah (sa halo zonama od 3±0,21 mm), dok 

su se izolati 4.3 i 1.5 izdvojili za produkciju celulaza i amilaza (8,33±0,29 mm i 7±0,28 mm, redom) 

(Slika 18).  

 
Slika 18. Produkcija amilaza na medijumu sa skrobom (L3: gore, 4.3: desno, 1.5: dole i 6.1: levo) 

(foto M. Knežević) 

Od 12 izolata iz žutog zvezdana, ZR7Im2 je pokazao najznačajniju produkciju celulaza 

(9.67±0,28 mm) i amilaza (8±0,76 mm), dok se izolat ZR7Kh izdvojio po produkciji lipaza (2±0,1 

mm) (Slika 19). Generalno, izolati iz lucerke pokazali su bolji potencijal za produkciju hidrolitičkih 

enzima, u poređenju sa izolatima iz korenskih kvržica žutog zvezdana. Takođe, u slučaju izolata iz 

lucerke, primećeno je da veći broj izolata (64%) ima sposobnost istovremene produkcije više 

hidrolitičkih enzima, u poređenju sa izolatima iz žutog zvezdana (58%).  

 



 

 

 

39 

  

 
a-

g
: 

V
re

d
n
o

st
i 

za
 s

v
ak

i 
p
o

je
d

in
ač

n
i 

en
zi

m
 o

zn
ač

en
e 

is
ti

m
 s

lo
v

im
a 

n
is

u
 s

ta
ti

st
ič

k
i 

ra
zl

ič
it

e 
p

re
m

a 
D

u
n

ca
n

 m
u

lt
ip

le
 r

an
g

e 
te

st
u

 (
P

≤
0

,0
5
).

 

S
li

k
a
 1

9
. 
S

p
o
so

b
n
o
st

 i
zo

la
ta

 z
a 

p
ro

d
u
k

ci
ju

 h
id

ro
li

ti
čk

ih
 e

n
zi

m
a 

 

  



 

40 

 

4.6. Testiranje efikasnosti azotofiksacije rizobijalnih izolata 

Od 72 izolata koji su u ovom istraživanju preliminarno okarakterisani kao rizobijalni, njih 29 

pokazalo je sposobnost nodulacije lucerke ili žutog zvezdana. Devet izolata poreklom iz kvržica 

lucerke imalo je sposobnost nodulacije ove biljne vrste, dok je 20 izolata iz kvržica žutog zvezdana 

nodulisalo biljke žutog zvezdana u epruvetama. Efikasnost izolata u fiksaciji azota praćena je preko 

parametara procenta azota u nadzemnom delu biljke, suve mase nadzemnog dela biljke, kao i visine 

biljaka. Takođe, praćena je i dužina korena biljaka. 

 U pogledu visine nadzemnog dela biljaka, inokulacija biljaka lucerke izolatima 10-2BM i 

DLM1Bm dala je najveće visine biljaka (17,91cm0,39 i 17,29cm1,10 redom), sa vrednostima koje 

se nisu statistički razlikovale od kontrole sa azotom (17cm0,11) (Tabela 8). Visina biljaka tretiranih 

izolatom GPD2 bila je jednaka kontroli bez inokulacije. Biljke inokulisane sojevima 10-2BM i 

DLM1Bm bile su tamno zelene boje, u odnosu na kontrolne biljke koje su bile zeleno-žute boje (Slika 

16). Vrednosti za ostale izolate kretale su se u rasponu vrednosti između kontrole bez inokulacije i 

kontrole sa azotom. Na dužinu korena inokulisanih biljaka lucerke, najznačajniji efekat imali su 

izolati GPD2 i 2-1, koji se nisu razlikovali od kontrole sa azotom.  

Tabela 8. Parametri azotofiksacije rizobijalnih izolata iz lucerke (M. sativa) 

Izolat Visina biljke (cm) Dužina korena (cm) SDW (mg) N (%) 

GNOV4 14,12±0,57de 12,43±0,97cdef 15,75±0,24abc 2,93±0,18bc 

GPD2 10,02±2,69f 17,02±1,83a 10,12±0,12de 3,44±0,15a 

10-2BM 17,91±0,39a 10,51±0,50ef 15,38±3,24abc 2,12±0,23f 

GV2-1 14,77±0,63cd 13,66±0,66bcd 15,96±1,94ab 2,53±0,12de 

2.24 13,09±1,45de 14,22±0,78bc 10,43±1,16de 2,22±0,08ef 

2-1 15,24±1,17bcd 15,74±0,76ab 12,78±0,79bcd 2,09±0,10f 

2.3R 14,47±0,57de 13,25±2,25cd 12,55±0,77cd 2,71±0,56cd 

10-2N 12,04±1,96ef 12,61±0,91cde 9,78±0,22de 2,66±0,14cd 

DLM1Bm 17,30±1,10ab 11,43±2,33def 16,49±0,51a 3,00±05bc 

ØN 17,00±0,11abc 17,87±1,33a 17,11±1,85a 3,09±0,58b 

Ø 10,00±2,00f 10,05±0,14f 9,17±3,17e 1,62±0,11g 

a-g: Vrednosti u koloni označene istim slovima nisu statistički različite prema Duncan multiple range test (P≤0,05); SDW: suva 

nadzemna masa biljaka 

 Suva masa nadzemnog dela biljaka smatra se najvažnijim parametrom efikasnosti 

azotofiksacije rizobijalnih sojeva (Hungria & Bohrer, 2000). Iako se rizobijalni izolati mogu 

okarakterisati kao neefikasni za azotofiksaciju (kriterijum po Pochon, 1954), inokulacija izolatima 

GNOV4, GV2-1, 10-2BM i DLM1Bm indukovala je vrednosti SDW koje se nisu razlikovale od 

kontrole sa azotom (Tabela 8). Neinokulisane biljke (Ø) imale su najmanji prinos suve nadzemne 

mase, dok su se vrednosti za ostale izolate kretale u opsegu od 9,770,22 mg (10-2N) do 12,780,79 

mg (2-1). 

Inokulacija svim izolatima koji su okarakterisani kao potencijalno rizobijalni imala je 

pozitivan uticaj na povećanje procenta azota u biljkama lucerke, u odnosu na neinokulisanu kontrolu. 

Od izolata iz lucerke, izolat GPD2 indukovao je najveći procenat azota (3,44%0,15) u nadzemnom 

delu biljke, koji je bio 2 puta veći u odnosu na neinokulisanu kontrolu (Tabela 8). Izolati GNOV4 i 

DLM1Bm nisu se razlikovali u pogledu sadržaja azota u biljkama lucerke od kontrole sa azotom, što 

takođe ukazuje na njihov potencijal azotofiksacije. Na korenima biljaka inokulisanim sojevima 

GPD2, GNOV4 i DLM1Bm zabeleženo je prisustvo aktivnih korenskih kvržica (krupnije kvržice 

roze boje) (Slika 20). Vrednosti sadržaja azota za druge izolate  kretale su se između vrednosti 

kontrole bez inokulacije (Ø) i kontrole sa azotom (ØN). 
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Slika 20. Levo: neinokulisane biljke (a) i biljke inokulisane izolatom DLM1Bm (b), desno: formirane 

korenske kvržice lucerke (M. sativa) (foto M. Knežević) 

 Visina biljaka žutog zvezdana inokulisanih sa svim izolatima bila je veća u odnosu na kontrolu 

bez inokulacije (6,210,34 cm). Najveća vrednost za visinu biljaka zabeležena je u slučaju kontrole 

sa azotom (19,811,60 cm). Kao izolati koji su imali najveći uticaj na ovaj parametar izdvojili su 

izolati DZR2Dm, DZR2Cm, DZM1Mm i DZM1Lm, sa visinom biljaka većom od 15 cm. Dužina 

korena kretala se od 9,071,39 cm (izolat DZM1Jm) do 17,411,49 cm (izolat DZR2Dm). 

Suva nadzemna masa biljaka inokulisanih svim izolatima bila je veća od mase neinokulisanih 

biljaka, a vrednosti su se kretale od 4,970,39 mg (Ø) do 22,302,35 mg (ØN). Devet izolata dalo je 

vrednosti suve nadzemne mase koje su bile 2,5 puta veće od neinokulisane kontrole (vrednosti SDW 

u Tabeli 13 označene zelenim). Inokulacija izolatima DZM1Lm i DZR2Cm indukovala je vrednosti 

suve nadzemne mase koje su bile jednake kontroli sa azotom (21,302,10 mg i 19,861,44 mg, 

redom).  

Inokulacija svim izolatima koji su okarakterisani kao potencijalno rizobijalni imala je 

pozitivan uticaj na povećanje procenta azota u biljnom materijalu, visinu biljaka, kao i na povećanje 

suve nadzemne mase biljaka (Tabela 9). Najveći procenat azota dobijen je inokulacijom izolatima 

PZNDm1 (4,120,02%) i DZR2Dm (4,01±0,07) , dok je inokulacija izolatima DZM1Lm, PZR1Em, 

DZM1Jm, DZM1Mm i DZM1Om dala gotovo iste vrednosti ovog parametra. 
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Tabela 9. Parametri azotofiksacije rizobijlanih izolata iz žutog zvezdana (L. corniculatus) 

Izolat Visina biljke (cm) Dužina korena (cm) SDW (mg) N (%) 

DZR2Cm 16,90±0,35b 13,72±1,29bcd 19,86±1,44ab 3,01±0,14de 

DZM1Lm 15,23±0,55bcd 11,25±0,83defg 21,30±2,10 a 3,88±0,13b 

DZM1Mm 15,42±0,10bcd 11,03±1,89efg 17,87±0,67bc 3,84±0,14bc 

PZNDm 9,12±0,06i 9,55±2,00g 10,21±1,89gh 2,76±0,23defg 

DZM1Om 9,44±0,01hi 10,21±0,21g 9,98±0,02gh 3,95±0,14b 

DZK1Em 10,72±0,20ghi 10,36±2,64fg 9,78±1,80gh 2,44±0,25g 

DZM1Cm 10,32±0,13ghi 9,45±0,36g 10,14±1,26gh 3,07±0,11d 

DZM1Hm 11,22±0,71ghi 11,49±1,71defg 10,39±3,18gh 2,62±0,12fg 

DZM1Nm 12,03±0,03efg 10,04±1,47g 11,09±0,90g 3,55±0,30c 

DZM1Im 11,79±0,21fgh 15,27±1,99abc 7,70±0,70 h 2,70±0,49efg 

PZR1Em 16,27±1,26bc 15,62±0,63ab 16,43±0,88cd 3,93±0,21b 

DZM1Km 13,97±0,98def 10,53±1,29fg 12,29±2,35efg 2,69±0,11efg 

DZM1Jm 10,71±0,36ghi 9,07±1,39g 14,54±0,46de 3,93±0,09b 

DZK1Bm 10,23±3,19ghi 9,40±0,85g 7,72±0,35h 2,12±0,29h 

DZK1Cm 13,74±2,04def 12,87±0,65cdef 14,08±0,31def 2,94±0,27def 

PZNCm 10,47±0,71ghi 11,42±2,58defg 11,73±0,25 3,10±0,50d 

PZR1Dm 9,93±2,63ghi 9,12±0,88g 10,06±0,71gh 3,07±0,06d 

PZR1Bm 9,93±1,31ghi 10,78±0,68fg 14,07±2,75def 2,79±0,10defg 

DZR2Dm 17,09±2,09b 17,41±1,49a 17,80±1,60bc 4,01±0,07b 

PZNDm1 14,12±0,52cde 13,55±0,56bcde 16,59±1,05cd 4,12±0,02b 

ØN 19,81±1,60a 14,25±0,25bc 22,30±2,35a 5,10±0,13a 

Ø 6,21±0,34j 9,96±0,10g 4,97±0,39i 1,15±0,03i 
a-g: Vrednosti u koloni označene istim slovima nisu statistički različite prema Duncan multiple range testu (P≤0,05); Vrednosti SDW 

obeležene zelenim su 2,5 puta veće od kontrole bez inokulacije; SDW: suva nadzemna masa biljaka  

 

4.7. Identifikacija bakterijskih izolata 

 U ovom istraživanju ukupno 80 izolata iz kvržica lucerke i žutog zvedana je odabrano za 

molekularnu identifikaciju. Od 80 determinisanih izolata, 36 (24 nerizobijalna i 12 rizobijalnih) bili 

su izolati iz korenskih kvržica lucerke i 44 (17 nerizobijalnih i 27 rizobijalnih) iz žutog zvezdana. 

Izolati su odabrani na osnovu svojih PGP osobina, antifungalnog potencijala ili efikasnosti 

azotofiksacije. Takođe, u molekularnu determinaciju uključeni su i izolati koji pripadaju kolekciji 

Instituta za zemljište, a izolovani su ranije iz kvržica lucerke ili žutog zvezdana (izolati L4, L5, 

1MNKsv, 2MNK, 1MNKnod, 613, 617, 607, 611, 615, 6291, 602v, 616, 604 i 608). Izolati su 

determinisani pomoću BLASTn analize obrađenih parcijalnih sekvenci gena za 16S rRNK. Za 

pojedine izolate koji na osnovu sekvenci gena za 16S rRNK nisu mogli biti determinisani do nivoa 

vrste urađena je i analiza drugih gena (za Bacillus spp. tuf gena, za rizobijalne izolate recA gena, a za 

Pseudomonas spp. i Serratia spp. gyrB gena). Tabelarni prikaz svih determinisanih izolata dat je u 

Prilogu 11. 

 Nerizobijalni izolati poreklom iz kvržica lucerke većinom su bili okarakterisani kao Bacillus 

spp. (Slika 21). Osim ovih vrsta, izolati su determinisani i kao pripadnici vrsta rodova Serratia, 

Pseudomonas, Nocardia, Bosea i Agrobacterium (Prilog 11). Analiza sekvenci gyrB gena za vrste 

roda Serratia (ZR7Im2 i ZR7Gm) omogućila je njihovu determinaciju do nivoa vrste Serratia 

plymuthica.  
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Analiza sekvenci gyrB gena za vrste roda Pseudomonas ukazala je na sličnost sa vrstom 

Pseudomonas brassicacearum. Međutim, nizak procenat sličnosti ukazao je na potrebu dodatne 

analize drugih gena u slučaju Pseudomonas spp. 

Slika 21. „Neighbour-joining“filogenetsko stablo konstruisano na osnovu  parcijalnih sekvenci gena 

za 16S rRNK. Osamnaest uporednih (Bacillus spp., Rhodococcous spp., Nocardia spp., Bosea spp. i 

Pseudomonas spp.)  sojeva su preuzeti iz NCBI baze. Salmonella enterica je korišćena za 

ukorenjavanje stabla.  
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 Rizobijalni izolati iz lucerke okarakterisani su kao pripadnici roda Sinorhizobium (Ensifer) 

(Slika 22). U korenskim kvržicama lucerke detektovano je i prisustvo jednog izolata okarakterisanog 

kao Mesorhizobium sp. (Prilog 11). Dodatna analiza sekvenci recA gena omogućila je bolju 

determinaciju pojedinih Sinorhizobium spp. izolata do nivoa vrste.   

Slika 22. „Neighbour-joining“ filogenetsko stablo konstruisano na osnovu  parcijalnih sekvenci gena 

za 16S rRNK. Pet uporednih Sinorhizobium spp. sojeva, kao i Bradyrhizobium japonicum su preuzeti 

iz NCBI baze. B. megaterium je korišćen za ukorenjavanje stabla.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

45 

 

Slično kao u slučaju izolata iz lucerke, nerizobijalni izolati iz žutog zvezdana identifikovani 

su pretežno kao Bacillus spp. (Slika 23). Takođe, detektovano je i prisustvo vrsta rodova 

Paenibacillus i Pseudomonas (Prilog 11). Analiza sekvenci tuf gena bila je značajna za precizniju 

determinaciju vrsta roda Bacillus. U odnosu na nerizobijalne izolate iz lucerke, determinisani izolati 

iz žutog zvezdana pokazali su manju raznovrsnost.  

Slika 23. „Neighbour-joining“ filogenetsko stablo konstruisano na osnovu  parcijalnih sekvenci gena 

za 16S rRNK. Šesnaest uporednih sojeva su preuzeti iz NCBI baze. Salmonella enterica je korišćena 

za ukorenjavanje stabla.  
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Svi rizobijalni izolati poreklom iz korenskih kvržica žutog zvezdana determinisani su kao 

Mesorhizobium spp. (Slika 24). Na osnovu sekvenci gena za 16S rRNK izolati su determinisani 

pretežno do nivoa roda.  

Slika 24. „Neighbour-joining“ filogenetsko stablo konstruisano na osnovu  parcijalnih sekvenci gena 

za 16S rRNK. Deset uporednih Mesorhizobium spp. sojeva su preuzeti iz NCBI baze. B. megaterium 

je korišćen za ukorenjavanje stabla.  

 

Dodatnom analizom sekvenci recA gena za vrste roda Mesorhizobium nije bilo moguće sa 

sigurnošću determinisati pojedine izolate do nivoa vrste (Slika 25). 
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Slika 25. „Neighbour-joining“ filogenetsko stablo konstruisano na osnovu  parcijalnih sekvenci recA 

gena. Šest uporednih sojeva su preuzeti iz NCBI baze. B. cereus je korišćen za ukorenjavanje stabla. 

Na osnovu sekvenci za 16S rRNK za sve izolate i sekvenci tuf (za Bacillus spp.) ili gyrB gena 

(za Pseudomonas spp. i Serratia spp.) konstruisano je konkatemerno filogenetsko stablo koje je dalo 

bolju rezoluciju za nerizobijalne izolate od značaja (poreklom iz lucerke i žutog zvezdana) (Slika 26). 

Vrste roda Bacillus bile su podjednako zastupljene u obe biljne vrste, dok su Serratia spp. bili 

karakteristični za žuti zvezdan, a Pseudomonas spp. za korenske kvržice lucerke.  
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Slika 26. Konkatemerno „Neighbour-joining“ filogenetsko stablo konstruisano na osnovu  parcijalnih 

sekvenci gena za 16S rRNK i parcijalnih sekvenci tuf gena za izolate Bacillus spp. i gyrB za 

Pseudomonas spp. i Serratia spp. Četiri uporedna Bacillus spp., tri Pseudomonas spp. i dva Serratia 

spp. soja su preuzeti iz NCBI baze. Methanobacterium formicicum je korišćen za ukorenjavanje 

stabla. Plavim oznakama su obeleženi izolati poreklom iz kvržica žutog zvezdana, a ljubičastim iz 

lucerke (preuzeto i modifikovano iz Knežević et al., 2021a).  
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4.8. Uticaj bakterijske inokulacije na rast i nutritivni sastav žutog zvezdana u kiselom zemljištu 

(ogled u saksijama I) 

Analiza fizičko-hemijskih parametara zemljišta koje je korišćeno za postavljanje ogleda 

pokazala je da zemljište ima kiselu reakciju sa pH vrednošću 5,4 (Tabela 10). Procenat organske 

materije u zemljištu bio je 3,77%, zemljište je bilo bogato P i K, dok u uzorku zemljišta nisu 

detektovani karbonati. Odnos Ca:Mg (3,3), u poređenju sa vrednostima datim od strane Edwards 

(2018), pokazalo je da je sadržaj izmenjivog Ca u ispitivanom zemljištu bio nizak, u odnosu na sadržaj 

izmenjivog Mg. Na osnovu analize granulometrijskog sastava teksturna klasa zemljišta je bila LG 

(laka glina) (Hadžić et al., 1997). 

Tabela 10. Fizičko-hemijski parametri zemljišta korišćenog za ogled 

Fizičko-hemijski parametar  

pH 5,4 

Sadržaj organske materije SOM (%) 3,77 

N (%) 0,20 

CaCO3 (%) - 

P2O5 (mg 100 g-1) 18,66 

K2O (mg 100 g-1) 51,91 

Ca (mg 100 g-1) 387 

Mg (mg 100 g-1) 71 

Krupan pesak (>0,2 mm) % 2 

Sitan pesak (0,2-0,02mm) % 35,5 

Prah (0,02-0,002 mm) % 24,2 

Glina (<0,002mm) % 38,3 

Sitan pesak + prah (>0,02 mm) % 62,5 

Koncentracije ukupnih i pristupačnih mikroelemenata u zemljištu korišćenom za postavljanje 

eksperimenta prikazane su u Tabeli 11. U ispitivanom uzorku zemljišta, ukupne koncentracije As, 

Cd, Cr, Cu, Ni, Pb, Zn bile su ispod maksimalnih dozvoljenih koncentracija (MDK) prema 

Službenom glasnik Republike Srbije (1994), kao i Mn prema Schulin et al., (2010). Ukupna 

koncentracija Co je bila nešto iznad MDK, prema Službenom glasniku Republike Srbije (2019). 

Rezultati su pokazali da su Fe i Mn najzastupljeniji elementi u ispitivanom zemljištu. Prema Barrett 

et al. (2017), koncentracija dostupnog (DTPA ekstrakcija) Fe u ispitivanom zemljištuje bila veoma 

visoka. Koncentracija Mn je bila srednja, Zn niska, a sadržaj Cu je bio visok. 

Tabela 11. Koncentracija ukupnih i pristupačnih mikroelemenata u zemljištu  

Mikroelementi 

(mg kg-1) 
As Cd Co Cr Cu Fe Mn Ni Pb Zn 

Ukupni mikroelementi 4,47 0,30 12,97 43,28 17,43 
 

639,91 38,32 26,51 72,65 

Pristupačni mikroelementi 0,13 0,06  0,11 <0,01  3,04 91,55  22,49  1,27  2,96  1,49 

MDK* (mg kg-1) 25 3 -   100   100 - -  50  100 300 
*MDK: maksimalne dozvoljene koncentracije mikroelemenata u zemljištu prema Službenom glasniku Republike Srbije (1994). 

Četiri izolata (1M12, U1C, 631oz i 754) koja su prema ranijim istraživanjima Instituta za zemljište 

okarakterisana kao efikasna u azotofiksaciji, dok su u ovom radu pokazala poželjne PGP 

karakteristike i toleranciju na uslove niske pH, su odabrana za ogled u saksijama radi utvrđivanja 

njihovog uticaja na poboljšanje rasta žutog zvezdana. Takođe, u testu tolerancije na niske pH 

vrednosti u tečnom medijumu koji je urađen radi potvrde testa na čvrstom medijumu potvrđena je 
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njihova sposobnost rasta na pH 4,5 i 5. Vrednosti OD na najnižim testiranim pH rasle su kroz 24, 48 

i 72 h za sva 4 izolata.  

 

 
Slika 27. Rast odabranih Mesorhizobium sp. izolata u tečnom medijumu na različitim pH vrednostima 

 Svi odabrani izolati identifikovani su kao vrste roda Mesorhizobium na osnovu sekvenci gena 

za 16S rRNK. Dodatna analiza sekvenci recA gena potvrdila je determinaciju na osnovu sekvenci za 

16S rRNK i sva 4 izolata okarakterisana su kao Mesorhizobium sp. (Prilog 11).  

Rezultati za suvu masu nadzemnog dela (SDW) biljaka žutog zvezdana za prvu (dva otkosa) 

i drugu godinu (tri otkosa) ogleda prikazani su u Tabeli 12. Svi primenjeni bakterijski tretmani 

povećali su SDW biljaka žutog zvezdana u obe sezone, osim tretmana sa Mesorhizobium sp. 1M12. 

U prvoj godini ogleda, zbir SDW dva otkosa bio je najveći za biljke tretirane Mesorhizobium sp. 754 

(6,11 g saksija-1). Nije bilo značajne razlike između ovog tretmana i tretmana sa Mesorhizobium sp. 

U1C, Mesorhizobium sp. 631oz i kontrole sa azotom (ØN). Najniže vrednosti SDW zabeležene su za 

kontrolni tretman Ø (1,18 g saksija-1). Tokom druge godine ogleda, ukupna SDW biljaka u svim 

tretmanima bila je veća u poređenju sa prvom godinom ogleda. Vrednosti SDW u biljkama tretiranim 

azotom (ØN) i svim bakterijskim tretmanima (osim tretmana sa Mesorhizobium sp. 1M12) bile su 

veće od kontrole. Tretmani sa Mesorhizobium sp. 754 i Mesorhizobium sp. U1C dali su najviše 

vrednosti SDW biljaka tokom obe godine praćenja ogleda. Vrednosti SDW biljaka tretiranih sa 

Mesorhizobium sp. 1M12 bile su slične vrednostima dobijenim u netretiranim kontrolnim biljkama 

(Ø).  
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Tabela 12. Suva nadzemna masa (SDW) biljaka žutog zvezdana (L. corniculatus) inokulisanih 

različitim sojevima Mesorhizobium sp.  

 

Tretman 

Suva nadzemna masa (g saksiji-1) 

Otkos 

 

1 2 3 Suma 

Prva godina ogleda 

Mesorhizobium sp. 1M12 1,350,28bc 3,550,64ab 

 

4,90bc 

Mesorhizobium sp. U1C 1,580,12b 3,770,11a 5,35ab 

Mesorhizobium sp. 631oz 1,420,17bc 3,790,51a 5,21ab 

Mesorhizobium sp. 754 1,970,16a 4,140,38a 6,11a 

Ø 1,180,12c 2,880,38b 4,06c 

ØN 1,520,04b 4,340,56a 5,61ab 

Druga godina ogleda 

Mesorhizobium sp. 1M12 2,000,2bc 1,740,13b 3,040,16b 6,78b 

Mesorhizobium sp. U1C 3,350,24a 3,770,27a 4,870,28a 11,99a 

Mesorhizobium sp. 631oz 2,330,91b 4,010,73a 4,370,48a 10,71a 

Mesorhizobium sp. 754 2,300,64b 3,970,63a 4,920,75a 11,18a 

Ø 1,240,1c 1,930,31b 2,830,26b 6,00b 

ØN 3,980,35a 4,240,92a 4,831,34a 13,06a 
a-c: Vrednosti u koloni označene istim slovima nisu statistički različite prema Duncan multiple range testu (P≤0,05); Ø- kontrola bez 

inokulacije, ØN-kontrola sa azotom.  

Procenat azota u biljnom materijalu je određen za svaki otkos i izračunata je prosečna vrednost 

za svaki tretman za prvu i drugu godinu ogleda (Tabela 13). Svi bakterijski tretmani imali su pozitivan 

uticaj na povećanje procenta azota u biljnom materijalu tokom druge godine praćenja ogleda, dok su 

vrednosti za procenat azota u biljkama tretiranim sa  Mesorhizobium sp. 1M12 i Mesorhizobium sp. 

754 bile slične vrednostima ovog parametra kod neinokulisanih biljaka. Tokom prve godine ogleda, 

inokulacija biljaka sa Mesorhizobium sp. 631oz i kontrolni tretman sa azotom (ØN) dali su najveće 

prosečne vrednosti procenta azota (3,86% i 3,92%, redom). Tokom druge godine praćenja ogleda, 

inokulacija sa Mesorhizobium sp. 1M12 dala je najveće vrednosti za procenat azota u biljnom 

materijalu (4,19%), dok je procenat azota u svim ostalim inokulisanim tretmanima bio sličan 

vrednostima za kontrolu sa azotom (ØN) i veći od neinokulisane kontrole (Ø). 
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Tabela 13. Procenat azota u biljkama žutog zvezdana (L. corniculatus) inokulisanih različitim 

sojevima Mesorhizobium sp.  

 Tretman 

N (%) 

Otkos  

1 2 3 Prosečna vrednost 

Prva godina ogleda 

Mesorhizobium sp. 1M12 3,360,18b 3,780,24a 

 

3,570,02b 

Mesorhizobium sp. U1C 3,540,26b 3,750,03a 3,640,19ab 

Mesorhizobium sp. 631oz 3,860,05a 3,760,20a 3,810,10a 

Mesorhizobium sp. 754 3,400,11b 3,640,12a 3,520,11b 

Ø 3,610,04b 3,520,03a 3,560,03b 

ØN 3,920,11a 3,760,19a 3,840,15a 

Druga godina ogleda 

Mesorhizobiumsp. 1M12 4,830,04a 4,000,16a 3,760,21a 4,190,09a 

Mesorhizobiumsp. U1C 4,370,17bc 4,030,11a 3,280,12b 3,890,08b 

Mesorhizobiumsp. 631oz 4,020,43cd 4,020,11a 3,390,12b 3,810,13b 

Mesorhizobiumsp. 754 4,510,21ab 4,030,12a 3,390,29b 3,980,12b 

Ø 3,760,03d 3,340,02b 3,370,04b 3,490,01c 

ØN 4,470,19ab 4,040,42a 3,260,05b 3,930,11b 
a-d: Vrednosti u koloni označene istim slovima nisu statistički različite prema Duncan multiple range testu (P≤0,05). 

Ukupan azot (mg saksija-1) u biljkama koje su bile inokulisane bakterijskim tretmanima bio 

je veći u poređenju sa neinokulisanom kontrolom, tokom obe godine praćenja ogleda (Tabela 14). 

Tokom obe godine ogleda, tretman biljaka sa Mesorhizobium sp. 1M12, rezultirao je najmanjim 

usvajanjem azota, sa vrednostima koje nisu bile veće od neinokulisanih biljaka.  

Tabela 14. Usvajanje ukupnog azota u biljkama žutog zvezdana (L. corniculatus) inokulisanih 

različitim sojevima Mesorhizobium sp.  

Ukupan N (mg saksiji-1) 

Tretman 
Godina ogleda 

         1     2 

Mesorhizobium sp. 1M12 175,4328,67bc 284,5820,52b 

Mesorhizobium sp. U1C 195,1810,36ab 459,7826,73a 

Mesorhizobium sp. 631oz 198,9230,39ab 409,2789,48a 

Mesorhizobium sp. 754 214,9511,27a 446,4791,06a 

Ø 143,5717,97c 210,476,22b 

ØN 224,6912,77a 510,4484,82a 
a-c: Vrednosti u koloni označene istim slovima nisu statistički različite prema Duncan multiple range testu (P≤0,05). 

Bakterijski tretmani su uticali na koncentraciju mikroelemenata u obe sezone eksperimenta, 

u poređenju sa netretiranom kontrolom (Tabela 15). Efekat na koncentraciju mikroelemenata je 

zavisio od tretmana i sezone. Vrednosti za koncentraciju B (tokom obe godine ogleda) varirale su od 

6,94 (Mesorhizobium sp. U1C) do 32,42 mg kg- 1 (ØN), za Cu od 7,69 (Mesorhizobium sp. 754) 

do10,99 mg kg-1 (ØN), za Fe od 95,51 mg kg-1 (Mesorhizobium sp. 631oz) do 388,25 mg kg-1 (Ø), za 

Mn od 24,36 (Mesorhizobium sp. 1M12) do 46,27 mg kg-1 (ØN), za Ni od 1,90 (Mezorhizobium sp. 

1M12) do 3,77 mg kg-1 (Ø), a za Zn od 38,98 (Mesorhizobium sp. 1M12) do 50,66 mg kg-1 

(Mesorhizobium sp. 631oz). Tokom prve godine ogleda, koncentracije svih mikroelemenata u 

inokulisanim tretmanima bile su uglavnom manje u odnosu na kontrolu. Kontrolni tretman (bez 

bakterijske inokulacije i dodatka azota) imao je najveću koncentraciju Cu, Fe i Mn (9,96; 388,25 i 

36,72 mg kg-1, redom), dok je koncentracija B bila najviša u biljkama tretiranim sa Mesorhizobium 

sp. 631oz. Koncentracija Ni je bila najveća u neinokulisanim biljkama i kontroli sa azotom (ØN). 
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Tretman sa Mesorhizobium sp. 631oz je pokazao najveće vrednosti za Zn u biljnom materijalu tokom 

prve godine ogleda. 

Tokom druge godine ogleda, koncentracije B, Cu i Ni su bile smanjene u svim tretmanima sa 

bakterijskom inokulacijom, dok je koncentracija Mn bila povećana u poređenju sa neinokulisanom 

kontrolom (Tabela 15). U poređenju sa prvom godinom ogleda, koncentracija B bila je povećana u 

svim tretmanima tokom druge godine (osim u biljkama tretiranim sa Mesorhizobium sp. 1M12). 

Najveća koncentracija B zabeležena je za kontrolni tretman. Tokom druge godine ogleda, 

koncentracija Cu u biljkama tretiranim azotom (ØN) nije pokazala značajnu razliku u odnosu na 

kontrolu (Ø) i imala je najveće vrednosti. U poređenju sa prvom godinom, koncentracija Fe bila je 

smanjena u svim tretmanima u drugoj godini.  Izuzetak je bio tretman sa Mesorhizobium sp. U1C, 

koji je pokazao iste koncentracije Fe u obe sezone, sa najvišim vrednostima među tretmanima (169,75 

mg kg-1) tokom druge godine ogleda. Koncentracija Mn je bila najveća za ØN. U neinokulisanim 

biljkama (Ø), kao i u onim tretiranim azotom (ØN), koncentracija Ni bila je značajno veća u poređenju 

sa bakterijskim tretmanima. Među biljkama koje su bile tretirane bakterijskim tretmanima, najveće 

vrednosti za koncentraciju Ni zabležene su za tretmane Mesorhizobium sp. U1C i Mesorhizobium sp. 

754.  

Tabela 15. Koncentracija mikroelemenata u biljkama žutog zvezdana (L. corniculatus) inokulisanih 

različitim sojevima Mesorhizobium sp.  

                                             Mikroelementi (mg kg-1) 

Tretman 
Prva godina ogleda 

B Cu Fe Mn Ni Zn 

Mesorhizobium sp. 1M12 13,463,16d 8,150,24cd 196,455,69d 30,970,8d 2,970,20c 40,280,23d 

Mesorhizobium sp. U1C 6,942,44e 8,560,21bc 169,5316,60d 33,380,73bc 3,140,06b 40,740,68d 

Mesorhizobium sp. 631oz 32,933,25a 9,150,66b 252,3214,32c 32,220,01cd 2,760,07d 50,150,70a 

Mesorhizobium sp. 754 24,892,53b 7,690,27d 272,0917,93c 33,931,29b 3,530,01a 42,731,41c 

Ø 19,852,22c 9,960,53a 388,2534,39a 36,720,76a 3,700,10a 45,720,65b 

ØN 24,551,77b 8,410,11cd 346,492,98b 33,880,56b 3,310,05b 43,450,84c 

 Druga godina ogleda 

Mesorhizobium sp. 1M12 8,490,29d 8,070,51b 96,174,83c 24,360,20e 1,900,11e 38,980,3a 

Mesorhizobium sp. U1C 21,930,80c 8,810,30b 169,758,69a 31,972,88d 2,790,12c 50,001,57a 

Mesorhizobium sp. 631oz 27,241,85b 8,430,20b 95,510,21c 38,110,41b 2,350,02d 50,662,36a 

Mesorhizobium sp. 754 27,063,85b 8,870,49b 111,087,84b 35,322,29c 2,770,13c 49,165,58a 

Ø 31,141,69a 9,990,36a 105,207,54bc 32,450,23d 3,770,02a 47,411,13a 

ØN 32,422,16a 10,991,23a 106,152,42bc 46,270,30a 3,560,14b 47,531,11a 

a-d: Vrednosti u koloni označene istim slovima nisu statistički različite prema Duncan multiple range testu (P≤0,05). 

Usvajanje mikroelemenata tokom obe godine ogleda zavisilo je od tretmana (Tabela 16). 

Generalno, najveće vrednosti za usvajanje svih mikroelemenata tokom obe godine praćenja ogleda 

zabeležene su za biljke tretirane azotom (ØN). U toku prve godine, svi bakterijski tretmani imali su 

pozitivan uticaj na usvajanje mikroelemenata, sa vrednostima koje nisu bile manje od onih 

zabeleženih za neinokulisane biljke (osim u slučaju tretmana Mesorhizobium sp. 1M12 za usvajanje 

Fe). Tokom druge godine ogleda, zabeležen je sličan trend pozitivnog uticaja bakterijskih tretmana 

na usvajanje mikroelemenata, osim u slučaju tretamana sa Mesorhizobium sp. 1M12 na koncentracije 

B i Ni.  
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Tabela 16. Usvajanje mikroelemenata kod biljaka žutog zvezdana (L. corniculatus) inokulisanih 

različitim sojevima Mesorhizobium sp.  
 

a-d: Vrednosti u koloni označene istim slovima nisu statistički različite prema Duncan multiple range testu (P≤0,05). 

Koncentracija makroelemenata (tokom obe godine praćenja ogleda) varirala je od 14,22 

(Mesorhizobium sp. 1M12) do 21,09 g kg-1 (ØN) za Ca, od 26,55 (Mesorhizobium sp. U1C) do 30,53 

g kg-1 (Mesorhizobium sp. 754), za K od 3,63 (Mesorhizobium  sp. 1M12) do 5,21 g kg-1 (Ø) za Mg, 

i od 3,99 (Mesorhizobium sp. U1C) do 5,23 g kg-1 (Mesorhizobium sp. 1M12) za P (Tabela 17). 

Slično, kao i u slučaju mikroelemenata, koncentracija makroelemenata zavisila je od tretmana i 

godine ogleda. U prvoj godini, koncentracije makroelemenata u inokulisanim tretmanima uglavnom 

se nisu razlikovale od kontrolne. Tretmani sa Mesorhizobium sp. U1C i Mesorhizobium sp. 754 imali 

su najveće vrednosti za Ca (20,24 i 18,50 g kg-1, redom) u prvoj godini ogleda. Tretmani sa 

Mesorhizobium sp. 631oz i ØN indukovali su vrednosti za koncentraciju K značajno veću od ostalih 

tretmana. Najniže vrednosti za Mg i P su zabeležene za tretmansa Mesorhizobium sp. 1M12 i za 

neinokulisane biljke (Ø).  

 Tokom druge godine ogleda u inokulisanim tretmanima u poređenju sa neinokulisanom 

kontrolom, koncentracije Ca i Mg su se smanjile, dok je koncentracija K bila povećana (Tabela 17). 

Koncentracije Ca i Mg bile su značajno veće u ØN i Ø, u odnosu na bakterijske tretmane. Tretmani 

sa Mesorhizobium sp. 631oz i Mesorhizobium sp. 754 dali su najveće koncentracije K u biljnom 

materijalu. Tretman sa Mesorhizobium sp. 1M12 izazvao je najveću koncentraciju P u biljnom 

materijalu, u poređenju sa drugim tretmanima. Tokom druge godine, koncentracija K bila je smanjena 

u svim tretmanima u odnosu na prvu godinu ogleda. Takođe, koncentracija Ca se smanjila u svim 

bakterijskim tretmanima, a povećala se u Ø i ØN. U tretmanima sa Mesorhizobium sp. 1M12 i 

Mesorhizobium sp. U1C, koncentracija Mg bila je smanjena u odnosu na prvu godinu ogleda. 

Koncentracija P je bila veća u drugoj godini kod svih primenjenih tretmana. 

 

 

 

                                Mikroelementi (μg saksija-1) 

Tretman 
Prva godina ogleda 

B Cu Fe Mn Ni Zn 

Mesorhizobium 

sp. 1M12 
67,5024,24bc 39,915,43a 966,82174,92d 152,3527,17c 14,491,62c 197,7932,05b 

Mesorhizobium 

sp. U1C 
37,0712,97c 45,821,57a 907,3795,91d 178,595,83abc 16,820,51bc 218,006,17ab 

Mesorhizobium 

sp. 631oz 
172,8336,52a 47,464,04a 1320,24231,28c 167,9221,72bc 14,351,60c 261,1031,05a 

Mesorhizobium 

sp. 754 
151,444,78a 46,931,76a 1658,0219,69b 207,037,33a 21,601,51a 260,7710,48a 

Ø 79,191,98b 40,287,08a 1552,0063,01bc 148,0921,26c 14,881,47c 183,9120,23b 

ØN 144,5622,43a 49,345,08a 2031,33173,72a 198,8921,08ab 19,452,03ab 255,0927,63a 

Druga godina ogleda 

Mesorhizobium 

sp. 1M12 
57,686,10d 54,570,51c 653,6379,87d 165,1210,60c 12,880,20d 264,1917,09b 

Mesorhizobium 

sp. U1C 
258,8112,85bc 103,945,21b 2008,29207,91a 376,6625,46b 32,901,62b 590,1129,79a 

Mesorhizobium 

sp. 631oz 
293,1067,46b 90,1816,85b 1022,76199,28c 408,4881,85b 25,165,00bc 544,35118,78a 

Mesorhizobium 

sp. 754 
297,6911,28b 98,5311,95b 1232,31129,62bc 392,0543,54b 30,773,99bc 542,7234,36a 

Ø 187,9412,44c 60,242,17c 634,4442,50d 195,804,70c 22,760,62c 286,1011,33b 

ØN 423,6389,31a 143,6532,70a 1386,31277,99b 604,04119,39a 46,529,47a 620,82124,54a 
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Tabela 17. Koncentracija makroelemenata u biljakama žutog zvezdana (L. corniculatus) 

inokulisanim različitim sojevima Mesorhizobium sp.  

Makroelementi (g kg-1) 

Tretman 
Prva godina ogleda 

Ca K Mg P 

Mesorhizobium sp. 1M12 16,301,53c 33,891,37c 4,020,25b 3,240,29c 

Mesorhizobium sp. U1C 20,241,43a 35,850,95bc 4,670,23a  3,430,15abc 

Mesorhizobium sp. 631oz 18,030,21bc 38,180,78a 4,370,06ab 3,580,05ab 

Mesorhizobium sp. 754 18,500,61ab 35,510,18bc 4,430,08ab 3,320,19bc 

Ø 17,331,41bc 34,212,23c 4,150,39b  3,180,12c 

ØN 17,950,36bc 37,670,31ab 4,310,1ab  3,640,03a 

 
Druga godina ogleda 

Mesorhizobium sp. 1M12 14,220,39c 27,470,09bc 3,630,08c 5,230,31a 

Mesorhizobium sp. U1C 17,920,95b 26,550,73c 4,630,34b 3,990,30c 

Mesorhizobium sp. 631oz 16,600,60b 29,810,54a 4,490,24b 4,350,13bc 

Mesorhizobium sp. 754 16,890,82b 30,530,83a 4,460,22b 4,450,14b 

Ø 20,960,23a 28,600,99b 5,210,03a 4,130,15bc 

ØN 21,091,90a 27,430,43bc 4,980,46a 4,120,19bc 

a-c: Vrednosti u koloni označene istim slovima nisu statistički različite prema Duncan multiple range testu (P≤0,05). 

Usvajanje makroelemeneta bilo je uslovljeno godinom ogleda, kao i tretmanom. Svi 

primenjeni bakterijski tretmani uticali su na povećanje usvajanja makroelemenata i kretali su se u 

opsegu vrednosti neinokulisane kontrole i kontrole sa azotom (Tabela 18). Izuzetak je bio tretman sa 

Mesorhizobium sp. 1M12, kod kog je zabeleženo smanjenje usvajanja Ca, u odnosu na netretiranu 

kontrolu u drugoj godini ogleda.Takođe, utvrđene su pozitivne korelacije između parametara SDW i 

usvajanja mikro- i makroelemenata (osim za Fe) (Prilog 12).  

 

Tabela 18. Usvajanje makroelemenata kod biljaka žutog zvezdana (L. corniculatus) inokulisanih 

različitim sojevima Mesorhizobium sp.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a-c: Vrednosti u koloni označene istim slovima nisu statistički različite prema Duncan multiple range testu (P≤0,05). 

 Makroelementi (mg saksiji-1) 

Tretman 
Prva godina ogleda 

Ca K Mg P 

Mesorhizobium sp. 1M12 79,327,77bc 165,7321,19bc 19,602,26bc 15,771,58bc 

Mesorhizobium sp. U1C 108,328,55a 191,837,04ab 24,971,47a 18,340,96ab 

Mesorhizobium sp. 631oz 93,8611,38ab 198,6522,73ab 22,732,71ab 18,662,60ab 

Mesorhizobium  sp. 754 112,924,52a 217,0214,61a 27,081,49a 20,260,39a 

Ø 70,2414,24c 138,5025,86c 16,843,61c 12,862,03c 

ØN 105,4111,45a 220,8418,97a 25,302,84a 21,350,09a 

 Druga godina ogleda 

Mesorhizobium  sp. 1M12 96,294,31d 186,2914,08b 24,571,23b 35,584,62bc 

Mesorhizobium  sp. U1C 212,0422,025b 313,8826,39a 54,866,74a 47,205,83ab 

Mesorhizobium sp. 631oz 178,1937,90bc 319,6565,12a 48,3110,67a 46,689,79ab 

Mesorhizobium  sp. 754 189,9542,27bc 342,4969,47a 50,1811,22a 49,9010,40ab 

Ø 126,483,04cd 172,568,39b 31,420,76b 24,890,91c 

ØN 275,0457,17a 358,0770,70a 64,9113,53a 53,8110,71a 
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4.9. Uticaj bakterijske inokulacije na rast i nutritivni sastav žutog zvezdana, ježevice i njihove 

smeše u kiselom zemljištu (ogled u saksijama II) 

 Na osnovu PGP osobina, molekularne karakterizacije, kao i sposobnosti da raste u uslovima 

niskog pH, izolat B. megaterium DZK1Bh izabran je kao nerizobijalni inokulant za postavljanje ovog 

ogleda. Takođe, zbog istih karakteristika, izolat Mesorhizobium sp. 631oz izabran je kao rizobijalni 

inokulant. Izolati nisu pokazali međusobni antagonistički efekat i okarakterisani su kao kompatibilni 

za koinokulaciju biljaka žutog zvezdana i ježevice, kao i njihove smeše. Ogled je postavljen u 

stakleniku Instituta za zemljište tokom 2019. godine i praćen je tokom jedne sezone (Slika 28).  

 
Slika 28. Ogled u saksijama sa žutim zvezdanom (L. corniculatus), ježevicom (D. glomerata) i 

njihovom smešom (foto M. Knežević) 

 Zemljište koje je korišćeno za postavljanje ogleda je imalo kiselu reakciju, bilo je srednje 

opterećeno organskom materijom i kalijumom, dok je sadržaj azota i fosfora bio nizak (Tabela 19). 

Kao u slučaju prvog ogleda u saksijama, nizak pH zemljišta posmatran je kao parametar zemljišta 

niske produktivne sposobnosti.  

Tabela 19. Hemijski parametri zemljišta korišćenog za ogled 

Hemijski parametar  

pH 5,37 

Sadržaj organske materije SOM (%) 3,35 

CaCO3 (%) 0,27 

P2O5 (mg 100 g-1) 6,62 

K2O (mg 100 g-1) 13,3 

N (%) 0,12 

U ispitivanom uzorku zemljišta, ukupne koncentracije As, Cd, Co, Cr, Cu, Ni, Pb, Zn bile su 

ispod maksimalnih dozvoljenih koncentracija (MDK) prema Službenom glasnik Republike Srbije 

(1994 i 2019), kao i Mn prema Schulin et al. (2010) (Tabela 20). 

 

 

 

 



 

57 

 

Tabela 20. Koncentracija ukupnih mikroelemenata u zemljištu  

Mikroelementi 
As Cd Co Cr Cu Mn Ni Pb Zn 

(mg kg-1) 

Ukupni mikroelementi 4,55 0,55 9,61 31,4 8,01 506 20,5 20,0 58,4 

MDK* (mg kg-1) 25 3 - 100 100 - 50 100 300 
*MDK: maksimalne dozvoljene koncentracije mikroelemenata u zemljištu, prema Službenom glasniku Republike Srbije (1994). 

Inokulacija žutog zvezdana i ježevice rizobijalnim (Mesorhizobium sp. 631oz) i 

nerizobijalnim izolatima (B. megaterium DZK1Bh), kao i njihovom koinokulacijom (B. megaterium 

DZK1Bh +  Mesorhizobium sp. 631oz), imala je pozitivan uticaj na povećanje sveže i suve mase 

nadzemnog dela biljaka (Tabela 21). Vrednosti za suvu nadzemnu masu kretale su se u opsegu od 

0,620,05 (Ø) do 1,130,18 g saksija-1 (B. megaterium + Mesorhizobium sp.) u slučaju biljaka žutog 

zvezdana i od 1,660,17 (Ø) do 2,500,29 g saksija-1 (B. megaterium + Mesorhizobium sp.) u slučaju 

ježevice. Vrednosti sveže i suve mase obe biljne vrste bile su značajno veće u inokulisanim 

tretmanima, u poređenju sa neinokulisanom kontrolom. U slučaju inokulacije biljaka žutog zvezdana, 

sva 3 bakterijska tretmana imala su isti efekat na suvu nadzemnu masu biljaka, dok je u slučaju 

ježevice bolji efekat na prinos zabeležen za tretmane Mesorhizobium sp. i za B. megaterium + 

Mesorhizobium sp. Procenat azota u biljkama žutog zvezdana bio je relativno ujednačen i kretao se 

od 3,580,06% (Ø) do 3,980,01% (ØN). Procenat azota u biljkama žutog zvezdana inokulisanim 

izolatima Mesorhizobium sp. i B. megaterium bio je značajno veći u poređenju sa tretmanom 

njihovom koinokulacijom (B. megaterium + Mesorhizobium sp.) i neinokulisanom kontrolom (Ø). U 

slučaju ježevice, najveći procenat azota u biljnom materijalu zabeležen je u kontroli sa azotom 3,49 

0,09% (ØN), dok je u slučaju bakterijskih tretmana, tretman izolatom B. megaterium indukovao 

najznačajniji procenat azota (3,090,18%) u biljnom materijalu.  

 Ukupan sadržaj azota po saksiji, u slučaju obe biljne vrste, bio je povećan inokulacijom svim 

bakterijskim tretmanima (Tabela 21). Inokulacija žutog zvezdana svim tretmanima dovela je do 

povećanja ukupnog azota u odnosu na neinokulisane kontrole, dok su u slučaju ježevice tretmani 

izolatima B. megaterium i B. megaterium + Mesorhizobium sp. dali najveće vrednosti za ovaj 

parametar.  

Tabela 21. Efekat inokulacije žutog zvezdana (L. corniculatus) i ježevice (D. glomerata) izolatima 

B. megaterium DZK1BH i Mesorhizobium sp. 631oz   

 Žuti zvezdan 

 

Ježevica 

 

Tretman 

Sveža 

nadzemna 

masa 

(g saksija-1) 

Suva 

nadzemna 

masa 

(g saksija-1) 

N  

(%) 

Ukupan 

sadržaj azota 

(mg saksija-1) 

Sveža 

nadzemna 

masa 

(g saksija-1) 

Suva 

nadzemna 

masa 

(g saksija-1) 

N  

(%) 

Ukupan 

sadržaj azota 

(mg saksija-1) 

T1 5,000,77ab 0,990,06a 3,970,23a 39,302,92a 13,830,98ab 2,070,17bc 3,090,18b 63,962,83a 

T2 5,841,05a 1,090,11a 3,860,16a 42,075,94a 11,451,10b 2,240,15ab 2,470,33c 55,333,84b 

T3 5,831,39a 1,130,18a 3,640,03b 41,136,21a 16,051,34a 2,500,29a 2,480,14c 62,005,21a 

Ø 3,490,55b 0,620,05b 3,580,06b 22,201,22b 11,692,01b 1,660,17d 2,120,06d 35,194,52c 

ØN 6,040,41a 1,210,27a 3,980,01a 48,1610,35a 13,511,38ab 1,820,21cd 3,490,09a 63,525,81a 

T1: seme tretirano sa B. megaterium DZK1BH; T2: seme tretirano sa Mesorhizobium sp. 631oz; T3: seme tretirano sa B. megaterium 

DZK1BH i Mesorhizobium sp. 631oz; Ø: netretirana kontrola; NØ: NPK đubrenje bez inokulacije bakterijama; a-d: : Vrednosti u 

koloni označene istim slovima nisu statistički različite prema Duncan multiple range testu (P≤0,05). 

 U odnosu na uticaj inokulacije na biljke žutog zvezdana i ježevice gajene u monokulturama, 

uticaj inokulacije je bio različit kada su u pitanju ove dve biljne vrste gajene u vidu smeše. Vrednosti 

suve nadzemne mase biljaka žutog zvezdana gajenih u smeši sa ježevicom su se kretale od 0,520,10 

(Ø) do 0,870,34 g saksija-1 (ØN) i bile su ekvivalentne (Tabela 22). Uticaj primenjenih bakterijskih 

tretmana na procenat i ukupan sadržaj azota u biljkama žutog zvezdana gajenih u smeši nije se 
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razlikovao od kontrole i kontrole sa azotom. U slučaju ježevice gajene u smeši sa žutim zvezdanom, 

vrednosti za suvu nadzemnu masu kretale su se od 1,630,31 (Ø) do 2,640,51 g saksija-1 

(Mesorhizobium sp.). Svi bakterijski tretmani nisu bili značajno različiti od kontrole sa azotom, a bili 

su veći od vrednosti dobijenih za neinokulisanu kontrolu. Od primenjenih bakterijskih tretmana, po 

vrednostima za procenat azota istakao se tretman B. megaterium (2,270,13%) i nije se značajno 

razlikovao od kontrole sa azotom. Isti trend je zabeležen i u slučaju ukupnog sadržaja azota. Kada se 

smeša ove dve biljne vrste posmatra kao celina, može se primetiti da je ukupna suva masa nadzemnog 

dela biljaka, kao i ukupan sadržaj azota u biljnom materijalu, bio povećan u bakterijskim tretmanima 

u odnosu na neinokulisanu kontrolu. 
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Koncentracija mikroelemenata u biljnom materijalu zavisila je od biljne vrste i od načina 

gajenja (monokultura ili smeša). Rezultati sadržaja makroelemenata prikazani su u Tabeli 23. U 

slučaju biljaka žutog zvezdana primećeno je da isti tretmani većinom imaju isti uticaj na koncentraciju 

mikroelemenata, nezavisno od načina gajenja. Koncentracije Co, Cr, Cu, Fe, Ni i Zn bile su najveće 

u neinokulisanim biljkama, dok je koncentracija Mn bila najveća (62,31 mg kg-1) pod uticajem 

tretmana B. megaterium (žuti zvezdan u monokulturi). Koncentracije Pb bile su najveće pod dejstvom 

tretmana Mesorhizobium sp.i koinokulacijom B. megaterium + Mesorhizobium sp. i Ø u slučaju 

zvezdana kao monokulture, dok je u smeši najveća vrednost zabeležena u slučaju koinokulacije B. 

megaterium + Mesorhizobium sp. i Ø. Osim koncentracija Mn, Ni i Pb može se zapaziti trend 

smanjenja koncentracija mikroelemenata u biljkama žutog zvezdana (gajenih i u monokulturi i u 

smeši) pod uticajem bakterijske inokulacije. Tretman B. megaterium indukovao je najveće vrednosti 

koncentracije Mn u biljkama žutog zvezdana u monokulturi (62,31 mg kg-1) i u smeši (63,84 mg kg-

1). U slučaju žutog zvezdana u monokulturi, vrednosti koncentracije Ni bile su najveće u 

Mesorhizobium sp., Ø i ØN, a u smeši u neinokulisanoj kontroli (5,33 mg kg-1). U biljkama ježevice, 

koncentracije Co se nisu značajno razlikovale. Koncentracije Pb i Zn bile su najveće u neinokulisanoj 

kontroli, pri oba načina gajenja. U slučaju monokulture, koncentracija Cu bila je najveća za tretman 

B. megaterium + Mesorhizobium sp. i Ø, dok je u slučaju smeše najveća koncentracija ovog 

mikroelementa zabeležena za tretman Mesorhizobium sp. (7,93 mg kg-1). Koncentracija Fe u 

monokulturi ježevice bila je najveća za neinokulisanu kontrolu (174 mg kg-1) i za tretman 

Mesorhizobium sp. (157,94 mg kg-1), u formi smeše. Tretman Mesorhizobium sp. indukovao je 

najveće koncentracije Mn u biljkama ježevice gajenih u smeši koje nisu bile značajno različite od Ø. 

Koncentracije Mn su bile najveće u kontroli sa azotom i u Mesorhizobium sp., u slučaju ježevice 

gajene u monokulturi. Za koncentracije Ni u biljnom materijalu nije se mogao uočiti jedinstven trend 

uticaja određenog tretmana. Kod ježevice najveće koncentracije Ni zabeležene su kod tretmana sa 

koinokulacijom B. megaterium + Mesorhizobium sp. i ØN (ježevica u monkulturi) i Mesorhizobium 

sp. i ØN (ježevica iz smeše).  
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Koncentracije makroelemenata bile su varijabilne u zavisnosti od tretmana, biljne vrste i 

načina gajenja biljaka (Tabela 24). Koncentracije Ca bile su veće u biljkama žutog zvezdana u odnosu 

na ježevicu, nezavisno od načina gajenja, dok su koncentracije K, Mg i P bile relativno ujednačene. 

Koncentracije Ca bile su smanjene u odnosu na kontrolu i kontrolu sa azotom kod žutog zvezdana 

gajenog u monkulturi. Koncentracije K u biljkama zvezdana bile su povećane u odnosu na Ø pri oba 

načina gajenja. U biljakama ježevice, koncentracije K bile su manje u onosu na Ø (ježevica u 

monokulturi), dok je najviša vrednost u slučaju ježevice u smeši zabeležena za B. megaterium. 

Koncentracije Mg i P varirale su u zavisnosti od tretmana. 

Tabela 24. Koncentracija makroelemenata u biljkama žutog zvezdana (L. corniculatus) i ježevice (D. 

glomerata) inokulisanih izolatima B. megaterium DZK1BH i Mesorhizobium sp. 631oz  

Biljna vrsta Tretman 
Makroelementi (g kg-1) 

Ca K Mg P 

Ž
u

ti
 z

v
ez

d
an

 T1 15,620,20d 32,670,21c 4,560,02c 3,470,07a 

T2 14,720,29e 36,560,06b 4,700,04c 3,240,02ab 

T3 16,330,02c 40,530,13a 5,040,0b 3,470,09a 

Ø 19,080,20b 27,490,07d 5,300,10a 2,950,04b 

ØN 19,590,08a 22,700,10e 4,930,05b 3,310,01ab 

Ž
u

ti
 z

v
ez

d
an

 i
z 

sm
eš

e
 

T1 15,610,28a 35,410,10a 4,970,19b 2,980,11b 

T2 16,260,14a 28,330,34d 5,340,02a 3,110,06a 

T3 16,500,10a 31,910,12c 4,930,05b 3,120,06ab 

Ø 16,900,13a 32,070,07c 4,900,18b 2,810,01c 

ØN 16,630,08a 33,510,09b 4,920,08b 3,060,03bc 

Je
že

v
ic

a 

T1 4,640,02c 42,290,04c 5,010,01c 2,560,01a 

T2 5,030,08b 38,400,10d 4,790,19d 2,550,06a 

T3 4,980,17b 38,780,06d 5,410,07b 2,120,04b 

Ø 6,820,04a 53,920,02a 5,930,06a 2,220,01ab 

ØN 6,700,10a 44,830,24b 5,970,02a 2,440,04a 

Je
že

v
ic

a 
iz

 

sm
eš

e
 

T1 4,790,04c 49,790,04a 5,340,02a 1,770,01c 

T2 4,740,02c 39,680,18d 4,770,05b 2,150,05bc 

T3 5,170,06a 31,310,01e 4,690,06c 2,910,04a 

Ø 4,990,10b 46,330,12b 5,290,09a 2,420,01b 

ØN 4,700,02c 42,950,01c 4,870,02b 2,110,02bc 
T1: seme tretirano sa B. megaterium DZK1BH; T2: seme tretirano sa Mesorhizobium sp. 631oz; T3: seme tretirano sa B. megaterium 

DZK1BH i Mesorhizobium sp. 631oz; Ø: netretirana kontrola; NØ: NPK đubrenje bez inokulacije bakterijama; a-d: Vrednosti u koloni 

označene istim slovima nisu statistički različite prema Duncan multiple range testu (P≤0,05). 

4.10. Uticaj bakterijske inokulacije na rast i nutritivni sastav lucerke, ježevice i njihove smeše 

(ogled u polju) 

 Ogled u polju sa lucerkom, ježevicom i njihovom smešom postavljen je 2019. godine u 

Kruševcu, na parcelama Instituta za krmno bilje. Zbog malih prosečnih količina padavina i velikog 

broja dana sa temperaturama iznad proseka, kao i nemogućnosti kontrolisanja korova na parceli nije 

bilo moguće prikupiti prvi otkos tokom 2019. godine ogleda i drugi tokom 2021. godine (Slika 29). 

Skidanje otkosa i prikupljanje biljne mase izvršeno je u toku 2020. (I i II otkos) i 2021. godine (I i III 

otkos).  

 Kao inokulanti su odabrani izolati B. megaterium DLK2Eh (izolovan u ovoj studiji) i S. 

meliloti L4 (izolat iz kolekcije Instituta za zemljište). Oba izabrana izolata poreklom su iz korenskih 

kvržica lucerke. Izolati su odabrani na osnovu povoljnih PGP karakteristika. Iako su izolati 
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okarakterisani kao Pseudomonas sp. (L1, L2Cr, LG i Luc2) pokazali bolje PGP osobine u odnosu na 

DLK2Eh, zbog nemogućnosti determinacije ovih izolata do nivoa vrste, izolat DLK2Eh izabran je 

kao nepatogeni inokulant grupe rizika 1.  

 
Slika 29. Ogled u polju: a) druga godina ogleda, b) treća godina ogleda, c) travna smeša (druga godina 

ogleda), d) lucerka smeša (druga godina ogleda) (foto S. Anđelković i M. Knežević) 

 Ogled je postavljen na aluvijalnom zemljištu slabo kisele reakcije, teksturne klase laka glina 

(LG) (Tabela 25).  

Tabela 25. Fizičko-hemijski parametri zemljišta korišćenog za ogled 

Fizičko-hemijski parametar  

pH 6,20 

Sadržaj organske materije SOM (%) 2,80 

CaCO3 (%) 0,09 

P2O5 (mg 100 g-1) 6,69 

K2O (mg 100 g-1) 13,59 

N (%) 0,20 

Krupan pesak (>0,2 mm) % 0,7 

Sitan pesak (0,2-0,02mm) % 38,6 

Prah (0,02-0,002 mm) % 28,8 

Glina (<0,002mm) % 31,9 

Sitan pesak + prah (>0,02 mm) % 60,7 

Zemljište je imalo nizak sadržaj P i K, dok su koncentracije Ni, Cr i Pb bile povišene (Tabela 

26). Prema Službenom glasnik Republike Srbije (1994), dozvoljene koncentracije Ni, Cr i Pb su 50 

mg kg-1, 100 mg kg-1 i 100 mg kg-1, redom. 
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Tabela 26. Sadržaj mikroelemenata u uzorku zemljišta 
Mikroelementi 

(mg kg-1) 
As Cd Co Cr Cu Mn Ni Pb Zn 

Ukupni mikroelementi 19,43 1,12 22,61 127,8 24,16 822,8 204 130 136 

MDK (mg kg-1) 25 3 - 100 100 - 50 100 300 
*MDK: maksimalne dozvoljene koncentracije mikroelemenata u zemljištu prema Službenom glasniku Republike Srbije (1994). 

Rezultati merenja suve mase biljaka lucerke, ježevice i njihove smeše prikazani su u Tabeli 

27. Vrednosti suve mase biljaka varirale su u zavisnosti od biljne vrste i otkosa. Bakterijski tretmani 

imali su pozitivan uticaj na povećanje suve biljne mase lucerke u sva 4 otkosa i dali su vrednosti suve 

biljne mase veće od neinokulisane kontrole. Najznačajniji efekat na povećanje suve mase imali su 

tretmani koinokulacijom i S. meliloti (I i II otkos 2020.), kao i B. megaterium i koinokulacijom (I 

otkos 2021. i III otkos 2021, redom). Suva masa lucerke gajene u monokulturi varirala je u zavisnosti 

od otkosa. Tretmani su tokom otkosa imali različit efekat na povećanje biljne mase, dok je prosečna 

vrednost za sva 4 otkosa prikupljena u toku 2 godine ogleda bila najveća pod dejstvom koinokulacije 

(744,60 g). Sličan efekat postignut je i inokulacijom sa S. meliloti (717 g), a vrednosti suve mase 

biljaka tretiranih sa B. megaterium (611,89 g) bile su veće od neinokulisane kontrole (Ø: 397,91 g).  

Tabela 27. Suva nadzemna masa biljaka lucerke (M. sativa), ježevice (D. glomerata) i njihove smeše 

  

Biljna vrsta 

  

Tretman 

Suva nadzemna masa (suma za 3 ponavljanja u okviru tretmana) (g)   

I otkos 2020. II otkos 2020. I otkos 2021. III otkos 2021. 

Prosečna vrednost 

po otkosu tokom 

celog ogleda 

Lucerka 

Ø 489,0025,00c 490,5010,50c 444,4012,00bc 167,756,54c 397,91 

T1 967,5015,50ab 1147,508,50a 455,248,51bc 298,5717,50bc 717,20 

T2 853,507,50b 796,5010,50b 527,316,52a 270,249,00bc 611,89 

T3 1020,0017,00a 1083,0047,00a 500,976,56b 374,4112,51a 744,60 

Ježevica 

Ø 534,009,00c 547,504,50c 403,717,50b 255,706,01bc 435,23 

T1 993,0024,00a 711,0050,00b 432,996,51a 340,995,54a 619,50 

T2 714,008,00b 705,0048,00b 388,3010,50bc 339,425,54a 536,68 

T3 1015,5015,50a 760,5016,50a 415,889,07b 296,7313,10b 622,15 

Smeša 

Ø 1006,5028,50b 747,0028,00b 425,7010,52d 286,905,50c 616,53 

T1 1078,505,50a 774,0020,00ab 539,225,22b 331,599,05b 680,83 

T2 1006,5028,50b 858,0020,00a 582,626,01a 481,8915,04ab 773,13 

T3 975,0011,00bc 730,507,50b 515,127,51c 512,248,51a 683,22 

T1: seme tretirano sa Sinorhizobium meliloti L4; T2: seme tretirano sa B. megaterium DLK2Eh; T3: seme tretirano sa S.  meliloti L4 i 

B. megaterium DLK2Eh; Ø: netretirana kontrola; a-d: Vrednosti u koloni označene istim slovima nisu statistički različite prema Duncan 

multiple range testu (P≤0,05). 

Vrednosti suve mase ježevice gajene u monokulturi varirale su u zavisnosti od otkosa, gde je 

III otkos (2021.) imao najniže vrednosti (Tabela 27). Bakterijski tretmani povećali su biljnu masu u 

odnosu na neinokulisanu kontrolu u sva 4 otkosa. Tokom prva 2 otkosa (2020.) tretman sa 

koinokulacijom S. meliloti + B. megaterium dao je najveće vrednosti suve mase (1015,5015,50 g i 

760,5016,50 g, redom). U I otkosu (2021.) najbolji efekat imao je tretman S. meliloti (432,996,51 

g), dok u poslednjem otkosu nije postajala značajna razlika između tretamana S. meliloti i B. 

megaterium (340,995,54 g i 339,425,54 g, redom). Prosečna vrednost suve mase za celo trajanje 

ogleda, izražena po otkosu, ukazala je da su tretmani sa S.meliloti i S. meliloti + B. megaterium imali 

najznačajniji efekat na povećanje mase ježevice, dok je tretman B. megaterium takođe dao veće 

vrednosti u odnosu na neinokulisanu kontrolu. Isti efekat zabeležen je i u slučaju lucerke gajene u 

monokulturi.  
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 Biljna masa smeše bila je povećana primenom svih tretmana, u odnosu na neinokulisanu 

kontrolu (Tabela 27). U prvom otkosu najbolji efekat na povećanje prinosa imao je tretman 

rizobijalnim izolatom u tretmanu sa S. meliloti (1078,505,50 g). Tretman sa B. megaterium dao je 

najveće prinose u ostala tri otkosa. Isti tretman dao je najveće vrednosti suve mase biljne smeše 

posmatrajući prosečne vrednosti po otkosu, u toku trajanja ogleda.  

 Vrednosti procenta azota u biljnom materijalu prikazane su u Tabeli 28. Procenat azota u 

biljnom materijalu varirao je od 2,950,08% do 4,440,05% u biljkama lucerke, od 1,020,09% do 

2,430,09% u biljakama ježevice i od 1,070,06% do 3,580,38% u smeši. Efekti primenjenih 

tretmana bili su varijabilni u zavisnosti od biljne vrste i otkosa. Najbolji efekat na povećanje procenta 

azota u biljkama lucerke, u odnosu na neinokulisanu kontrolu, imali su tretmani sa S. meliloti 

(3,470,16% za I otkos 2020. i 4,440,05% za I otkos 2021.) i S. meliloti + B. megaterium 

(3,560,16% za II otkos 2020. i 3,280,07% za III otkos 2021). Takođe, tretman sa S. meliloti 

indukovao je najveći porast prosečne vrednosti procenta azota tokom celog trajanja ogleda. Tretman 

sa S. meliloti dao je najveće vrednosti procenta azota u biljkama ježevice u I i II otkosu 2020. i u III 

2021. (1,780,13%; 1,570,08% i 2,430,09%, redom). Tretman S. meliloti + B. megaterium 

indukovao je najveći porast prosečne vrednosti procenta azota za sve otkose u toku ogleda (1,66%). 

U smeši, tretman B. megaterium indukovao je najveće vrednosti procenta azota u I i II otkosu 2020. 

i u I otkosu 2021. U III otkosu 2021. tretmani sa S. meliloti i B. megaterium dali su vrednosti jednake 

neinokulisanoj kontroli. Najbolji efekat na procenat azota u smeši gledajući prosečnu vrednost tokom 

celog ogleda imao je tretman sa B. megaterium. 

Tabela 28. Procenat azota u biljakama (M. sativa), ježevice (D. glomerata) i njihovoj travnoj smeši 

  

Biljna vrsta 

  

Tretman 

N (%) 

I otkos 2020. II otkos 2020. I otkos 2021. III otkos 2021. 

Prosečna vrednost po 

otkosu tokom celog 

ogleda 

Lucerka 

Ø 3,110,17c 3,010,21b 3,110,10c 2,950,08b 3,05 

T1 3,470,16a 3,310,07a 4,440,05a 3,270,07a 3,62 

T2 3,150,07bc 3,540,15a 3,990,16b 3,160,06a 3,46 

T3 3,280,07b 3,560,16a 3,050,05c 3,280,07a 3,29 

Ježevica 

Ø 1,450, 08b 1,390,10b 0,940,02bc 2,310,01a 1,60 

T1 1,780,13a 1,570,08a 0,870,08c 2,430,09a 1,58 

T2 1,530,18b 1,330,03b 1,020,09b 2,410,11a 1,57 

T3 1,41010b 1,630,08a 1,290,05a 2,290,12a 1,66 

Smeša 

Ø 2,130,06b 1,790,15c 1,070,06c 2,820,08a 1,96 

T1 2,030,08b 2,170,18c 1,290,01b 2,840,15a 2,08 

T2 2,600,19a 3,580,38a 1,770,02a 2,680,08ab 2,66 

T3 2,470,08a 3,000,31b 1,360,06b 2,610,01b 2,36 

T1: seme tretirano sa S. meliloti L4; T2: seme tretirano sa B. megaterium DLK2Eh; T3: seme tretirano sa S. meliloti L4 i B. megaterium 

DLK2Eh; Ø: netretirana kontrola; a-d: Vrednosti u koloni označene istim slovima nisu statistički različite prema Duncan multiple range 

testu (P≤0,05). 

 Rezultati određivanja koncentracije mikroelemenata u biljkama lucerke prikazani su u Prilogu 

13. Koncentracija Co u biljkama lucerke bila je smanjena pod uticajem svih bakterijskih tretmana, u 

odnosu na neinokulisanu kontrolu. Sličan trend smanjenja koncentracije pod uticajem primenjenih 

tretmana zabeležen je i za koncentracije Cr i Pb. Koncentracije Cu su bile varijabilne i nije uočen 

jasan efekat bakterijskih tretmana na promenu koncentracije ovog mikroelementa. Koncentracije Fe, 

Mn, Ni i Zn takođe su bile varijabilne, ali se u prvom otkosu (2020.) može zapaziti smanjenje 

koncentracija ovih mikroelemenata pod uticajem primenjenih tretmana. U biljkama žutog zvezdana, 

koncentracije Co i Pb bile su smanjene pod uticajem svih tretmana, u odnosu na neinokulisanu 

kontrolu. Koncentracije Cr, Cu i Ni varirale su u zavisnosti od otkosa i načina gajenja ježevice, ali 
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su u prvom otkosu 2020. bile smanjene pod delovanjem svih tretmana, u odnosu na neinokulisanu 

kontrolu. Nije zapažen uticaj tretmana na koncentracije Mn i Zn, dok su koncentarcije Fe, iako 

varijabilne, uglavnom bile smanjene pod uticajem tretmana. Uticaj tretmana na koncentracije 

mikroelemenata u smeši bio je varijabilan. Za koncentracije Cr i Mn zabeleženo je smanjenje pod 

uticajem tretmana, u odnosu na kontrolu. Koncentracije Fe, Ni i Zn nisu bile određene u primenjenim 

tretmanima. Uticaj tretmana na koncentracije Co, Cu i Pb takođe su bile varijabilne, ali se mogao 

uočiti trend povećanja u prvom otkosu 2020. i smanjenja u prvom otkosu 2021. i pretežnog smanjenja 

u prva tri otkosa, redom.  

Koncentracije Cr i Ni u pojedinim otkosima bile su u opsegu vrednosti koje se smatraju 

povišenim ili toksičnim (Kabata-Pendias, 2010) (obeležene crvenim u Prilogu 13-15). U prvom 

otkosu 2020. u biljkama lucerke koncentracija Cr bila je u opsegu normalnih vrednosti samo u 

tretmanu S. meliloti, dok je u ostalim tretmnaima bila iznad utvrđene granice. Takođe, u biljkama 

ježevice koncentracija ovog mikroelementa bila je povećana u neinokulisanoj kontroli i u tretmanu 

sa koinokulacijomS. meliloti + B. megaterium (I otkos 2020.) i u svim tretmanima u trećem otkosu 

2021. Koncentracije Cr bila su povećane i u neinokulisanoj kontroli u slučaju smeše (I otkos 2020. i 

III otkos 2021), dok je koncentracija bila smanjena na normalne vrednosti primenom sva tri 

bakterijska tretmana. Koncentracija Ni bila je iznad dozvoljenih vrednosti jedino u biljkama lucerke 

u neinokulisnoj kontroli u prvom otkosu 2020. U ovom otkosu svi primenjeni bakterijski tretmani 

uticali su na smanjenje koncentracije Ni, koja je bila u granicama normale. 

 Kao i u slučaju mikroelemenata, koncentracije makroelemenata u biljnom materijalu varirale 

su u zavisnosti od biljne vrste, godine ogleda i otkosa, kao i od primenjenog tretmana Prilog 16-18. 

U biljkama lucerke, koncentracije Ca i P bile su varijabilne i nije se mogao uočiti jasan uticaj tretmana 

na koncentracije ovih elmeneta, dok su koncentracije K i Mg bile smanjene pod uticajem bakterijskih 

tretmana. U biljkama ježevice, koncentracije Ca i Mg bile su varijabilne ali smanjene u prvom otkosu 

2020, dok su u istom otkosu koncentracije K bile povećane. Koncentracije K i Mg varirale su u 

travnoj smeši, a uticaj bakterijskih tretmana na smanjenje koncentracija Ca i P mogao se zapaziti u 

prvom otkosu 2020.  
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5. DISKUSIJA 

Imajući u vidu značaj žutog zvezdana i lucerke u našoj zemlji, ispitivanja raznovrsnosti 

bakterija korenskih kvržica ovih leguminoza, kako u pogledu genetičkog diverziteta, tako i na osnovu 

tolerancije na nepovoljne uslove sredine, PGP osobina i biokontrolnog potencijala su neophodna. 

Ovakva istraživanja daju uvid u potencijal primene autohtonih sojeva u vidu mikrobioloških đubriva 

u održivoj poljoprivrednoj praksi naše zemlje.  

Brojna istraživanja su potvrdila raznovrsnost Mesorhizobium spp. prisutnih u korenskim 

kvržicama žutog zvezdana, kao što su M. loti, M. tianshanense, M. chacoense, M. alhagi, M. jarvisii, 

M. erdmanii, M. huakuii, M. plurifarium, M. amorphae, M. helmanticense, M. norvegicum, M. 

olivaresii i M. septentrionale (Lorite et al., 2010; Ampomah & Huss-Danell, 2011; Gossmann et al., 

2012; Marcos-García et al., 2017; Lorite et al., 2018; Lorite et al., 2016; Kabdullayeva et al., 2020). 

U ovom istraživanju, u korenskim kvržicama žutog zvezdana detektovano je prisustvo različitih vrsta 

Mesorhizobium spp., kao što su Mesorhizobium sp., M. erdmanii, M. japonicum, M. loti, M. jarvisii, 

M. tianshanense i M. caraganae. Svi izolati poreklom iz zvezdana koji su imali sposobnost 

nodulacije, su bili okarakterisani kao pripadnici ovog roda. U istraživanjima drugih autora, unutar 

korenskih kvržica žutog zvezdana pronađene su i nerizobijalne vrste koje ne mogu da vrše nodulaciju, 

kao što su vrste koje pripadaju rodovima Bacillus i Pseudomonas (Ampomah & Huss-Danell, 2011; 

Lorite et al., 2018). Prisustvo nenodulišućih Pseudomonas spp. takođe se dovodi u vezu sa 

funkcionalnim korenskim kvržicama Lotus burttii L., dok se pojava negativne korelacije između 

brojnosti Pseudomonas spp. i Rhizobium spp. unutar iste kvržice može objasniti međusobnom 

kompeticijom ove dve vrste za kolonizaciju (Crosbie et al., 2021). U korenskim kvržicama žutog 

zvezdana u ovom istraživanju detektovano je prisutsvo nenodulišućih vrsta koje su pripadale 

rodovima Serratia, Bacillus, Brevibacterium, Phylobacterium, Paenibacillus i Pseudomonas. Vrste 

roda Bacillus (B. megaterium, B. thuringensis/cereus i B. lichenoformis) istakle su se kao dominantni 

nerizobijalni izolati.  

Veliki broj istraživanja bavio se diverzitetom rizobijalnih vrsta unutar korenskih kvržica 

lucerke širom sveta (Pellock et al., 2000; Timmers et al., 2000; Wang et al., 2018b; Liu et al., 2019; 

Segundo et al., 1999). U korenskim kvržicama lucerke vrste roda Sinorhizobium su najčešće 

detektovane bakterijske vrste. U našem istraživanju, rizobijalne vrste pripadale su takođe rodu 

Sinorhizobium (Ensifer), a S. meliloti izvojio se kao najzastupljenija vrsta koja je nodulisala lucerku. 

Zanimljivo je što je u korenskim kvržicama lucerke detektovano prisustvo i jedne vrste roda 

Mesorhizobium čija sposobnost nodulacije lucerke pri reinokulaciji nije testirana. Od nenodulišućih 

bakterija, vrste rodova Bacillus, Microbacterium, Brevibacillus, Paenibacillus, Lysinibacillus, 

Enterobacter, Pantoea, Arthrobacter, Streptomyces, kao i mnoge druge su do sada detektovane u 

korenskim kvržicama lucerke (Khalifa et al., 2015; Stajković et al., 2009; Lai et al., 2015; Kisiel & 

Kepczyńska, 2016; Ilyas et al., 2022; Ramírez-Bahena et al., 2013). U ovom istraživanju, osim vrsta 

roda Bacillus (B. megataerium, B. mojavensis, B. thuringensis, B. kochii, B. subtilis), detektovano je 

i prisustvo vrsta rodova Pseudomonas, Nocardia/Rhodococcus, Bosea i Agrobacterium. Od 

nenodulišućih vrsta može se primetiti da su vrste rodova Bacillus i Pseudomonas bile zastupljene u 

korenskim kvržicama obe biljne vrste, dok je prisustvo drugih rizobijalnih vrsta zavisilo od biljne 

vrste.  

Analiza parcijlanih sekvenci 16S rRNK omogućila je identifikaciju izolata do nivoa roda. U 

slučaju rizobijalnih izolata, analiza dodatnih “housekeeping” gena pokazala je različitu rezoluciju za 

Mesorhizobium spp. i Sinorhiozobium spp. Kod izolata iz roda Sinorhizobium, identifikacija je bila 

moguća do nivoa vrste (S. meliloti i S. medicae). Kako se vrste ovog roda međusobno značajno 

razlikuju, dok je sličnost unutar iste vrste veoma visoka (i do 100%), gen recA može se smatrati 

dobrim izborom za identifikaciju u okvru roda Sinorhizobium (Martens et al., 2007). Analiza sekvenci 

recA gena nije omogućila precizniju identifikaciju Mesorhizobium spp. u odnosu na 16S rRNK, zbog 

velikog procenta sličnosti različitih vrsta u okvriu ovog roda. Zato bi ispitivanje više drugih 

“housekeeping”  gena za identifikaciju Mesorhizobium spp. trebalo da bude tema budućih istraživanja  

U slučaju nerizobijalnih vrsta, analiza tuf gena pokazala se kao pogodna za identifikaciju izolata 

Bacillus spp. do nivoa vrste. Ova analiza bila je naročito značajna za razdvajanje izolata gde analiza 
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sekvenci za 16S rRNK nije uspela da razdvoji vrste B. thuringiensis i B. cereus, što je i prethodno 

potvrđeno (Draganić et al. 2017). Vrsta Serratia plymuthica identifikovana je sa velikom sigurnošću 

na osnovu 16S rRNK (99,48%), a gyrB gen se pokazao kao adekvatan za potvrdu identifikacije sa 

maksimalnom sličnošću (100%). Vrste roda Pseudomonas nisu mogle sa sigurnošću da se 

identifikuju do nivoa vrste na osnovu analize sekvenci gena za 16S rRNK i gyrB gena, tako da njihova 

konačna determinacija ostaje predmet budućih istraživanja.  

U ovom istraživanju, pokazano je da od 64 izolata iz lucerke, njih 14% ima sposobnost 

nodulacije pri reinokulaciji. Kod zvezdana, potvrđen je veći broj nodulišućih izolata (od 88 izolata, 

23% je nodulisalo). U korenskim kvržicama određene biljne vrste, moguće je i prisutvo rizobijalnih 

vrsta koje ne moraju nužno imati sposobnost nodulacije korena te biljke, već mogu ući u korenske 

kvržice istim mehanizmom kao i nerizobijalne vrste. Khalid et al. (2020) su pokazali da samo 37,5% 

rizobija izolovanih iz Arachis hypogaea ima sposobnost nodulacije ove biljne vrste prilikom 

reinokulacije. Ovu pojavu objasnili su gubitkom bakterijskih nifH i nodACD gena. Suprotno tome, 

Farissi et al. (2014) pokazali su da čak 82% izolata iz korenskih kvržica lucerke ima sposobnost 

nodulacije pri reinokulaciji. U našem istraživanju detektovan je značajno veći broj izolata iz 

korenskih kvržica koji nisu imali sposobnost nodulacije, u odnosu na rizobijalne, nodulišuće sojeve. 

Svakako se uslovi sredine kao i kompatibilnost izolata sa biljkama ne mogu zanemariti kao bitni 

faktori koji utiču na sam proces nodulacije. 

Ispitivanje efikasnosti azotofiksacije jedan je od ključnih koraka pri selekciji efikasnih sojeva 

koji bi se koristili kao inokulanti određenih vrsta leguminoza. Mezorizobijalni sojevi sa visokom 

efikasnošću u fiksaciji azota su identifikovani u mnogim studijama (Lorite et al., 2010; Sotelo et al., 

2011). U našem istraživanju, 20 izolata pokazalo je sposobnost nodulacije žutog zvezdana, od čega 

je 9 okarakterisano kao visoko efikasni u azotofiksaciji, jer su ostvarili 2.5 puta veću SDW od kontrole  

(kriterijum Pochon-a, 1954). U slučaju izolata rizobija poreklom iz lucerke, iako je većina uticala na 

povećanje svih testiranih parametara u odnosu na kontrolu, u eksperimentu u kontrolisanim uslovima, 

po datom kriterijumu nijedan izolat nije bio efikasan u azotofiksaciji. Treba naglasiti da efikasnost 

azotofiksacije određenog soja, osim genotipa same bakterije, zavisi i od genotipa biljke, kao i 

međusobne interakcije bakterije i biljke domaćina (Delić, et al., 2013). Pretpostavljamo da bi veći 

broj lokaliteta i uzorkovanih korenskih kvržica lucerke doprineo otkrivanju većeg broja efikasnih 

izolata.  

Istraživanja diverziteta endofitnih bakterija u pogledu tolerancije na različite uslove životne 

sredine od velikog je značaja pri selekciji sojeva za primenu u staništima nepovoljnim za njihov rast. 

Kako je u Srbiji preko 1140 km2 zemljišta zaslanjeno (Mrvić et al., 2013), testiranje tolerancije izolata 

na različite koncentracije NaCl od velike je važnosti pri selekciji inokuluma za ovu vrstu zemljišta. 

Farissi et al. (2014) su pokazali da je rast rizobijalnih izolata poreklom iz korenskih kvržica lucerke 

ograničen ili smanjen na koncentracijama NaCl većim od 2%. U  našem istraživanju, većina izolata 

iz lucerke pokazala je sposobnost rasta na koncentraciji NaCl od 3%, dok je skoro 50% rizobijalnih 

izolata raslo pri koncentraciji NaCl od 4%. Takođe, Farissi et al. (2014) su detektovali rast pojedinih 

izolata i na koncentracijama NaCl od 10%, a sposobnost njihovog rasta su objasnili akumulacijom 

zaštitnih organskih osmolita (aminokiseline ili ugljeni hidrati) unutar bakterijskih ćelija, koje imaju 

ulogu u održavanju turgora ćelije. Od nerizobijalnih izolata poreklom iz lucerke, izolati B. mojavensis 

L3, B. megaterium PLK3Ah i PLR2Ah i B. thuringenisis 4.3, 6.1 i 1.5 pokazali su toleranciju na 

najveće testirane koncentracije NaCl (6%). Izolat L3 je rastao pri koncentracijama NaCl čak i do 

10%. Kim et al. (2015) pokazali su da vijabilnost ćelija B. mojavensis nije promenjena pri 

koncentracijama NaCl do 9%. U našem istraživanju, od nerizobijalnih izolata iz žutog zvezdana, 

izolat B. megaterium DZK1Bh imao je najbolji rast pri koncentraciji od 6% NaCl, dok je rast ovog 

izolata detektovan i pri koncentraciji od 10%. Akcay & Kaya (2019) dokazali su sposobnost ove vrste 

da raste i pri koncentracijama NaCl do 20%. Generalno, rizobijalni iz zvezdana bili su osetljiviji na 

koncentracije NaCl veće od 4%, u poređenju sa izolatima iz lucerke. Naše istraživanje je potvrdilo 

prisustvo pojedinih izolata otpornih na visoke koncentracije NaCl (i do 10%) iz korenskih kvržica 

lucerke i zvezdana na teritoriji Srbije.   
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Osim zaslanjenosti zemljišta, pH reakcija zemljišta predstavlja ograničavajući faktor za rast 

bakterija. Farissi et al. (2014) pokazali su da samo 11% rizobijalnih izolata iz korenskih kvržica 

lucerke može da preživi pri pH 4, što je manji broj u poređenju sa rezultatima našeg istraživanja 

(25%). U istom istraživanju rizobijalni izolati imali su najbolji rast pri pH od blago kisele ka alkalnoj, 

što je u skladu sa našim rezultatima, dok je na pH 9 u našem istraživanju zabeležen slabiji rast 

rizobijalnih izolata. Slični rezultati zabeleženi su i u istraživanju sprovedenom od strane Latrach et 

al. (2017). Od nerizobijalnih izolata iz lucerke, izolat B. mojavensis L3 pokazao je najbolju toleranciju 

na visoke pH vrednosti (pH 9). U našem istraživanju, nije se mogla uočiti korelacija za sve izolate 

između pH vrednosti zemljišta sa kog su kvržice uzorkovane i njihove tolerancije na te pH vrednosti. 

Ovo se može se objasniti pojavom da su uslovi sredine u rizosferi korena najčešće različiti od uslova 

u okolnom zemljištu (uključujući i pH vrednost zemljišta), zbog lučenja različitih supstanci od strane 

korenovog sistema (Hinsinger et al., 2003). Mesorhizobium spp. imaju važne PGP osobine koje im 

omogućavaju da ublaže biotički i abiotički stres i da poboljšaju rast biljaka u nepovoljnim uslovima 

životne sredine (Granada et al. 2014; Vieira et al. 2017; Sujkovska-Rybkowska et al., 2020). Nekoliko 

studija potvrdilo je da vrste roda Mesorhizobium mogu tolerisati nizak pH (Correa et al., 1999; Rickert 

et al., 2000; Brigido & Oliveira, 2012). Laranjo & Oliveira (2010) su pokazali da je Mesorhizobium 

sp. izolovan iz L. corniculatus bio tolerantan na stres kiselosti pri pH 5. Rejii et al. (2014) pokazali 

su da svi rizobijalni izolati poreklom iz kvržica žutog zvezdana imaju sposobnost rasta na pH između 

5,5 i 9. U našem istraživanju, nerizobijalni izolati poreklom iz žutog zvezdana pokazali su bolju 

toleranciju na najniže testirane pH vrednosti u odnosu na izolate iz lucerke. Međutim, manji broj 

izolata rastao je na najvećim testiranim pH vrednostima. Ovi rezultati ukazali su da bi nerizobijalni 

izolati iz zvezdana bili pogodniji za primenu na kiselim zemljištima, u odnosu na izolate iz lucerke.  

Slično kao i u našem istraživanju, Latrach et al. (2017) zaključili su da je rast rizobijalnih 

izolata iz lucerke najbolji pri temperaturi od 28 °C, dok je većina rizobija mogla da raste i do 37 °C. 

Visoke temperature utiču na procese formiranja i funkcionisanja nodula, a samim tim i na sposobnost 

fiksiranja azota. Najčešći problem je dehidracija i degradacija enzima metaboličkog puta bakterija na 

visokim temperaturama, dok na niskim temperaturama može doći i do nereverzibilne inaktivacije 

ekspresije nod gena.  Ovo može biti razlog rezultata našeg istraživanja koji su ukazali na odsustvo 

rasta izolata iz lucerke i žutog zvezdana na temperaturi od 4 °C, kao i na 60 °C, sa 

izuzetkom  nerizobijalnog izolata iz  lucerke (B. mojavensis L3) čiji je slab rast zabeležen na 

temperaturi od 60 °C. Kim et al. (2015) su pokazali da je temperatura u opsegu od 20 do 50 

°C optimalna za rast bakterija ove vrste, dok je tolerancija na više temperature takođe moguća. U 

našem istraživanju nerizobijalni izolati iz kvržica žutog zvezdana pokazali su osetljivost na visoke 

temperature (od 45 °C i 60 °C), ali su zato pokazali visok procenat rasta (83%) na niskoj temperaturi 

od 16 °C. U poređenju sa ovim izolatima, izolati iz lucerke  su bili  tolerantniji na temperaturu od 45 

°C (15-20% izolata). Ovi rezultati pružaju mogućnost za dalju selekciju sojeva tolerantnih na 

ekstremne temperature.  

Pored ispitivanja tolerancije na nepovoljne uslove životne sredine, ispitivanje diverziteta 

endofita u pogledu PGP osobina glavni je korak za pravilnu selekciju efikasnih bio-inokulanata. 

Proizvodnja indolnih jedinjenja i siderofora među Mesorhizobium spp. je detektovana u prethodnim 

istraživanjima (Granada et al. 2014; Menéndez et al., 2020). Takođe, S. meliloti je pokazao visok nivo 

proizvodnje IAA (612 µg ml-1) (Kanaan & Al-Barhavi 2021). I za druge vrste rizobija, 

Bradyrhizobium spp. i Rhizobium spp, je pokazano da su efikasni proizvođači IAA (Kiruthika & 

Arunkumar, 2021). Takođe, bakterije korenskih kvržica su sposobne za proizvodnju različitih tipova 

siderofora (Carson et. al. 2000, Datta et al. 2014). Sposobnost solubilizacije fosfata je važno svojstvo 

mnogih rizobijalnih i nerizobijalnih PGP bakterija (Halder & Chakrabarty 1993; Rodrigez et al., 

2006). Nativni sojevi P. putida sposobni su za solubilizaciju fosfata i proizvodnju IAA, što posledično 

povećava masu korena i izdanaka biljke, kao i kvalitet biljnog etarskog ulja (Santoro et al., 2015). U 

našem istraživanju, veći procenat izolata poreklom iz korenskih kvržica lucerke (22%) pokazao je 

sposobnost produkcije siderofora, dok je za veći broj izolata iz korenskih kvržica žutog zvezdana 

(18%) pokazano da su solubilizatori fostafa i producenti IAA (55%). Nerizobijalni izolati poreklom 

iz obe biljne vrste pokazali su bolju sposobnost produkcije siderofora i solubilizacije fosfata, u odnosu 
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na rizobijalne. Produkcija IAA bila je većinski zastupljena kod rizobiljanih izolata iz korenskih 

kvržica žutog zvezdana, dok je u slučaju izolata iz lucerke procentualna zastupljenost producenata 

IAA bila vrlo slična između rizobijalnih i nerizobijalnih izolata, a izolat Mesorhizobium sp. 1M12 

bio je najefikasniji producent IAA. Bakterije koje solubilizuju fosfate koriste se kao bioinokulanti i 

zamena za fosforna đubriva u zemljištima sa niskim procentom dostupnog fosfora (Prakash & Arora, 

2019). Izolat B. megaterium DZK1Bh izdvojio se kao najbolji solubilizator fosfata. Das et al. (2016) 

su ukazali da vrste roda Bacillus izolovane iz rizosfere Oriza sativa L. proizvode siderofore, imaju 

sposobnost solubilizacije fosfata i proizvodnje IAA. Kang et al. (2014) i Abdelmoteleb & Gonzalez-

Mendoza, (2020) takođe su dokazali sposobnost B. megaterium da vrši solubilizaciju fosafata i 

sugerisali njegovu primenu u formi bio-fertilizatora. Izolat ZR7Kh bio je najbolji producent 

siderofora iz žutog zvezdana. Ovaj izolat bio je poreklom iz iste korenske kvržice žutog zvezdana 

kao i izolati ZR7Gm i ZR7Im2, koji su okarakterisani kao Serratia plymithica. Na osnovu morfologije 

kolonije, Gram bojenja, kao i sličnih PGP osobina može se pretpostaviti da i ovaj izolat pripada rodu 

Serratia. Poznato je da vrste roda Serratia kao što su S. marcescens i S. plymuthica produkuju 

siderofore (Weakland et al., 2020: Cleto et al., 2021). Rezultati ovog istraživanja ukazali su na 

postojanje diverziteta rizobijalnih i nerizobijalnih bakterija unutar korenskih kvržica zvezdana i 

lucerke u pogledu značajnih PGP osobina i ukazali na potencijal njihove primene u vidu bio-

inokulanta.  

Hidrolitički enzimi koje proizvode endofitne ili rizosferne bakterije imaju veliki značaj u 

biokontroli različitih vrsta biljnih patogena (Jadhav et al., 2017; Mota et al., 2017). Takođe, 

bakterijski hidrolitički enzimi pomažu u razgradnji organske materije i time indirektno mogu uticati 

na promociju rasta biljaka (Durairaj et al., 2017). Egzo- i endohitinaze poreklom iz B. subtilis mogu 

imati veliki potencijal kao prirodni antagonisti fitopatogenih gljiva (Aspergillus niger, Aspergillus 

foetidus, Aspergillus ochraceus, Fusarium solani i Rhizoctonia solani) (Oztopuz et al. 2018). 

Pokazano je da B. subtilis sa sposobnošću produkcije hitinaza, celulaza, ksilanaza i pektinaza 

ispoljava antagonističko dejstvo prema Fusarium spp. u in vitro uslovima (Khan et al., 2018). 

Proteaza iz Bacillus sp. doprinela je smanjenju intenziteta bolesti na čili paprici izazvane gljivičnim 

patogenom Ralstonia solanacearum (Prihatiningsih et al., 2021). Huang et al. (2022) pokazali su da 

amilaza sintetisana od strane B. cereus može imati ulogu u kolonizaciji korena biljaka, kao i u 

biokontroli fitopatogene gljive R. cerealis. Dong et al. (2019) su potvrdili da B. amyloliquefaciens 

koji ima sposobnost produkcije celulaza, proteaza i IAA ima antagonistički efeklat protiv 

Magnaporthe oryzae. Bacon & Hinton (2011) su ukazali da endofitni soj B. mojavensis izolovan iz 

zrna kukuruza pokazuje snažan inhibitorni potencijal protiv Fusarium verticillioides, a  Mounia et al. 

(2014) su detektovali proizvodnju iturina, surfaktina i fengicina kod ove vrste. Krnjaja et al. (2005) i 

Vasić et al. (2019) istakli su vrste roda Fusarium kao jedne od najčešćih gljivičnih patogena biljaka 

lucerke i žutog zvezdana, te su vrste ovog roda i korišćene za ispitivanje antagonističkog potencijala 

u ovoj studiji. Izolat B. mojavensis L3 iz lucerke bio je efikasan protiv sve tri testirane vrste Fusarium. 

Kako je ovaj izolat bio i najbolji proizvođač svih testiranih litičkih enzima i posedovao je gene za 

proizvodnju iturina, surfaktina i fengicina, može se pretpostaviti da je produkcija ovih jedinjenja 

osnov njegovog antifungalnog delovanja. Imajući u vidu da ovi mehanizmi mogu imati aditivni efekat 

na PGP potencijal, dodatne osobine izolata L3 treba dalje istraživati. Takođe, ispitivanje 

antagonističkog delovanja ovog izolata prema drugim najčešćim gljivičnim patogenima dalo bi uvid 

u potencijal njegove primene u vidu bio-fungicida šireg spektra delovanja.  

Rizobijalni izolati, tolerantni na pH 5, uključujući acidotolerantne Mesorhizobium sp., Ensifer 

spp. i Rhizobium sp. pokazali su potencijal da se koriste kao visoko efikasni inokulanti za povećanje 

prinosa leguminoza gajenih na kiselim zemljištima (Lindstrom and Milliniemi, 1987; Brígido et al., 

2007; Stajković-Srbinović et al., 2015a,b). Stoga je u ogledu u saksijama sa kiselim zemljištem  

ispitan uticaj efikasnih sojeva Mesorhizobium sp. otpornih na niske vrednosti pH i sa drugim PGP 

osobinama, na prinos i koncentracije nutrienata žutog zvezdana. U dvogodišnjem ogledu, tretmani su 

povećali SDW biljaka žutog zvezdana u proseku za 59 do 72% u poređenju sa kontrolom. Porast 

SDW od gotovo 100% ostvaren je u tretmanu sa Mesorhizobium sp. U1C, dok se procenat azota u 

biljci nije razlikovao od tretmana mineralnim đubrenjem (ØN). Slično, tretman sa Mesorhizobium sp. 
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754, povećao je SDW za 86%, dok se procenat azota nije razlikovao od tretmana ØN. Sve ovo ukazuje 

na visoku efikasnost fiksiranja azota odabranih sojeva u kiselom zemljištu. Granada et al. (2014) su 

pokazali da inokulacija L. corniculatus nativnim rizobijalnim sojevima značajno povećava SDW 

biljaka i procenat azota u poređenju sa kontrolom sa đubrivom. Muleta et al. (2017) su pokazali da 

tretman sa rizobijalnim inokulantom značajno povećava sadržaj azota u biljkama soje koje se uzgajaju 

u kiselom zemljištu i sugerisali da je odabir rizobije otporne na nisku pH zemljišta jedna od strategija 

koja može značajno povećati performanse soje u ovim zemljištima. Stajković-Srbinović et al. (2015a) 

su pokazali da je inokulacija sa R. leguminosarum bv. trifolii značajno povećavala masu crvene 

deteline uzgajane u veoma kiselom zemljištu (pH 4,38), kao i sadržaj N, Mg, Fe, Mn i Cu u biljkama. 

Rezultati našeg istraživanja ukazali su da izolati sa PGP osobinama i koji su tolerantni na niske pH 

vrednosti, mogu biti pogodni za primenu u kiselim zemljištima. 

Svi primenjeni bakterijski tretmani povećali su procenat azota u biljkama žutog zvezdana u 

poređenju sa netretiranom kontrolom. Takođe, usvajanje azota (mg saksija-1) je povećano svim 

primenjenim bakterijskim tretmanima (osim 1M12), što ukazuje na njihovu efikasnost u fiksaciji 

azota.  Procenat N u inokulisanim tretmanima kretao se od 3,52% (tretman 754) do 4,19% (tretman 

1M12). Može se primetiti da su najveće vrednosti procenta azota zabeležene za tretman 

Mesorhizobium sp. 1M12 koji je imao najniže vrednosti SDW, u poređenju sa ostalim bakterijskim 

tretmanima. Razlog može biti pojava da usled povećanja biljne mase, koji je uzrokovan delovanjem 

bakterijske inokulacije, usvajanje elemenata ne prati proporcionalno rast biljke (“efekat 

razblaženja”). Ovo dovodi do veće koncentracije elemenata u biljkama sa manjim SDW vrednostima. 

Slična zapažanja data su i od strane drugih autora (Hungria et al. 2010., Song et al., 2020). 

Mesorhizobium sp. 1M12 bio jedan od najefikasnijih sojeva u azotofiksaciji pod optimalnim uslovima 

u epruvetama (Knežević et al., 2022). Niske vrednosti SDW biljaka tretiranih ovim izolatom mogu 

biti uzrokovane sporijom stopom rasta ovog soja na pH 4,5-5,5. Takođe, efikasnost azotofiksacije u 

eksperimentalnim uslovima može se značajno razlikovati od one u realnim uslovima zemljišta, na šta 

utiču različiti faktori životne sredine, kao što je tekstura zemljišta, vlažnost, eksudati korena i složene 

interakcije sa mikrobijalnom zajednicom zemljišta. 

 Koncentracije pojedinih mikro- i makroelemenata su bile povećane ili smanjene u zavisnosti 

od elementa ili otkosa u odnosu na kontrolu u ovom ogledu. Bez obzira na promene u koncentracijama 

nutrijenata, one su bile na optimalnom ili dovoljnom nivou (Kabata-Pendias, 2010).  Sadržaj Fe u 

našim istraživanjima bio je veći od optimalnog, što je u skladu sa njegovim visokim sadržajem u 

korišćenom zemljištu (Kabata-Pendias, 2010). Vučković et al. (2006) su zabeležili niži sadržaj Zn u 

autohtonim populacijama biljaka žutog zvezdana sakupljenih u Srbiji i Bosni i Hercegovini u odnosu 

na naše istraživanje. Ista studija je pokazala i manji sadržaj Cu u poređenju sa našim rezultatima, dok 

su vrednosti za Fe i Mn generalno bile veće. Koncentracije makroelemenata bile su u skladu sa 

prethodnim istraživanjima (Kirsch & Jantzon, 2009). Takođe, rezultati do kojih su došli Vučković et 

al. (2006) bili su uporedivi sa našim za sadržaj Mg i Ca u autohtonim biljkama žutog zvezdana, dok 

su sadržaji P i K generalno viši u našem istraživanju. Pored toga, u proseku, sadržaj Ca, P i Mg je bio 

veći u našoj studiji od rezultata dobijenih od strane Koutsoukisa et al. (2019) za biljke žutog zvezdana  

koje se uzgajaju u Grčkoj. Naši rezultati su potvrdili da se prinos i sastav nutrijenata biljaka žutog 

zvezdana gajenih u kiselom zemljištu može poboljšati odabirom i primenom efikasnih nativnih 

mezorizobijalnih sojeva (tolerantnih na niske pH vrednosti), što ukazuje na njihovu potencijalnu 

upotrebu u formi bio-inokulanata za uzgoj žutog zvezdana u kiselom zemljištu. 

Prvi ogled u saksijama potvrdio je pozitivan uticaj rizobijalne inokulacije na leguminozne 

biljke, u ovom slučaju žuti zvezdan. Ranije je potvrđeno da inokulacija različitim nerizobijalnim PGP 

bakterijama (Bacillus spp., Klebsiella spp., Azotobacter spp., itd.) može poboljšati rast nekih trava 

(kukuruz, pirinač, ježevica) i leguminoza (lucerka) (Stajković et al. 2009; Stajković-Srbinović et al. 

2016; Noori et al. 2018). Takođe, rizobijalni sojevi mogu promovisati rast neleguminoznih biljaka, 

kao što su pšenica, pirinač, ječam itd. (Souza et al. 2013; Mehnoob et al. 2012). Kao što je prethodno 

napomenuto, smeše leguminoza i trava od velikog su značaja za stočnu ishranu. Zbog toga, drugi 

ogled u saksijama postavljen je u cilju praćenja uticaja inokulacije rizobijalnim i nerizobijalnim 

sojevima na rast i hemijski sastav biljaka žutog zvezdana, ježevice i njihove smeše u kiselom 
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zemljištu. Prinos (SDW) i ukupan sadržaj azota u obe ispitivane biljne vrste su povećani nakon 

tretmana sa B. megaterium DZK1BH i Mesorhizobium sp. 631oz, pojedinačno ili u koinokulaciji. 

Bakterijski tretmani su povećali SDW biljaka žutog zvezdana za 59%-83%, ježevice za 24%-50% i 

njihove smeše za 37%-49%, u poređenju sa kontrolom. Rezultati koji ukazuju da B. megaterium 

DZK1BH pozitivno utiče na rast žutog zvezdana, dok je Mesorhizobium sp. 631oz imao pozitivan 

efekat na ježevicu, što odgovara prethodnim studijama (Swarnalakshmi et al. 2020). Ranije je 

pokazano da nerizobialni sojevi Klebsiella sp. i Kosakonia covanii izolovani iz korenskih kvržica 

lucerke mogu značajno povećati rast lucerke i obezbediti adekvatan sadržaj azota u (Noori et al. 

2018). Takođe, nerizobijalni endofitni sojevi B. megaterium iz kvržica lucerke su poboljšali rast 

lucerke u prisustvu i odsustvu rizobijalnog soja (Stajković et al., 2009). Sharma et al. (2017) su 

pokazali da konzorcijum koga čine B. megaterium, P. fluorescens i A. chroococcum značajno mogu 

poboljšati rast biljaka. 

Najveći porast SDW zabeležen je u koinokulaciji, i to za ježevicu (50%) i žuti zvezdan (80%). 

Prethodno je pokazano da inokulacija ježevice sa A. chroococcum ili sa A. chroococcum + B. 

megaterium može značajno povećati SDW, takođe u kiselom zemljištu (Stajković-Srbinović et al., 

2016). Khalifa & Almalki (2015) su pokazali da inokulacija sa B. megaterium koji solubilizuje fosfate 

i proizvodi hitinazu (izolovan iz korenskih kvržica lucerke) i S. meliloti imaju pozitivan efekat na rast 

drugih leguminoza. Inokulacija lucerke sa B. megaterium i sa S. medicae je poboljšala rast i povećala 

stepen tolerancije biljaka na visoke koncentracije soli (Chinnaswayi et al., 2018). U slučaju smeše 

žutog zvezdana i ježevice, prethodno je dokazano da inokulacija lucerke sa R. meliloti i ježevice sa 

Beigerinckia sp. i Azospirillum sp., povećava prinos biljne mešavine za 24,5% (Dragomir & Mojsuc, 

2007). Slično, u našem istraživanju smo detektovali povećane SDW vrednosti nakon tretmana 

pojedinačnim izolatima ili koinokulacijom. Prinos (SDW) žutog zvezdana u mešavini bio je oko 50% 

manji u odnosu na SDW biljaka gajenih u monokulturi. Međutim, SDW ježevice u smeši bila je slična 

ili veća nego u monokulturi.  

Poređenjem efekta inokulacije biljaka žutog zvezdana sa Mesorhizobium sp. 631oz u oba 

ogleda u saksijama (sličnih hemijskih osobina zemljišta – kiselo zemljište) može se zaključiti da je 

ovaj izolat imao pozitivan uticaj na rast zvezdana u oba testirana zemljišta. Iako je prinos (SDW) 

žutog zvezdana pod uticajem inokulacije ovim izolatom bio manji u drugom ogledu, u oba tipa 

zemljišta inokulacija je indukovala povećanje SDW u odnosu na kontrolu. Takođe, efekat ovog 

izolata na procenat azota u biljnom materijalu bio je veoma sličan u oba ogleda. Ovo ukazuje na 

ujednačen efekat ovog izolata na povećanje sadržaja azota u biljkama zvezdana, u uslovima kiselog 

zemljišta. Takođe, u pogledu hemijskog sastava biljaka žutog zvezdana, mezorizobijalna inokulacija 

obezbedila je sadržaj mikro- i makroelemenata u biljnom materijalu koji je bio u dozvoljenim 

granicama (Kabata-Pendias, 2010).  

Ogled u polju postavljen je u cilju praćenja efekta inokulacije lucerke, ježevice i njihove 

smeše izolatima iz korenskih kvržica lucerke na aluvijalnom zemljištu, sa povišenim koncentracijama 

Ni, Cr i Pb. Pokazano je da je nabolji efekat na ukupni prinos lucerke, ježevice i njihove smeše imao 

tretman koinokulacijom S. meliloti L4 + B. megaterium DLK2Eh. Procenat azota u biljkama lucerke, 

ježevice i njihove smeše varirao je u zavisnosti od tretmana i biljne vrste. Tretman sa S. meliloti L4 

dao je najveće ukupne vrednosti procenta azota u biljkama lucerke, tretman sa S. meliloti L 4+ B. 

megaterium DLK2Eh u biljkama ježevice, dok je najveći procenat azota u smeši zabeležen pod 

delovanjem tretmana sa B. megaterium DLK2Eh. Rezultati dvogodišnjeg ogleda ukazali su da 

inokulacija lucerke sa S. meliloti povećava SDW, u odnosu na neinokulisane biljke što je u skladu sa 

rezultatima Delić et al. (2016). Khalifa & Almalki (2015) potvrdili su da inokulacija lucerke sa B. 

megaterium ili S. meliloti povećava dužinu korena, broj bočnih korenova i SDW, u poređenju sa 

neinokulisanim biljkama (u saksijama, pod gnotobiotičkim uslovima). Inokulacija biljaka italijanskog 

ljulja sa S. meliloti imala je pozitivan uticaj na rast lucerke koja je bila gajena kao sledeći usev na 

istom zemljištu (Delić et al., 2013a, Delić et al., 2012). Takođe, biljke lucerke inokulisane sa S. 

meliloti + Bacillus sp., imale su bolje parametre rasta i razvića korena, veći SDW, kao i broj korenskih 

kvržica, u poređenju sa neinokulisanom kontrolom (Guiñazú et al., 2009). Stajković-Srbinović et al. 

(2017) pokazali su da inokulacija lucerke sa Sinorhizobium + Bacillus spp. povećava SDW biljaka i 
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povećava procenat azota u inokulisanim biljkama, čije su vrednosti bile slične onim dobijenim u 

našem istraživanju. Chinnaswamy et al. (2018) pokazali su da inokulacija lucerke sa S. medicae + B. 

megaterium daje bolje vrednosti parametara rasta biljke (SDW) u poređenju sa samostalnom 

inokulacijom ovim sojevima. Takođe, u istom istraživanju pokazano je da inokulacija lucerke sa B. 

megaterium povećava tolerantnost biljaka na stres saliniteta. Takođe, Daur et al. (2018), utvrdili su 

da inokulacija lucerke sa Bacillus sp. povećava sadržaj azota u biljkama, SDW i visinu biljaka, kao i 

sadržaj hlorofila a i b. Dalje, pokazano je da inokulacija sa B. megaterium utiče na povećanje SDW i 

sadržaja hlorofila a i b u biljkama lucerke (Soltani Alikooyi  et al., 2020).  

Postoje podaci da je nivo fiksacije azota u biljkama u pozitivnoj korelaciji sa proizvodnjom 

bakterijske IAA (Defez et al., 2017). U našem istraživanju nerizobijalni izolati B. megaterium 

DZK1Bh (ogled u saksijama) i DLK2Eh (ogled u polju) proizvodili su IAA u in vitro uslovima. U 

ogledu u saksijama i poljskom ogledu inokulacija biljaka žutog zvezdana ili lucerke ovim izolatima 

dala je vrednosti sadržaja azota koje su bile u nivou inokulacije rizobijalnim azotofiksirajućeim 

sojevima (631oz ili L4). Produkacija IAA od strane ovih nerizobijalnih sojeva mogla bi biti osnov 

povećanog sadržaja azota u tretiranim biljkama. Osim sadržaja azota, inokulacija IAA produkujućim 

bakterijama ima i indirektan efekat na povećanje nadzemne biomase biljaka, omogućavanjem unosa 

svih neophodnih hranljivih elemenata iz zemljišta (Emami et al., 2018). Dokazano je da produkcija 

IAA indirektno može uticati na povećanje usvajanja nutrijenata iz zemljišta kroz izduživanje 

korenovog sistema biljaka (Spaepen et al., 2007).  

Koncentracije mikro- i makroelemenata u biljnom materijalu su varirale u zavisnosti od 

primenjenog tretmana, biljne vrste i godine ogleda. Primećeno je da je u biljkama lucerke (u prvoj 

godini ogleda) koncentracija Cr i Ni u kontroli bez inokulacije bila u opsegu povišenih do toksičnih. 

Pod dejstvom inokulacije lucerke sa S. meliloti L4 došlo je do smanjenja koncentracije Cr na 

dozvoljene vrednosti, dok su u slučaju Ni svi primenjeni tretmani smanjili koncentracije na nivo 

dozvoljenih vrednosti datim u Kabata-Pendias, 2010). Tretmani ježevice sa S. meliloti L4 i B. 

megaterium DLK2Eh indukovali su smanjenje koncentracije Cr na nivo dozvoljenih. Inokulacija 

lucerke bakterijskim sojevima koji proizvode IAA i siderofore pozitivno je uticala na parametare rasta 

biljaka u medijumima kontaminiranim teškim metalima (Yahaghi et al., 2019). Takođe, rast korena 

i/ili izdanaka lucerke bio je značajno stimulisan inokulacijom sa B. filamentosus. Ovi autori su 

pokazali da B. filamentosus i B. cereus nude veliki potencijal za promociju rasta biljaka i akumulacije 

metala, što ih čini dobrim kandidatima za primenu u zemljištima kontaminiranim teškim metalima. 

Slični rezultati dobijeni su u istraživanju Li et al. (2021), gde je utvrđeno da inokulacija lucerke sa B. 

subtilis indukuje povećanje usvajanja Cd, kao i povećanje SDW biljaka od 29,4%. Inokulacija lucerke 

sa Paenibacillus mucilaginosus + S. meliloti u zemljištu kontaminiranom Cu smanjila je akumulaciju 

Cu u tretiranim biljkama u poređenju sa kontrolom (Ju et al., 2020). Inokulacija lucerke sa S. meliloti 

i Agrobacterium tumefaciens poboljšala je fitoekstrakciju metala povećanjem rasta biljaka i 

antioksidativnih aktivnosti pod Cu/Zn stresom, što pruža novi pristup bioremedijaciji u zemljištu 

kontaminiranom teškim metalima (Jian et al., 2019). 

Sessitsch et al. (2013) su sugerisali da bakterijska inokulacija različitih biljnih vrsta u 

zemljištima sa povećanom koncentracijom teških metala dovodi do povećanja biljne mase. Povećanje 

biljne mase u ovim uslovima su objasnili kroz produkciju bakterijskih jedinjenja kao što su IAA, 

siderofore i ACC deaminaze. Saran et al. (2020) su sugerisali da inokulacija različitim sojevima može 

povećati ili smanjiti usvajanje mikroelemenata u zavisnosti od bakterijske ili biljne vrste, kao i 

interakcije bakterijskog inokuluma sa postojećom mikroflorom zemljišta. U oba slučaja, autori su 

istakli važnost PGP osobina izolata i njihovu potencijalnu povezanost sa usvajanjem mikroelemenata. 

U našem istraživanju izolat B. megaterium DLK2Eh imao je pozitivan uticaj na povećanje prinosa 

obe biljne vrste korišćene u ogledu u polju (lucerka, ježevica i njihova smeša). Kako je ovaj izolat 

pokazao sposobnost produkcije IAA i siderofora, moguće je da su ove PGP osobine bile zaslužne za 

povećanje prinosa biljaka u zemljištu sa povećanom koncentracijom Ni, Cr i Pb. Osim uloge u 

biokontroli gljivičnih izazivača bolesti biljaka i indukovanju sistemske rezistencije biljaka, 

bakterijske siderofore mogu imati ulogu i u povećanju mobilnosti i biodostupnosti mikroelemenata 

iz zemljišta (Aznar & Dellagi, 2015). Pokazano je da osim helacije Fe, siderofore mogu imati afinitet 
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i za druge elemenete kao što su Co, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb i Zn (Ahmed et al., 2014). Afinitet siderofora 

za ove elemente uslovljen je stabilnošću njihovog kompleksovanja sa određenim elementom. Takođe, 

u uslovima povećane koncentracije teških metala u zemljištu može doći do oksidativne degradacije 

IAA. Međutim, pokazano je da bakterijska inokulacija sojevima koji produkuju siderofore može 

smanjiti nivo degradacije IAA (Seneviratne & Vithanage, 2015). Mehanizam ove pojave još je 

nejasan i nedovoljno istražen, ali ukazuje na dvojaku ulogu inokulacije sojevima koji produkuju 

siderofore (helacija Fe i drugih elemenata i indirektan efekat na koncentraciju IAA). Oba 

nerizobijalna izolata korišćena za postavku ogleda u saksijama i polju imala su sposobnost produkcije 

siderofora. Takođe, oba izolata imala su uticaj na usvajanje mikroelemenata u odnosu na 

neinokulisanu kontrolu. Može se pretpostaviti da su bakterijske siderofore bile jedan od mehanizama 

koji su omogućili poboljšanje nutritivnog sastava tretiranih biljaka. 

Potvrđeno je da produkcija volatilnog jedinjenja N,N-dimetilheksadecilamina (DMHA) od 

strane bakterija (S. meliloti ili P. fluorescens) može indukovati odgovore biljke koji se aktiviraju u 

uslovima deficijencije Fe u zemljištu (Singh et al., 2022). Takođe, usvajanje Cu i Fe je u biljkama 

lucerke poboljšano inokulacijom sojevima P. fluorescens i R. leguminosarum koji produkuju 

siderofore (Singh et al., 2022). Poznato je da različite vrste Pseudomonas spp. i Bacillus spp. 

poboljšavaju rast biljaka u uslovima niske koncentracije biodostupnog Zn u zemljištu, a mehanizam 

povećavanja biodostupnosti ovog nutrijenta omogućen je sekvestracijom Zn uz pomoć siderofora 

(Kamran et al. 2017). Uticaj bakterijske inokulacije na održanje homeostaze Ni u biljkama najčešće 

je posredovan smanjenjem unosa teških metala i/ili povećanjem tolerancije biljaka na toksičnost jona 

metala (Singh et al., 2022). Inokulacija biljaka sa Bacillus spp. povećava sadržaj P i Ca i smanjuje 

akumulaciju Ni u biljkama koje se gaje u zemljištu kontaminiranom sa Cd. Bacillus spp. ublažavaju 

ovaj efekat stresa povećanjem sinteze amilaze i proteaze radi promovisanja rasta biljaka u zemljištu 

zagađenom teškim metalima (Pandey et al., 2013). Izolat B. megaterium DLK2Eh imao je sposobnost 

produkcije amilaze, što je potencijalno uslovilo njegov dobar efekat na povećanje prinosa biljaka u 

zemljištu sa viškom Ni, Cr i Pb. Iako je evidentno da pod uticajem bakterijske inokulacije dolazi do 

regulacije biljnih gena koji učestvuju u usvajanju elemenata iz zemljišta, ostaje uglavnom nejasno 

koji bakterijski faktori indukuju regulaciju transkripcije u biljci, a samim tim i kako se regulacija 

pokreće na molekularnom nivou (Singh et al., 2022). Koncentracije makroelemenata bile su 

promenljive u zavisnosti od tretmana, biljne vrste i godine otkosa. Utvrđeno je da inokulacija lucerke 

sa konzorcijumom sojeva B. cereus, B. altitudinis, Comamonas sp. i Stenotrophomonas 

maltophilia  ima  pozitivan uticaj na usvajanje Ca, Mg, K i Na (Shahzad et al., 2020). Takođe, 

bakterijska inokulacija može uticati i na povećanje usvajanja P iz zemljišta koja su deficijentna u 

ovom elementu. Bakterije stimulišu usvajanje P kroz povećanje transkripcije gena koji kodiraju za 

membranske transportere P na još dovoljno neizučen način (Singh et al., 2020).  

Istraživanja bakterija iz korenskih kvržica žutog zvezdana i lucerke na teritoriji Srbije ukazalo 

je na postojanje diverziteta autohtonih sojeva sa dobrim potencijalom za poboljšanje rasta biljaka.  

Pokazano je da inokulacija rizobijalnim sojevima pozitivno utiče na prinos leguminoza (lucerka i žuti 

zvezdan), trava (ježevica) i njihove smeše. Od posebnog je značaja što je poboljšanje rasta ovih 

biljaka pod uticajem inokulacije bilo evidentno u zemljištima niske produktivne sposobnosti. Na 

osnovu ovoga, može se zaključiti da bi primena pravilno selektovanih PGP bakterija (rizobijalnih i 

nerizobijalnih) mogla značajno poboljšati rast leguminoza i neleguminoza u kiselim zemljištima. 

Dalja istraživanja biljaka, bakterija i zemljišta, kao neraskidive celine, trebalo bi da budu usmerena 

ka razumevanju složenih mehanizama kojima bakterije utiču na promenu nutritivnog sastava biljaka 

u različitim tipovima zemljišta. Razumevanje ovih mehanizama dovešće do otvaranja mogućnosti  za 

formulisanje novih mikrobioloških preparata za poboljšanje rasta biljaka koji se na ekološki  i 

ekonomski prihvatljiv način mogu koristiti u savremenoj poljoprivredi.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. ZAKLJUČCI 
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6. ZAKLJUČCI 

 

1. Sa 24 lokaliteta na teritoriji Srbije izolovana su 152 bakterijska izolata iz korenskih kvržica 

lucerke i žutog zvezdana, od čega 64 iz kvržica lucerke i 88 iz kvržica žutog zvezdana.  

 

2. Od 72 izolata preliminarno okarakterisana kao rizobijalni, njih 29 pokazalo je sposobnost 

nodulacije lucerke ili žutog zvezdana, pri reinokulaciji.  

 

3. Nerizobijalni izolati poreklom iz kvržica lucerke i zvezdana dominantno su pripadali rodu 

Bacillus. Izolati iz lucerke su okarakterisani i kao pripadnici rodova Serratia, Pseudomonas, 

Nocardia, Bosea i Agrobacterium, a od izolata iz zvezdana, detektovano je i prisustvo vrsta iz 

rodova Paenibacillus i Pseudomonas. 

  

4. Rizobijalni izolati iz žutog zvezdana identifikovani su kao pripadnici roda Mesorhizobium, a 

iz lucerke kao Sinorhizobium medicae i S. meliloti. 

 

5. Rizobijalni izolati (GNOV4, 10-2BM, GV2-1 i DLM1Bm) iz lucerke dali su vrednosti suve 

nadzemne mase (SDW) i procenta azota značajno veće od neinokulisane kontrole. Devet 

izolata iz žutog zvezdana su okarakterisani kao visoko-efikasni u azotofiksaciji (na osnovu 

SDW) i sa značajno većim procentom azota u odnosu na neinokulisanu kontrolu.  

 

6. Nerizobijalni izolati iz žutog zvezdana pokazali su bolju toleranciju na najniže testirane pH 

vrednosti i manju toleranciju na najviše testirane pH vrednosti, u odnosu na izolate iz lucerke. 

Veći procenat rizobijalnih izolata iz žutog zvezdana imao je sposobnost rasta na najnižim 

testiranim pH vrednostima. Nerizobijalni izolati iz žutog zvezdana imali su slabiji rast na 

većim koncentracijama NaCl, u poređenju sa izolatima iz lucerke. Nisu primećene značajne 

razlike u tolerantnosti izolata na različite temperature u zavisnosti od biljne vrste iz koje su 

izolovani.  

 

7. Produkcija siderofora detektovana je kod 22% izolata iz lucerke i 17% izolata iz zvezdana 

(većinom nerizobijalni izolati). Od testiranih izolata iz lucerke, samo 11% je pokazalo 

sposobnost solubilizacije fosfata, a iz zvezdana 18%. Preko 50% izolata iz lucerke (53%) i iz 

žutog zvezdana (55%) pokazalo je određen nivo produkcije IAA.  

 

8. Od svih testiranih izolata, samo 17 nerizobijalnih je pokazalo antifungalno dejstvo prema bar 

jednom fungalnom patogenu (F. oxysporum, F. graminearum ili F. proliferatum). Izolat B. 

mojavensis L3 pokazao je najbolji antifungalni efekat, sa procentom inhibicije rasta većim od 

30% prema svim testiranim patogenima. Pokazano je da isti izolat poseduje gene za produkciju 

fengicina, surfaktina i iturina C. 

 

9. Ukupno 29 izolata (nerizobijalnih) pokazalo je mogućnost produkcije hidrolitičkih enzima kao 

što su celulaze, hitinaze, proteaze, amilaze, lipaze i pektinaze (17 izolata iz lucerke i 12 iz 

žutog zvezdana). Izolat B. mojavensis L3 izdvojio se kao najznačajniji jer je produkovao sve 

navedene enzime. 

 

10. Svi primenjeni bakterijski tretmani povećali su SDW biljaka žutog zvezdana, u ogledu u 

polukontrolisanim uslovima u kiselom zemljištu (pH 5,4). Tretmani sa Mesorhizobium sp. 754 

i Mesorhizobium sp. U1C dali su najveće vrednosti SDW. Takođe, svi bakterijski tretmani 

imali su pozitivan uticaj na povećanje procenta azota u biljkama žutog  zvezdana tokom druge 

godine ogleda, dok je procenat azota u prvoj godini bio veći od neinokulisanih biljaka samo 

pri inokulaciji sa Mesorhizobium sp. 631oz. Bakterijski tretmani su uticali na koncentraciju 
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mikro- i makroelemenata u zavisnosti od tretmana i sezone i njihov sadržaj je bio 

zadovoljavajući. 

 

11. Inokulacija žutog zvezdana i ježevice pojedinačnim rizobijalnim (Mesorhizobium sp. 631oz) i 

nerizobijalnim izolatima (B. megaterium DZK1Bh), kao i njihovom koinokulacijom, imala je 

pozitivan uticaj na povećanje SDW zvezdana gajenog u polukontrolisanim uslovima, u 

kiselom zemljištu (pH 5,37). Ukupan sadržaj azota, u slučaju obe biljne vrste, bio je povećan 

inokulacijom svim bakterijskim izolatima. Koncentracije mikro- i makroelemenata u biljnom 

materijalu zavisile su od biljne vrste i od načina gajenja (monokultura ili smeša) i bile su u 

opsegu zadovoljavajućih. 

 

12. Inokulacija lucerke, ježevice i njihove smeše izolatima B. megaterium DLK2Eh i S. meliloti 

L4 i koinokulacija ovim izolatima imala je pozitivan uticaj na povećanje suve biljne mase u 

ogledu u polju, u zemljištu sa povećanom koncentracijom Ni, Cr i Pb. Najbolji efekat na 

povećanje procenta azota u biljkama lucerke, u odnosu na neinokulisanu kontrolu, imali su 

tretmani sa S. meliloti i koinokulacija.  

 

13. Koncentracije mikro- i makroelemenata varirale su u zavisnosti od biljne vrste, godine ogleda 

i otkosa, kao i od primenjenog tretmana. Koncentracije Co, Cr, Ni i Pb u biljnom materijalu 

bile su smanjene pod uticajem svih bakterijskih tretmana, u odnosu na neinokulisanu kontrolu.  

 

14. Rezultati ovog istraživanja ukazuju na postojanje autohtonih sojeva u zemljištima Srbije koji 

pozitivno utiču na prinos lucerke, žutog zvezdana, ježevice i njihove smeše u zemljištima 

niskih produktivne osobina, a posebno u kiselim zemljištima. Odabrani sojevi predstavljaju 

potencijalne bio-inokulante koji bi se koristili u poljoprivrednoj proizvodnji ispitivanih biljnih 

kultura. 
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8. PRILOZI 

Prilog 1. Pregled bakterijskih izolata iz korenskih kvržica lucerke  

Naziv 

izolata 

Način uzgoja biljke 

domaćina 

Uzorak 

zemljišta 

Gram 

reakcija 
Nodulacija Tip izolata 

PLK3AH gajena lucerka PLK3 G+ štapići nod - 

Nerizobijalni 

izolati 

 

PLR2AH gajena lucerka PLR2 G+ štapići nod - 
L3 gajena lucerka ALX G+ štapići nod - 
4.3 gajena lucerka PLK2 G+ štapići nod - 
6.1 gajena lucerka PLK2 G+ štapići nod - 
1.5 gajena lucerka PLK2 G+ štapići nod - 
L22 gajena lucerka MKL G+ štapići nod - 
L21 gajena lucerka MKL G+ štapići nod - 
L1* gajena lucerka GRD G- štapići nod - 
LG* samonikla lucerka GRD G- štapići nod - 
Luc2* samonikla lucerka GRD G- štapići nod - 
L2Cr* samonikla lucerka GRD G- štapići nod - 
DLK2Eh samonikla lucerka DLK2 G+ štapići nod - 
4.6R  gajena lucerka PLR3 G+ štapići nod - 
L18 gajena lucerka MKL G+ štapići nod - 
PLR2Bh gajena lucerka PLR2 G+ štapići nod - 
ppN 1 samonikla lucerka GRD G- štapići nod - 
SM2 samonikla lucerka SM G+ štapići nod - 
4.3R samonikla lucerka PLR3 G+ štapići nod - 
2.1B samonikla lucerka NBGL G+ štapići nod - 
PLK2Am gajena lucerka PLK2 G+ štapići nod - 
2.1B1 samonikla lucerka NBGL G+ štapići nod - 
214* samonikla lucerka * G+ štapići nod - 
219* samonikla lucerka * G- štapići nod - 

GNOV4 samonikla lucerka GRD G- štapići nod+ 

Rizobijalni izolati 

 

GPD2 samonikla lucerka GRD G- štapići nod+ 
10-2 BM samonikla lucerka GRD G- štapići nod+ 
GV2-1 samonikla lucerka GRD G- štapići nod+ 
2.24 samonikla lucerka NBGL G- štapići nod+ 
2-1 samonikla lucerka NBGL G- štapići nod+ 
2.3R samonikla lucerka NBGL G- štapići nod+ 
10-2N samonikla lucerka GRD G- štapići nod+ 
DLM1Bm samonikla lucerka DLM1 G- štapići nod+ 
MS2 samonikla lucerka SM G- štapići nod- 
MS3 samonikla lucerka SM G- štapići nod- 
MS6 samonikla lucerka SM G- štapići nod- 
MS7 samonikla lucerka SM G- štapići nod- 
MS8 samonikla lucerka SM G- štapići nod- 
OS samonikla lucerka SM G- štapići nod- 
4.6R1 samonikla lucerka PLR3 G- štapići nod- 
2.3R1 samonikla lucerka NBGL G- štapići nod- 
PLR1Bh gajena lucerka PLR1 G- štapići nod- 
DLK2Bh samonikla lucerka DLK2 G- štapići nod- 
DLK2Dh samonikla lucerka DLK2 G- štapići nod- 
DLK2Ch samonikla lucerka DLK2 G- štapići nod- 
DLM1Bh samonikla lucerka DLM1 G- štapići nod- 
DLM1Ch samonikla lucerka DLM1 G- štapići nod- 
SM8 samonikla lucerka SM G- štapići nod- 
SM1 samonikla lucerka SM G- štapići nod- 
SMO3 samonikla lucerka SM G- štapići nod- 
SMO samonikla lucerka SM G- štapići nod- 
Vø p12 samonikla lucerka GRD G- štapići nod- 
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Prilog 1. (nastavak) Pregled bakterijskih izolata iz korenskih kvržica lucerke  

Naziv 

izolata 

Način uzgoja biljke 

domaćina 

Uzorak 

zemljišta 

Gram 

reakcija 
Nodulacija Tip izolata 

2.6b samonikla lucerka DLK1 G- štapići nod- 

Rizobijalni izolati 

 

2.2b samonikla lucerka DLK1 G- štapići nod- 
4.9cr samonikla lucerka DLK1 G- štapići nod- 
3.1b samonikla lucerka DLK1 G- štapići nod- 
2.4b samonikla lucerka DLK1 G- štapići nod- 
2.1b samonikla lucerka DLK1 G- štapići nod- 
2.5b samonikla lucerka DLK1 G- štapići nod- 
4.8b samonikla lucerka DLK1 G- štapići nod- 
3.1b samonikla lucerka DLK1 G- štapići nod- 

SMO1 samonikla lucerka SM G- štapići nod- 
DLK2Dh1 samonikla lucerka DLK2 G- štapići nod- 
DLK2Eh1 samonikla lucerka DLK2 G- štapići nod- 

*: Izolati iz prethodnih istraživanja Instituta za zemljište; nod-: izolat ne noduliše biljku domaćina prilikom reinokulacije, 

nod+: izolat noduliše biljku domaćina prilikom reinokulacije; GRD- Grdelička klisura. 

Prilog 2. Pregled bakterijskih izolata iz korenskih kvržica žutog zvezdana  

Naziv 

izolata 

Način uzgoja 

biljke domaćina 

Uzorak 

zemljišta 

Gram 

reakcija 
Nodulacija Tip izolata 

DZM1Lm samonikli zvezdan DZM1 G- štapići nod+ 

Rizobijlalni izolati 

 

DZK1Cm samonikli zvezdan DZK1 G- štapići nod+ 
PZR1Dm gajeni zvezdan PZR1 G- štapići nod+ 
PZNCm gajeni zvezdan PZN G- štapići nod+ 
PZNDm gajeni zvezdan PZN G- štapići nod+ 
DZR2Cm samonikli zvezdan DZR2 G- štapići nod+ 
PZR1Bm gajeni zvezdan PZR1 G- štapići nod+ 
610* samonikli zvezdan ZLT G- štapići nod+ 
1M12* samonikli zvezdan * G- štapići nod+ 
U1C* samonikli zvezdan * G- štapići nod+ 
631oz* samonikli zvezdan * G- štapići nod+ 
754* samonikli zvezdan VH G- štapići nod+ 
DZM1Mm samonikli zvezdan DZM1 G- štapići nod+ 
PZR1Bm1 gajeni zvezdan PZR1 G- štapići nod- 
DZR2Dm samonikli zvezdan DZR2 G- štapići nod+ 
PZNDm1 gajeni zvezdan PZN G- štapići nod+ 
PZR1Em gajeni zvezdan PZR1 G- štapići nod+ 
DZK1Em samonikli zvezdan DZK1 G- štapići nod+ 
DZM1Jm samonikli zvezdan DZM1 G- štapići nod+ 
DZM1Om samonikli zvezdan DZM1 G- štapići nod+ 
PZNDm2 gajeni zvezdan PZN G- štapići nod- 
PZR1Cm gajeni zvezdan PZR1 G- štapići nod- 
DZK1Cm2 samonikli zvezdan DZK1 G- štapići nod- 
DZM1Jh samonikli zvezdan DZM1 G- štapići nod- 
DZK1Bm samonikli zvezdan DZK1 G- štapići nod+ 
DZM1Km samonikli zvezdan DZM1 G- štapići nod+ 
DZM1Cm samonikli zvezdan DZM1 G- štapići nod+ 
DZM1Hm samonikli zvezdan DZM1 G- štapići nod+ 
DZM1Nm samonikli zvezdan DZM1 G- štapići nod+ 
DZM1Im samonikli zvezdan DZM1 G- štapići nod+ 

PZNBm gajeni zvezdan PZN G- štapići nod - 

Nerizobijalni izolati 

 

PZR1Em1 samonikli zvezdan PZR1 G+ štapići nod - 
DZR2Am2 samonikli zvezdan DZR2 G- štapići nod - 
ZR7IM2 samonikli zvezdan ZR7 G+ štapići nod - 
DZK1Bh samonikli zvezdan DZK1 G+ štapići nod - 
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Pilog 2. (nastavak) Pregled bakterijskih izolata iz korenskih kvržica žutog zvezdana  

Naziv 

izolata 

Način uzgoja 

biljke domaćina 

Uzorak 

zemljišta 

Gram 

reakcija 
Nodulacija Tip izolata 

ZR7IM2 samonikli zvezdan ZR7 G+ štapići nod - 

Nerizobijalni izolati 

 

DZK1Bh samonikli zvezdan DZK1 G+ štapići nod - 
ZR7Gm samonikli zvezdan ZR7 G- štapići nod - 

DZM1Nm1 samonikli zvezdan DZM1 G+ štapići nod - 
DZM1LH2 samonikli zvezdan DZM1 G+ štapići nod - 

PZR1Ah gajeni zvezdan PZR1 G+ štapići nod - 
DZK1Em1 samonikli zvezdan DZK1 G+ štapići nod - 
DZK1Dm samonikli zvezdan DZK1 G+ štapići nod - 
DZK1Jh samonikli zvezdan DZK1 G+ štapići nod - 

DZM1Hm1 samonikli zvezdan DZM1 G+ štapići nod - 
DZK1Eh samonikli zvezdan DZK1 G+ štapići nod - 
2MNK* samonikli zvezdan * G+ štapići NT 
DZK1Ah samonikli zvezdan DZK1 G+ štapići nod - 
DZM1Gh samonikli zvezdan DZM1 G+ štapići nod - 
DZM1Hh samonikli zvezdan DZM1 G+ štapići nod - 
ZR7Mm samonikli zvezdan ZR7 G- štapići nod - 
ZR7Jm samonikli zvezdan ZR7 G- štapići nod - 
ZR7Dm samonikli zvezdan ZR7 G- štapići nod - 
ZR7Em samonikli zvezdan ZR7 G- štapići nod - 
ZR7Hm samonikli zvezdan ZR7 G- štapići nod - 
ZR7Bm samonikli zvezdan ZR7 G- štapići nod - 
ZR7Cm samonikli zvezdan ZR7 G- štapići nod - 
DZK1Ch samonikli zvezdan DZK1 G+ štapići nod - 
DZK1Dh samonikli zvezdan DZK1 G+ štapići nod - 
DZK1Fm samonikli zvezdan DZK1 G+ štapići nod - 
DZK1Bh samonikli zvezdan DZK1 G+ štapići nod - 

DZM1Kh1 samonikli zvezdan DZM1 G+ štapići nod - 
DZM1Oh2 samonikli zvezdan DZM1 G+ štapići nod - 
DZM1Fh samonikli zvezdan DZM1 G+ štapići nod - 

DZM1Lh1 samonikli zvezdan DZM1 G+ štapići nod - 
DZM1Lh2 samonikli zvezdan DZM1 G+ štapići nod - 
DZM1Kh2 samonikli zvezdan DZM1 G+ štapići nod - 
DZM1Kh3 samonikli zvezdan DZM1 G+ štapići nod - 
DZM1Mh1 samonikli zvezdan DZM1 G+ štapići nod - 

PZR1Gh gajeni zvezdan PZR1 G+ štapići nod - 
ZR7GH1 samonikli zvezdan ZR7 G- štapići nod - 
DZR3Am samonikli zvezdan DZR3 G+ štapići nod - 

ZR7Dh samonikli zvezdan ZR7 G- štapići nod - 

ZR7Gh1 samonikli zvezdan ZR7 G- štapići nod - 

ZR7Kh samonikli zvezdan ZR7 G- štapići nod - 

ZR7Hh samonikli zvezdan ZR7 G- štapići nod - 

ZR7Jh samonikli zvezdan ZR7 G- štapići nod - 

ZR7Gh2 samonikli zvezdan ZR7 G- štapići nod - 

ZR7Bh samonikli zvezdan ZR7 G- štapići nod - 
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Pilog 2. (nastavak) Pregled bakterijskih izolata iz korenskih kvržica žutog zvezdana  

Naziv 

izolata 

Način uzgoja 

biljke domaćina 

Uzorak 

zemljišta 

Gram 

reakcija 
Nodulacija Tip izolata 

DZM1IHh samonikli zvezdan DZM1 G+ štapići nod - 

Nerizobijalni izolati 

 

DZM1Ih samonikli zvezdan DZM1 G+ štapići nod - 
DZM1Oh2 samonikli zvezdan DZM1 G+ štapići nod - 
DZR3Am samonikli zvezdan DZR3 G+ štapići nod - 

DZM1Kh3 samonikli zvezdan DZM1 G+ štapići nod - 

PZR1Bh gajeni zvezdan PZR1 G+ štapići nod - 

DZK1Eh samonikli zvezdan DZK1 G+ štapići nod - 

DZK1Em samonikli zvezdan DZK1 G+ štapići nod - 

DZM1Hm samonikli zvezdan DZM1 G+ štapići nod - 

DZM1Km samonikli zvezdan DZM1 G+ štapići nod - 

DZM1Jm samonikli zvezdan DZM1 G+ štapići nod - 
*Izolati iz prethodnih istraživanja Instituta za zemljište; NT: nije testirano; nod-: izolat ne noduliše biljku domaćina 

prilikom reinokulacije, nod+: izolat noduliše biljku domaćina prilikom reinokulacije; ZLT: Zlatibor, VH: Vladičin Han. 

Prilog 3. Tolerancija izolata iz korenskih kvržica lucerke (M. sativa) na različite pH vrednosti 
Naziv izolata pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8  pH 9  pH 10 

PLK3AH - + + + + + - 

PLR2AH - + + + + - - 

L3 - - + + + + + 

4.3 - - + + + - - 

6.1 - - + + + - - 

1.5 - - + + + - - 

L22 - - + + + + - 

L21 - + + + - - - 

L1 - + + + - - - 

LG - + + + + - - 

Luc2 - + + + + - - 

L2Cr - + + + + - - 

DLK2Eh - - + + + + - 

4.6R B - - + + - - - 

L18 + + + + + + - 

PLR2Bh - + + + + + - 

ppN 1 + + + + - - - 

SM2 - - + + + + - 

4.6R - + + + - - - 

2.1B - - + + + + - 

PLK2Am - - + + + - - 

2.1B1 - + + + + + - 

214 - - + + + + - 

219 - - + + + - - 

GNOV4 - - + + - - - 

GPD2 - - + + - - - 

10-2 BM - + + + + - - 

GV2-1 - + + + + - - 

2.24 - + + + + - - 

2-1 - + + + + - - 

2.3R - + + + - - - 

10-2N + + + + + - - 

DLM1Bm - ± + + + ± - 

MS2 + + + + + - - 

MS3 + + + + + - - 

MS6 - ± + + + + - 

MS7 - - + + + + - 
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Prilog 3.  (nastavak) Tolerancija izolata iz korenskih kvržica lucerke (M. sativa) na različite pH 

vrednosti 
Naziv izolata pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8  pH 9  pH 10 

MS8 + + + + + + - 

OS + + + + ± ± - 

4.6R1 - - + + - - - 

2.3R1 - - + + + + - 

PLR1Bh ± ± + + + + ± 

DLK2Bh - + + + + + - 

DLK2Dh - + + + + - - 

DLK2Ch - - + + + + - 

DLM1Bh - + + + + - - 

DLM1Ch - + + + + ± ± 

SM8 - - + + + - - 

SM1 - + + + + + - 

SMO3 - + + + + - - 

SMO - - + + + - - 

Vø p12 - ± + + + + ± 

2.6b - - + + + - - 

2.2b - - + + + - - 

4.9cr ± + + + + - - 

3.1b + + + + + - - 

2.4b + + + + + + - 

2.1b - - + + + - - 

2.5b - - + + + ± - 

4.8b ± + + + + - - 

3.1b - - + + + - - 

SMO1 - - + + + - - 

DLK2Dh1 - - + + + - - 

DLK2Eh1 - - + + + - - 

-: nije detektovan rast izolata. 

Prilog 4. Tolerancija izolata iz korenskih kvržica žutog zvezdana (L. corniculatus) na različite pH 

vrednosti 
Naziv izolata pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8 pH 9 pH 10 

DZM1Lm - + + + + - - 

DZK1Cm - + + + + + - 

PZR1Dm + + + + + - - 

PZNCm - - + + + + - 

PZNDm - + + + + - - 

DZR2Cm - - - + + - - 

PZR1Bm - + + + + - - 

610 + + + + + NT 

1M12 + + + + + + - 

U1C + + + + + + - 

631oz + + + + + + - 

754 + + + + + + - 

DZM1Mm - - + + + - - 

PZR1Bm1 - + + + + - - 

DZR2Dm - + + + + - - 

PZNDm1 ± ± + + + + - 

PZR1Em1 - + + + + - - 

DZM1Em - - + + + ± ± 

DZM1Jm - - + + + - - 

DZM1Om - - + + + - - 

PZNDm2 - ± + + + - - 

PZR1Cm ± + + + + - - 
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Prilog 4. (nastavak) Tolerancija izolata iz korenskih kvržica žutog zvezdana (L. corniculatus) na 

različite pH vrednosti 
Naziv izolata pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8 pH 9 pH 10 

DZK1Cm2 - + + + + - - 

DZM1Jh + + + + + - - 

DZK1Bm + + + + + - - 

DZK1Km - + + + + + - 

DZM1Cm - + + + + - - 

DZM1Hm - + + + + - - 

DZM1Nm - + + + + - - 

DZM1Im + + + + + - - 

PZNBm - + + + + + - 

PZR1Em1 - - + + + - - 

DZR2Am2 - + + + + - - 

ZR7IM2 + + + + + - - 

DZK1BH + + + + + - - 

ZR7GM - - + + + - - 

PZR1Ah + + + + + - - 

DZM1Nm1 + + + + + - - 

DZM1LH2 - + + + - - - 

DZK1Em1 - - + + + + + 

DZK1Dm - ± + + + - - 

DZK1Jh + + + + + + - 

DZM1Hm1 - ± + + + - - 

DZK1Eh - - + + + - - 

2MNK ± ± + + + - - 

DZK1Ah - + + + - - - 

DZM1Gh - - + + ± ± - 

DZM1Hh - - + + + - - 

ZR7Mm + + + + + - - 

ZR7Jm - + + + + - - 

ZR7Dm + + + + + - - 

ZR7Em + + + + + - - 

ZR7Hm + + + + + + + 

ZR7Bm + + + + + + + 

ZR7Cm - + + + + + - 

DZK1Ch - ± + + - - - 

DZK1Dh - ± + + ± - - 

DZK1Fm - - + +  - - 

DZK1Bh ± - + + + - - 

DZM1Kh1 - + + + - - - 

DZM1Oh1 - + + + + - - 

DZM1Fh - + + + + ± ± 

DZM1Lh1 - - + + + + - 

DZM1Lh2 - - + + - - - 

DZM1Kh2 - ± + + + - - 

DZM1Kh3 - ± + + - - - 

DZM1Mh1 - - + + + ± - 

PZR1Gh - - + + - - - 

ZR7GH1 + + + + + - - 

DZR3Am - + + + - - - 

ZR7Dh + + + + + + - 

ZR7Gh1 + + + + + - - 

ZR7Kh + + + + + - - 

ZR7Hh - + + + + - - 

ZR7Jh + + + + + - - 
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Prilog 4. (nastavak) Tolerancija izolata iz korenskih kvržica žutog zvezdana (L. corniculatus) na 

različite pH vrednosti 
Naziv izolata pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8 pH 9 pH 10 

ZR7Gh2 + + + + - - - 

ZR7Bh + + + + + - - 

DZM1IHh - ± + + - - - 

DZM1Ih - - + + - - - 

DZM1Oh2 - + + + + + - 

DZR3Am - - + + + + - 

DZM1Kh3 - ± + + + + - 

PZR1Bh - - - + - - - 

DZK1Eh - - + + + ± - 

DZK1Em - + + + + - - 

DZM1Hm + + + + + - - 

DZM1Km - - + + + - - 

DZM1Jm - - + + + - - 

NT: nije testirano; -: nije detektovan rast izolata.  

 

Prilog 5. Tolerancija izolata iz korenskih kvržica lucerke (M. sativa) na različite koncentracije NaCl 
Naziv izolata 0,5% NaCl 1% NaCl 2% NaCl 3% NaCl 4% NaCl 5% NaCl 6% NaCl 

PLK3AH + + + + + + + 

PLR2AH + + + + + + + 

L3* + + + + + + + 

4.3 + + + + + + + 

6.1 + + + + + + + 

1.5 + + + + + + + 

L22 + + + + - - - 

L21 + + + + +  - 

L1 + + + +  - - 

LG + + + + + - - 

Luc2 + + + + + - - 

L2Cr + + + + +   

DLK2Eh + + + + - - - 

4.6R B + + + + - - - 

L18 + + + + + +  

PLR2Bh + + + + + + - 

ppN 1 + + + + + - - 

SM2 + + + + + - - 

4.6R + + + + + - - 

2.1B + + + + + - - 

PLK2Am + + + +   - 

2.1B1 + + + +  - - 

214 + + + + + - - 

219 + + + + + - - 

GNOV4 + + + + - - - 

GPD2 + + + +  - - 

10-2 BM + + + +  - - 

GV2-1 + + + +  - - 

2.24 + + + + + - - 

2-1 + + + + + - - 

2.3R + + + +  - - 

10-2N + + + +  - - 

DLM1Bm + + + + + - - 

MS2 + + + +  - - 
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Prilog 5. (nastavak) Tolerancija izolata iz korenskih kvržica lucerke (M. sativa) na različite 

koncentracije NaCl 
Naziv izolata 0,5% NaCl 1% NaCl 2% NaCl 3% NaCl 4% NaCl 5% NaCl 6% NaCl 

MS3 + + + +  - - 

MS6 + + + +    

MS7 + + + + - - - 

MS8 + + + + + - - 

OS + + +   - - 

4.6R1 + + + + + - - 

2.3R1 + + + - - -  

PLR1Bh + + + + - - - 

DLK2Bh + + + - - - - 

DLK2Dh + + + - - - - 

DLK2Ch + + + + + - - 

DLM1Bh + + +  - - - 

DLM1Ch + + +  - - - 

SM8 + + + - - - - 

SM1 + + + + - - - 

SMO3 + + + + + + + 

SMO + + + - - - - 

Vø p12 + + + - - - - 

2.6b + + - - - - - 

2.2b + + +   - - 

4.9cr + + - - - - - 

3.1b + + + + + +  

2.4b + + - - - - - 

2.1b + + + +   - 

2.5b + + + + - - - 

4.8b + + + + + + - 

3.1b + +  - - - - 

SMO1 + + + + - - - 

DLK2Dh1 + + + +  - - 

DLK2Eh1 + + + - - - - 

*: Izolat je pokazao tolerantnost na do 10% NaCl; -: nije detektovan rast izolata.  

 

Prilog 6. Tolerancija izolata iz korenskih kvržica žutog zvezdana (L. corniculatus) na različite 

koncentracije NaCl 
Naziv izolata 0,5% NaCl 1% NaCl 2% NaCl 3% NaCl 4% NaCl 5% NaCl 6% NaCl 

DZM1Lm + +  - - - - 

DZK1Cm + + - - - - - 

PZR1Dm + + + - - - - 

PZNCm + + - - - - - 

PZNDm + + + - - - - 

DZR2Cm + + + - - - - 

PZR1Bm + + - - - - - 

610 

NT 

1M12 

U1C 

631oz 

754 

DZM1Mm + + + - - - - 

PZR1Bm1 + + + - - - - 

DZR2Dm + + + +  - - 

PZNDm1 + + + - - - - 
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Prilog 6. (nastavak) Tolerancija izolata iz korenskih kvržica žutog zvezdana (L. corniculatus) na 

različite koncentracije NaCl 
Naziv izolata 0,5% NaCl 1% NaCl 2% NaCl 3% NaCl 4% NaCl 5% NaCl 6% NaCl 

PZR1Em1 + + + - - - - 

DZM1Em + + +  - - - 

DZM1Jm + + - - - - - 

DZM1Om + + - - - - - 

PZNDm2 + + +  - - - 

PZR1Cm + + +   - - 

DZK1Cm2 + + - - - - - 

DZM1Jh + + - - - - - 

DZK1Bm + + - - - - - 

DZK1Km + + +  - - - 

DZM1Cm + + + + - - - 

DZM1Im + + + - - - - 

PZNBm + + + + - - - 

PZR1Em1 + + + + + + - 

DZR2Am2 + + + + + - - 

ZR7IM2 + + + + +  - 

DZK1Bh* + + + + + + + 

ZR7GM + + + + + - - 

PZR1Ah + + + + + - - 

DZM1Nm1 + + + - - - - 

DZM1LH2 + + + + + + + 

DZK1Em1 + + + +  - - 

DZK1Dm + + + + - - - 

DZK1Jh + + + + + - - 

DZM1Hm1 + + + +  - - 

DZK1Eh + + + + + + - 

2MNK + + + + - - - 

DZK1Ah + + + + + + + 

DZM1Gh + + + + +  + 

DZM1Hh + + + + + + - 

ZR7Mm + + + + + - - 

ZR7Jm + + + + + - - 

ZR7Dm + + + + + + - 

ZR7Em + + + + + + + 

ZR7Hm + + + + + - - 

ZR7Bm + + + + +  - 

ZR7Cm + + + + + - - 

DZK1Ch + + + + + + + 

DZK1Dh + + + + - - - 

DZK1Fm + + + +  - - 

DZK1Bh + + + + + + + 

DZM1Kh1 + + + + + - - 

DZM1Oh1 + + + + + - - 

DZM1Fh + + + + + + - 

DZM1Lh1 + + + + + +  

DZM1Lh2 + + + + + + + 

DZM1Kh2 + + + + + - - 

DZM1Kh3 + + + + + - - 

DZM1Mh1 + + + + + - - 

PZR1Gh + + + + + + - 

ZR7GH1 + + + + + - - 

DZR3Am + + +  - - - 

ZR7Dh + + + + + - - 
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Prilog 6. (nastavak) Tolerancija izolata iz korenskih kvržica žutog zvezdana (L. corniculatus) na 

različite koncentracije NaCl 
Naziv izolata 0,5% NaCl 1% NaCl 2% NaCl 3% NaCl 4% NaCl 5% NaCl 6% NaCl 

ZR7Gh1 + + + + + - - 

ZR7Kh + + + + +  - 

ZR7Hh + + + + +  - 

ZR7Jh + + + + + - - 

ZR7Gh2 + + + + + - - 

ZR7Bh + + + + + - - 

DZM1IHh + + + +  - - 

DZM1Ih + + + - - - - 

DZM1Oh2 + + + + - - - 

DZR3Am + + +  - - - 

DZM1Kh3 + + + + + - - 

PZR1Bh + + + + + - - 

DZK1Eh + + + - - - - 

DZK1Em + + + +  - - 

DZM1Hm + + + + +  - 

DZM1Km + + + + - - - 

DZM1Jm - - + + + - - 

*: Izolat je pokazao tolerantnost na do 10% NaCl; NT: nije testirano; -: nije detektovan rast izolata.  

 

Prilog 7. Tolerancija izolata iz korenskih kvržica lucerke (M. sativa) na različite temperature 

Naziv izolata 4C 16C 28C 45C 60C 

PLK3AH - + + - - 

PLR2AH - + + - - 

L3 - + + + ± 

4.3 - - + ± - 

6.1 - - + ± - 

1.5 - - + ± - 

L22 - - + - - 

L21 - - + - - 

L1 - - + - - 

LG - + + - - 

Luc2 - - + - - 

L2Cr - + + - - 

DLK2Eh - - + - - 

4.6R - - + - - 

L18 - - + - - 

PLR2Bh - + + - - 

ppN 1 - - + + - 

SM2 - - + - - 

4.3R - - + - - 

2.1B - - + - - 

PLK2Am - + + ± - 

2.1B1 - - + - - 

214 - - + - - 

219 - - + - - 

GNOV4 - ± + - - 

GPD2 - - + + - 

10-2 BM - - + - - 

GV2-1 - - + - - 

2.24 - - + - - 

2-1 - - + + - 
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Prilog 7.  (nastavak) Tolerancija izolata iz korenskih kvržica lucerke (M. sativa) na različite 

temperature 

Naziv izolata 4C 16C 28C 45C 60C 

L4 - - + - - 

2.3R - - + - - 

10-2N - - + - - 

DLM1Bm - - + - - 

MS2 - ± + - - 

MS3 - - + - - 

MS6 - - + - - 

MS7 - - + - - 

MS8 - - + - - 

OS - - + ± - 

4.6R1 - - + - - 

2.3R1 - - + - - 

PLR1Bh - - + - - 

DLK2Bh - + + - - 

DLK2Dh - + + - - 

DLK2Ch - + + - - 

DLM1Bh - + + - - 

DLM1Ch - + + - - 

SM8 - + + - - 

SM1 -  + - - 

SMO3 - + + - - 

SMO - - + + - 

Vø p12 - - + - - 

2.6b - + + - - 

2.2b - + + - - 

4.9cr - - + - - 

3.1b - + + - - 

2.4b - - + - - 

2.1b - + + ± - 

2.5b - - + - - 

4.8b - - + - - 

3.1b - + + - - 

SMO1 - + + + - 

DLK2Dh1 - - + - - 

DLK2Eh1 - + + - - 

NT: nije testirano; -: nije detektovan rast izolata.  
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Prilog 8. Tolerancija izolata iz korenskih kvržica žutog zvezdana (L. corniculatus) na različite 

temperature 

Naziv izolata 4C 16C 28C 45C 60C 

DZM1Lm - - + ± - 

DZK1Cm - - + - - 

PZR1Dm - - + - - 

PZNCm - - + - - 

PZNDm - - + - - 

DZR2Cm - - + - - 

PZR1Bm - - + - - 

610  

 

NT 

1M12 

U1C 

631oz 

754 

DZM1Mm - - + - - 

PZR1Bm1 - - + - - 

DZR2Dm - - + - - 

PZNDm1 - + + - - 

PZR1Em1 - + + - - 

DZM1Em - - + - - 

DZM1Jm - - + - - 

DZM1Om - ± + - - 

PZNDm2 - ± + - - 

PZR1Cm - - + ± - 

DZK1Cm2 - - + - - 

DZM1Jh - - + - - 

DZK1Bm - + + - - 

DZK1Km - - + - - 

DZM1Cm - - + - - 

DZM1Im - - + - - 

PZNBm - + + - - 

PZR1Em1 - + + - - 

DZR2Am2 - + + - - 

ZR7IM2 - + + - - 

PZR1Ah - + + + - 

DZK1BH - - + - - 

ZR7GM - + + - - 

DZM1Nm1 - - + - - 

DZM1LH2 - - + - - 

DZK1Em1 - + + - - 

DZK1Dm - + + - - 

DZK1Jh - + + - - 

DZM1Hm1 - + + - - 

DZK1Eh - + + - - 

2MNK - ± + ± - 

DZK1Ah - + + - - 

DZM1Gh - + + - - 

DZM1Hh - + + - - 

ZR7Mm - + + - - 

ZR7Jm - + + - - 

ZR7Dm - + + - - 

ZR7Em - + + - - 

ZR7Hm - + + - - 

ZR7Bm - + + - - 

ZR7Cm - + + - - 

NT: nije testirano; -: nije detektovan rast izolata.  
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Prilog 8. (nastavak) Tolerancija izolata iz korenskih kvržica žutog zvezdana (L. corniculatus) na 

različite temperature 

Naziv izolata 4C 16C 28C 45C 60C 

DZK1Ch - + + - - 

DZK1Dh - + + - - 

DZK1Fm - - + - - 

DZK1Bh - - + ± - 

DZM1Kh1 - + + - - 

DZM1Oh1 - + + - - 

DZM1Fh - + + - - 

DZM1Lh1 - + + - - 

DZM1Lh2 - + + - - 

DZM1Kh2 - - + - - 

DZM1Kh3 - - + - - 

DZM1Mh1 - + + - - 

PZR1Gh - + + - - 

ZR7GH1 - + + - - 

DZR3Am - + + - - 

ZR7Dh - + + - - 

ZR7Gh1 - + + - - 

ZR7Kh - + + - - 

ZR7Hh - + + - - 

ZR7Jh - + + - - 

ZR7Gh2 - + + - - 

ZR7Bh - + + - - 

DZM1IHh - - + - - 

DZM1Ih - + + - - 

DZM1Oh2 - - + - - 

DZR3Am - + + - - 

DZM1Kh3 - + + - - 

PZR1Bh - + + - - 

DZK1Eh - + + - - 

DZK1Em - + + - - 

DZM1Hm - + + - - 

DZM1Km - - + - - 

DZM1Jm - + + - - 

NT: nije testirano; -: nije detektovan rast izolata. 
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Prilog 9. PGP osobine izolata poreklom iz korenskih kvržica lucerke (M. sativa) 

Naziv izolata 
Produkcija siderofora 

(poluprečnik halo zone mm) 

Solubilizacija fosfata 

(poluprečnik halo zone mm) 
Produkcija IAA (μg ml-1) 

PLK3AH 3,17±1,15g - 16,13±2,22d 

PLR2AH 4,83±0,29f - 20,15±1,14cd 

L3 7,00±1,73e - 50,87±2,16a 

4.3 1,83±0,58hi - 5,08±0,66h 

6.1 - - 19,95±0,16cd 

1.5 - - 7,18±0,63fg 

L22 0,83±0,29i - 8,95±0,61f 

L21 1,00±0,50i - 7,20±0,47fg 

L1 9,83±0,58d 1,17±0,58e 26,85±0,92c 

LG 13,00±2,56c 13,00±1,32a 28,93±1,24bc 

Luc2 17,00±1,73b 9,89±1,04c 28,73±1,59bc 

L2Cr 44,83±4,07a 12,17±1,76b 21,86±0,74c 

DLK2Eh 11,83±1,53cd - 12,20±1,22e 

4.6R - -  

L18 - - 1,03±0,59k 

PLR2Bh - - - 

ppN 1 - - - 

SM2 - 2,17±0,29de 1,95±0,10jk 

4.3R - - - 

2.1B - - - 

PLK2Am - - - 

2.1B - - - 

214 NT - NT 

219 NT - NT 

GNOV4 - - - 

GPD2 - - - 

10-2 BM - - - 

GV2-1 - - - 

2.24 - - 7,12±0,47fg 

2-1 - - - 

2.3R - - - 

10-2N 2,67±0,23h - - 

DLM1Bm - - 2,25±0,42j 

MS2 - - 1,34±0,20k 

MS3 - - 0,89±0,12 kl 

MS6 - - - 

MS7 - - - 

MS8 - - - 

OS - - - 

4.6R1 - - - 

2.3R - - - 

PLR1Bh - - - 

DLK2Bh - - 3,4±0,96i 

DLK2Dh - - 4,97±0,76h 

DLK2Ch 4,00±0,50fg - 20,34±0,91cd 

DLM1Bh - - 27,85±1,71bc 

DLM1Ch - - - 

SM8 - 1,13±0,09e 1,02±0,70jk 
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Prilog 9. (nastavak) PGP osobine izolata poreklom iz korenskih kvržica lucerke (M. sativa) 

Naziv izolata 
Produkcija siderofora 

(poluprečnik halo zone mm) 

Solubilizacija fosfata 

(poluprečnik halo zone mm) 
Produkcija IAA (μg ml-1) 

SM1 - - 10,02±1,42ef 

SMO3 - - - 

SMO - 2,83±0,58d 8,65±0,49f 

Vø p12 - - 3,95±0,45hi 

2.6b - - - 

2.2b - - - 

4.9cr - - 2,53±0,92j 

3.1b - - - 

2.4b - - - 

2.1b - - 7,01±2,42fg 

2.5b - - - 

4.8b - - - 

3.1b - - - 

SMO1 - - 30,72±1,33b 

DLK2Dh1 - - 4,07±0,54h 

DLK2Eh1 11,83±2,47cd - 12,05±1,01e 
NT: nije testirano; -: nije detektovana produkcija; a-l: Vrednosti u koloni označene istim slovima nisu statistički različite prema Duncan 

multiple range testu (P≤0,05). 
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Prilog 10. PGP osobine izolata poreklom iz korenskih kvržica žutog zvezdana (L. corniculatus) 

Naziv izolata 
Produkcija siderofora 

(poluprečnik halo zone mm) 

Solubilizacija fosfata 

(poluprečnik halo zone mm) 
Produkcija IAA (μg ml-1) 

DZM1Lm - 5,00±0,00b 12,77±0,20g 

DZK1Cm - 3,50±1,00cd 7,41±0,29j 

PZR1Dm - - 10,00±2,41i 

PZNCm - - 13,34±1,42g 

PZNDm - 3,33±0,24d 0,97±0,25mn 

DZR2Cm - 5,17±0,23b 3,01±0,24l 

PZR1Bm - - 11,77±1,04gh 

610 - 2,17±0,24e 1,43±0,10m 

1M12 - - 99,37±5,05a 

U1C - - 76,70±4,92b 

631oz - - 18,72±3,42ef 

754 - 2,67±0,24de 43,65±5,21c 

DZM1Mm - - 1,00±0,10m 

PZR1Bm1 - - 12,02±1,25g 

DZR2Dm  - - 

PZNDm1 - 4,33±0,47bc 1,13±0,10m 

PZR1Em - 1,83±0,24ef 6,97±1,05jh 

DZK1Em - - - 

DZM1Jm - - - 

DZM1Om - 2,00±0,1 f 3,99±0,33 kl 

PZNDm2 - - - 

PZR1Cm - - - 

DZK1Cm2 - - - 

DZM1Jh 4,83±1,89ef - 10,42±0,86i 

DZK1Bm - - 1,01±0,1 m 

DZM1Km - - - 

DZM1Cm - - 3,00±0,00 l 

DZM1Hm - - - 

DZM1Nm - - - 

DZM1Im - - 4,01±0,1 kl 

PZNBm - - - 

PZR1Em1 - 2,50±1,00de 7,25±1,04j 

DZR2Am2 - - - 

ZR7IM2 20,17±2,75b - 42,40±1,10c 

DZK1Bh 12,00±2,65c 9,83±1,53a 44,12±2,44c 

ZR7Gm 7,83±0,76d - 36,05±1,82d 

DZM1Nm1 - - 6,39±1,05jkl 

DZM1LH2 - - - 

PZR1Ah - - 1,14±0,10m 

DZK1Em1 - - - 

DZK1Dm - - - 

DZK1Jh 2,00±0,50fg 1,83±0,58f 17,78±0,95f 

DZM1Hm1 20,83±0,40b - 12,0±1,0g 

DZK1Eh 20,79±3,30b - 11,99±0,9g 

2MNK - - - 

DZK1Ah - - 20,92±0,77e 

DZM1Gh - - - 

DZM1Hh - - - 
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Prilog 10. (nastavak) PGP osobine izolata poreklom iz korenskih kvržica žutog zvezdana (L. 

corniculatus) 

Naziv izolata 
Produkcija siderofora 

(poluprečnik halo zone mm) 

Solubilizacija fosfata 

(poluprečnik halo zone mm) 
Produkcija IAA (μg ml-1) 

ZR7Mm - - - 

ZR7Jm - - - 

ZR7Dm - - 3,37±0,43l 

ZR7Em - - - 

ZR7Hm 2,16±0,24fg - - 

ZR7Bm - - - 

ZR7Cm - - - 

DZK1Ch - - 0,92±0,30mn 

DZK1Dh - - 16,03±0,85f 

DZK1Fm - - - 

DZK1Bh - - - 

DZM1Kh1 - - - 

DZM1Oh2 7,17±2,02de - 4,07±0,19kl 

DZM1Fh - - - 

DZM1Lh1 - - - 

DZM1Lh2 - - - 

DZM1Kh2 - - - 

DZM1Kh3 1,00±0,00g - 9,02±1,54i 

DZM1Mh1 - - - 

PZR1Gh - 3,00±0,00d 10,68±1,24h 

ZR7GH1 - - - 

DZR3Am - - 1,03±0,38m 

ZR7Dh 2,83±0,58f 2,17±0,58e 2,16±0,13lm 

ZR7Gh1 - - - 

ZR7Kh 24,83±2,36a - 14,70±1,25fg 

ZR7Hh - - - 

ZR7Jh 5,17±0,24e - - 

ZR7Gh2 - - 4,41±0,43kl 

ZR7Bh - - - 

DZM1IHh 8,17±2,02d - 6,85±0,53jk 

DZM1Ih 8,00±1,00d - 4,17±0,96kl 

DZM1Oh2 - - - 

DZR3Am - - 1,00±0,09m 

DZM1Kh3 - - - 

PZR1Bh 2,83±0,29f - 6,08±1,13jkl 

DZK1Eh - - - 

DZK1Em - - 3,78±0,25kl 

DZM1Hm - 2,00±1,00e 3,34±0,52l 

DZM1Km - - 4,00±0,00kl 

DZM1Jm  4,00±1,0c 6,00±0,50jkl 
-: nije detektovana produkcija; a-n: Vrednosti u koloni označene istim slovima nisu statistički različite prema Duncan multiple range 

testu (P≤0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

115 

 

Prilog 11. Pregled svih izolata determinisanih u ovoj studiji 

Naziv izolata Sekvenca gena Vrsta 
Procenat 

sličnosti (%) 

PLK3AH 
16S rRNA 

Bacillus megaterium 
99,90 

tuf 99,86 

PLR2AH 
16S rRNA Bacillus zanthoxyli/B. aryabhattai 99,90 

tuf Bacillus megaterium 100 

L3 
16S rRNA 

Bacillus mojavensis 
99,79 

tuf 99,72 

4.3 
16S rRNA Bacillus thuringiensis/B. toyensis 99,88 

tuf Bacillus thuringiensis 100 

6.1 
16S rRNA Bacillus thuringiensis/B. toyensis 99,88 

tuf Bacillus thuringiensis 100 

1.5 
16S rRNA Bacillus thuringiensis/B. toyensis 99,48 

tuf Bacillus thuringiensis 100 

L22 
16S rRNA 

Bacillus kochii 
99,56 

tuf 98,99 

L21 
16S rRNA Bacillus megaterium/B. flexa 100 

tuf Bacillus megaterium 100 

L1 
16S rRNA Pseudomonas brassicacearum 98,78 

gyrB Pseudomonas sp. 100 

LG 
16S rRNA Pseudomonas sp. 98,08 

gyrB Pseudomonas putida 100 

Luc2 
16S rRNA Pseudomonas brassicacearum 99,17 

gyrB Pseudomonas sp. 100 

L2Cr 
16S rRNA Pseudomonas brassicacearum 98,80 

gyrB Pseudomonas sp. 100 

DLK2Eh 
16s rRNA Bacillus zanthoxyli/B. aryabhattai 98,84 

tuf Bacillus megaterium 99,74 

L18 16S rRNA 
Bacillus megaterium/B. aryabhattai/B. zanthoxyli/B. 

aryabhattai/B. flexa 
99,87 

214 16S rRNA Nocardia sp./Rhodococcussp. 99,90 

219 16S rRNA Bosea thioxidans 99,49 

PLR2Bh 16S rRNA Bacillus zanthoxyli/B. aryabhattai 99,98 

ppN 1 16S rRNA 
Agrobacterium tumefaciens/Rhizobium 

nepotum/Agrobacterium fabacearum 
99,09 

SM2 16S rRNA Bacillus lichenoformis 98,66 

4.3R 16S rRNA Bacillus subtilis 98,59 

2.1B 16S rRNA Bacillus zanthoxyli/B. aryabhattai 98,01 

PLK2Am 
16S rRNA Peribacillus simplex/Brevibacterium frigotolerans 99,70 

tuf Brevibacterium frigotolerans 99,39 

2.1B1 
16S rRNA Bacillus zanthoxyli/B. aryabhattai 100 

tuf Bacillus megaterium 99,66 

4.6R1 16S rRNA Mesorhizobium erdmanii 100 

2.3R 16S rRNA Sinorhizobium meliloti 98,59 

10-2N 
16S rRNA 

Sinorhizobium medicae 
98,58 

recA 99,46 

DLM1Bm 
16S rRNA 

Sinorhizobium meliloti 
99,66 

recA 99,13 

GNOV4 
16S rRNA Sinorhizobium sp. 100 

recA Sinorhizobium meliloti 99,10 

GPD2 
16S rRNA Sinorhizobium medicae 100 

recA Sinorhizobium meliloti 99,48 

10-2 BM 16S rRNA Sinorhizobium meliloti 99,81 

GV2-1 
16S rRNA 

Sinorhizobium meliloti 
99,77 

recA 98,96 
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Prilog 11. (nastavak) Pregled svih izolata determinisanih u ovoj studiji 

Naziv izolata Sekvenca gena Vrsta 
Procenat 

sličnosti (%) 

2.24 
16S rRNA 

Sinorhizobium meliloti 
100 

recA 99,39 

2-1 
16S rRNA 

Sinorhizobium meliloti 
100 

recA 98 

L4 
16S rRNA 

Sinorhizobium meliloti 
99,22 

recA 98,13 

L5 16S rRNA Sinorhizobium meliloti 99,06 

ZR7IM2 
16S rRNA 

Serratia plymuthica 
99,48 

gyrB 100 

DZK1BH 
16S rRNA 

Bacillus megaterium 
100 

tuf 100 

ZR7GM 
16S rRNA 

Serratia plymuthica 
99,36 

gyrB 100 

DZM1Nm1 16S rRNA Bacillus spp. 100 

DZM1LH2 
16S rRNA Bacillus thuringiensis/B. cereus/B. paramobilis 99,72 

tuf Bacillus toyensis 99,63 

DZK1Em1 16S rRNA Bacillus spp. 100 

DZK1Dm 
16S rRNA Bacillus spp. 100 

tuf Bacillus toyensis 99,66 

DZK1Jh 
16S rRNA Bacillus megaterium/B. aryabhattai/B. flexa 100 

tuf Bacillus megaterium 99,77 

DZM1Hm1 
16S rRNA Bacillus mobilis/B. hominis/B. paramobilis 100 

tuf Bacillus toyensis 99,69 

DZK1Eh 
16S rRNA Periacillus simplex/Brevibacterium frigotolerans 99,62 

tuf Brevibacterium frigotolerans 99,59 

PZNBm 
16S rRNA 

Phylobacterium loti 
99,78 

recA 95,93 

PZR1Em1 
16S rRNA Bacillus lichenoformis/B. sonorensis/B. haynesii 98,89 

tuf B. paralichenoformis 99,71 

DZR2Am2 16S rRNA Pseudomonas fragi 98,96 

2NMK 16S rRNA Paenibacillus albidus 98,61 

1MNKsv 16S rRNA Paenibacillus wynnii/P. albidus 98,12 

1MNKnod 16S rRNA Paenibacillu swynnii/P. albidus 98,12 

613 16S rRNA Mesorhizobium huakuii 99,56 

617 16S rRNA Mesorhizobium spp. 99,57 

607 16S rRNA Mesorhizobium spp. 98,86 

611 16S rRNA Mesorhizobium jarvisii/M. carmichaelinearum 99,52 

615 16S rRNA Mesorhizobium spp. 99,67 

6291 16S rRNA Mesorhizobium silamurunense/ M. amorphae 99.65 

602v 16S rRNA Mesorhizobium erdmani 98,46 

616 16S rRNA Mesorhizobium huakuii/M. jarvisii 100 

604 16S rRNA Mesorhizobium erdmanii 100 

608 16S rRNA Mesorhizobium huakuii/M. jarvisii 100 

PZR1Em 16S rRNA Mesorhizobium erdmanii 99,40 

DZM1Mm 
16S rRNA 

Mesorhizobium sp. 
100 

recA 98,95 

PZR1Bm1 16S rRNA Mesorhizobium jarvisi/M. erdamanii 99,90 

DZR2Dm 16S rRNA Mesorhizobium sphorae/M. waitakense 99,55 

PZNDm1 16S rRNA Mesorhizobium jarvisi/M. erdamanii 100 

DZM1Lm 16S rRNA Mesorhizobium cantuariense 99,37 

DZK1Cm 16S rRNA Mesorhizobium tianshanense 99,46 

PZR1Dm 16S rRNA Mesorhizobium erdmanii 99,70 
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Prilog 11. (nastavak) Pregled svih izolata determinisanih u ovoj studiji 

Naziv izolata Sekvenca gena Vrsta 
Procenat 

sličnosti (%) 

PZNCm 
16S rRNA Mesorhizobium erdmanii 100 

recA Mesorhizobium japonicum 98,65 

PZNDm 16S rRNA Mesorhizobium erdmanii 99,79 

DZR2Cm 16S rRNA Mesorhizobium loti 99,47 

PZR1Bm 16S rRNA Mesorhizobium jarvisii 99,90 

610 16S rRNA Mesorhizobium tianshanense 99,78 

1M12 
16S rRNA Mesorhizobium tianshanense 99,47 

recA Mesorhizobium sp. 99,40 

U1C 
16S rRNA Mesorhizobium tianshanense 99,79 

recA Mesorhizobium sp. 99,61 

631oz 
16S rRNA Mesorhizobium caraganae 99,60 

recA Mesorhizobium sp. 98,59 

754 
16S rRNA Mesorhizobium jarvisii 100 

recA Mesorhizobium loti 99 
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Prilog 13. Koncentracija mikroelemenata u biljkama lucerke (M. sativa) (Ogled u polju) 

 Biljna vrsta  Otkos  Tretman 
Mikroelementi (mg kg-1) 

Co Cr Cu Fe Mn Ni Pb Zn 

L
u

ce
rk

a 

I 2020. 

Ø 0.83a 9.92a 5.28b 1132a 51.9a 10.51a 3.55a 26.0a 

T1 0.35c 3.67d 4.86c 485c 45.6b 5.44c 0.75c 20.5b 

T2 0.35c 5.09c 4.99c 469bc 35.7c 5.58c 0.55c 19.7b 

T3 0.50b 8.26b 7.89a 693b 46.5b 7.45b 1.86b 25.7a 

II 2020. 

Ø IGDM 0.79a 4.59c 83.7c 22.6ab 3.07b IGDM 18.4c 

T1 IGDM 0.78a 4.68c 85.4c 21.4b 2.97c IGDM 18.8c 

T2 IGDM 0.61b 6.72a 106.0b 25.3a 3.99a IGDM 25.1a 

T3 0.06 0.77a 5.26b 115a 22.4ab 3.04b IGDM 21.3b 

I 2021. 

Ø 0.58a 4.19a 6.51a 120b 25.1ab 4.38a IGDM 27.6a 

T1 0.12b 1.22b 6.30a 137a 32.9a 4.26b IGDM 23.9b 

T2 0.07c 0.65c 5.34b 89.6c 28.0ab 4.31a IGDM 26.7a 

T3 IGDM 0.81bc 5.91ab 82.4c 21.6b 3.76c IGDM 20.4c 

III 2021. 

Ø 0.38a 4.25a 6.69c 581a 37.6a 7.61b 0.07b 18.5a 

T1 0.33a 3.93a 6.85c 462b 35.3ab 8.70a 0.82a 17.8a 

T2 0.13b 1.83b 7.02b 194d 33.3b 6.81bc IGDM 17.7a 

T3 0.18b 2.07b 8.03a 236c 32.2b 6.61c IGDM 17.4 b 

Vrednosti obeležene crvenim su u opsegu koje se smatraju povišenim ili toksičnim po Kabata-Pendias, 2010; a-c: Vrednosti u koloni 

označene istim slovima nisu statistički različite prema Duncan multiple range testu (P≤0,05); IGDM: ispod granice detekcije metode 

(Co i Pb: <0,05mg kg-1); T1: seme tretirano sa S. meliloti L4; T2: seme tretirano sa B. megaterium DLK2Eh; T3: seme tretirano sa S.  

meliloti L4 i B. megaterium DLK2Eh; Ø: netretirana kontrola.  

Prilog 14. Koncentracija  mikroelemenata u biljkama ježevice (D. glomerata) (Ogled u polju) 

Biljna vrsta Otkos Tretman 
Mikroelementi (mg kg-1) 

Co Cr Cu Fe Mn Ni Pb Zn 

Je
že

v
ic

a 

I 2020. 

Ø 0.59a 9.51a 5.03a 804a 91.2b 8.64a 2.99a 21.8a 

T1 0.12b 3.32c 2.24c 213c 82.0c 4.33c IGDM 12.6c 

T2 0.11b 4.70bc 3.17b 201c 92.8b 5.66b IGDM 15.4b 

T3 0.33ab 6.91 b 3.07b 449b 99.1a 6.45b 0.97b 19.0a 

II 2020. 

Ø IGDM 4.10ab 1.51b 123b 103.4b 5.97a IGDM 15.9b 

T1 0.08a 3.70b 2.20ab 112.5c 109.2a 5.72a IGDM 15.70b 

T2 0.09a 3.80b 2.11ab 89.7d 111.9a 5.78a IGDM 14.3c 

T3 0.07a 4.93a 2.81a 138a 94.6c 5.80a IGDM 21.9a 

I 2021. 

Ø IGDM 1.97b 1.56a 51.2ab 55.8b 4.88a IGDM 18.3a 

T1 IGDM 4.11a 1.03b 46.2b 60.5a 4.93a IGDM 15.0b 

T2 IGDM 1.42b 1.04b 54.5a 46.0c 4.03b IGDM 12.9c 

T3 IGDM 1.21b 1.75a 52.2ab 57.3ab 4.60ab IGDM 18.4a 

III 2021. 

Ø 0.40a 10.61a 4.77a 542a 85.2a 9.47a 1.44a 26.9b 

T1 0.33ab 7.71b 3.74b 481b 75.4b 8.15b 0.90ab 24.6c 

T2 0.21b 5.57c 4.94a 314c 65.5c 7.18c 0.49b 34.8a 

T3 0.19b 6.19bc 4.67a 332c 68.7c 7.24c 0.90ab 27.7b 

*Vrednosti obeležene crvenim su u opsegu koje se smatraju povišenim ili toksičnim po Kabata-Pendias, 2010; a-c: Vrednosti u koloni 

označene istim slovima nisu statistički različite prema Duncan multiple range testu (P≤0,05); IGDM: ispod granice detekcije metode 

(Co i Pb: <0,05mg kg-1); T1: seme tretirano sa S. meliloti L4; T2: seme tretirano sa B. megaterium DLK2Eh; T3: seme tretirano sa S.  

meliloti L4 i B. megaterium DLK2Eh; Ø: netretirana kontrola.  
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Prilog 15. Koncentracija mikroelemenata u smeši lucerke (M. sativa) i ježevice (D. glomerata) 

(Ogled u polju) 
  

Biljna 

vrsta 

 Otkos  Tretman 
Mikroelementi (mg kg-1) 

Co Cr Cu Fe Mn Ni Pb Zn 

S
m

eš
a
 

(l
u

ce
rk

a 
i 

je
že

v
ic

a)
 

I 2020. 

Ø 0.25 a 5.70a 5.57a 384b 75.7a 5.44b 0.93a 20.4b 

T1 0.30 a 4.49c 4.86b 400a 63.7b 5.87a 0.71b 23.0a 

T2 0.26 a 3.99c 4.65b 363bc 61.2c 5.42b 0.43c 22.1ab 

T3 0.26 a 5.03b 3.90c 345c 71.1ab 5.80a 0.62b 17.3b 

II 2020. 

Ø 0.06 b 3.81a 3.06b 132b 88.7a 5.64a IGDM 22.2b 

T1 0.06 b 3.35ab 2.95b 133b 68.4b 4.66b IGDM 15.8d 

T2 0.10 a 1.76b 4.38a 172a 34.9c 3.93c IGDM 23.0a 

T3 IGDM 1.07b 4.80a 73c 31.3c 2.93d IGDM 18.4c 

I 2021. 

Ø IGDM 1.33a 0.70c 49.8b 62.5a 2.39c IGDM 14.0c 

T1 IGDM 1.16a 2.31ab 40.4c 57.2b 4.72a IGDM 20.0a 

T2 IGDM 1.48a 3.67a 51.0a 41.4d 4.65a IGDM 18.3ab 

T3 IGDM 1.29a 2.05b 39.7c 44.1c 3.96b IGDM 17.1b 

III 2021. 

Ø 0.27 a 7.40a 4.28c 411a 71.5a 7.96a 0.80a 26.0b 

T1 0.14 b 4.36b 6.71a 270b 66.9b 6.40b IGDM 23.4c 

T2 0.11 b 4.84b 5.38b 231c 64.7b 6.09c IGDM 22.7c 

T3 0.19ab 4.99b 6.41a 286b 61.5c 6.88ab 0.89a 31.5a 

*Vrednosti obeležene crvenim su u opsegu koje se smatraju povišenim ili toksičnim po Kabata-Pendias, 2010; a-d: Vrednosti u koloni 

označene istim slovima nisu statistički različite prema Duncan multiple range testu (P≤0,05); IGDM: ispod granice detekcije metode 

(Co i Pb: <0,05mg kg-1); T1: seme tretirano sa S. meliloti L4; T2: seme tretirano sa B. megaterium DLK2Eh; T3: seme tretirano sa S.  

meliloti L4 i B. megaterium DLK2Eh; Ø: netretirana kontrola.  

Prilog 16. Koncentracija makroelemenata u biljkama lucerke (M. sativa) (Ogled u polju) 

Biljna vrsta Otkos Tretman 
Makroelementi (g kg-1) 

Ca K Mg P 

L
u

ce
rk

a 

I 2020. 

Ø 33,23a 30,02a 24,21a 2,27a 

T1 24,32b 15,93b 5,84b 2,17ab 

T2 22,89b 14,38b 5,98b 1,99b 

T3 16,31c 16,70b 5,33b 2,67a 

II 2020. 

Ø 15,52ab 17,03b 4,17ab 2,46a 

T1 12,62b 16,14b 3,14b 2,24a 

T2 18,50a 21,22a 4,42a 3,27a 

T3 13,60b 14,25c 3,37b 2,24a 

I 2021. 

Ø 19,91b 16,42c 6,54a 2,45b 

T1 24,90a 21,52b 5,44b 3,10a 

T2 20,38ab 23,20a 5,12b 3,33a 

T3 15,98c 21,76b 4,18c 2,80ab 

III 2021. 

Ø 33,79b 10,70b 7,07a 2,29a 

T1 33,63b 10,15b 7,27a 2,33a 

T2 35,29ab 13,17a 6,31b 2,49a 

T3 39,85a 12,47ab 6,69b 2,55a 

a-c: Vrednosti u koloni označene istim slovima nisu statistički različite prema Duncan multiple range testu (P≤0,05); T1: seme tretirano 

sa S. meliloti L4; T2: seme tretirano sa B. megaterium DLK2Eh; T3: seme tretirano sa S. meliloti L4 i B. megaterium DLK2Eh; Ø: 

netretirana kontrola.  
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Prilog 17. Koncentracija makroelemenata u biljkama ježevice (D. glomerata) (Ogled u polju) 

Biljna vrsta Otkos Tretman 
Makroelementi (g kg-1) 

Ca K Mg P 

Je
že

v
ic

a 

I 2020. 

Ø 6,06a 27,95c 2,93a 2,07b 

T1 2,13a 30,52b 1,93b 1,86b 

T2 2,26a 32,81a 2,19ab 2,49a 

T3 2,15a 30,54b 1,97b 2,17ab 

II 2020. 

Ø 2,91ab 31,16b 3,25ab 4,26a 

T1 2,64b 31,93b 3,12b 4,09b 

T2 2,55b 32,86a 3,04b 4,08b 

T3 4,46a 30,20b 3,68a 4,21a 

I 2021. 

Ø 1,17b 28,51a 1,44a 2,45b 

T1 1,30ab 21,70b 1,28a 2,14b 

T2 1,61a 27,86a 1,43a 2,45b 

T3 1,47a 28,21a 1,75a 3,13a 

III 2021. 

Ø 5,48bc 24,23a 3,71b 3,11a 

T1 7,73a 21,86b 4,18a 3,09a 

T2 6,38b 21,40b 3,62b 2,92a 

T3 4,84c 21,69b 3,39b 3,10a 

a-b: Vrednosti u koloni označene istim slovima nisu statistički različite prema Duncan multiple range testu (P≤0,05); T1: seme tretirano 

sa S. meliloti L4; T2: seme tretirano sa B. megaterium DLK2Eh; T3: seme tretirano sa S.  meliloti L4 i B. megaterium DLK2Eh; Ø: 

netretirana kontrola.  

 

Prilog 18. Koncentracija makroelemenata u smeši lucerke (M. sativa) i ježevice (D. glomerata) 

(Ogled u polju) 

Biljna vrsta Otkos Tretman 
Makroelementi (g kg-1) 

Ca K Mg P 
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m

eš
a
 

(l
u
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rk

a 
i 

je
že

v
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a)
 

I 2020. 

Ø 18,45a 15,36b 5,76a 2,65a 

T1 10,72b 25,12a 3,46c 2,13b 

T2 10,50b 16,84b 3,73bc 1,98b 

T3 16,11ab 23,70ab 4,06b 2,21ab 

II 2020. 

Ø 5,71c 32,14a 3,02ab 3,62a 

T1 5,33c 30,10a 2,83b 3,01b 

T2 15,52a 19,89b 3,75a 2,84b 

T3 13,40b 16,08b 3,76a 2,75b 

I 2021. 

Ø 1,35b 31,01a 1,22c 1,92b 

T1 1,49b 27,79b 1,54b 2,32a 

T2 3,35a 21,16c 1,93a 2,35a 

T3 2,94ab 27,55b 1,90a 2,58a 

III 2021. 

Ø 4,82b 24,01b 3,63a 2,61a 

T1 4,47b 25,42a 3,44a 2,51a 

T2 6,11ab 24,19b 3,56a 2,42a 

T3 6,62a 21,69c 3,45a 2,68a 
a-c: Vrednosti u koloni označene istim slovima nisu statistički različite prema Duncan multiple range testu (P≤0,05); T1: seme tretirano 

sa S. meliloti L4; T2: seme tretirano sa B. megaterium DLK2Eh; T3: seme tretirano sa S.  meliloti L4 i B. megaterium DLK2Eh; Ø: 

netretirana kontrola.  
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