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Diverzitet bakterija izolovanih iz korenskih kvrzica lucerke (Medicago sativa L.) i Zutog
zvezdana (Lotus corniculatus L.) i njihov potencijal za poboljSanje rasta biljaka

Sazetak

Korenske kvrzice leguminoza su bitan izvor bakterija koje mogu da poboljSavaju rast biljaka. U ovom
istrazivanju izolovano je ukupno 152 bakterijska izolata iz korenskih kvrzica lucerke (Medicago
sativa L.) i zutog zvezdana (Lotus corniculatus L.), od ¢ega je 14% izolata iz lucerke i 23% iz
zvezdana imalo sposobnost nodulacije iste biljne vrste pri reinokulaciji. Veéi procenat izolata
poreklom iz korenskih kvrzica lucerke pokazao je sposobnost produkcije siderofora, dok je
solubilizacija fosfata i produkcija indol sirCetne kiseline bila zastupljenija kod izolata iz
zvezdana. Antifungalno dejstvo je pokazalo 17 izolata, pri ¢emu se izolat B. mojavensis L3 izdvojio
kao najefikasniji protiv ispitivanih vrsta roda Fusarium. Geneticka karakterizacija izolata je pokazala
da nerizobijalni izolati iz obe biljne vrste ve¢inom 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 6310z) tolerantni na pH 5 uticu
na povecanje prinosa zvezdana u kiselom zemljistu, uz optimalni sadrzaj mikro- i makroelemenata u
biljnoj biomasi. 1zolati B. megaterium DZK1BH i Mesorhizobium sp. 6310z su imali pozitivan uticaj
na rast zutog zvezdana, jezevice i njihove smese, takode u kiselom zemljistu. U poljskom
ogledu, sojevi S. meliloti L4 i B. megaterium DLK2Eh pozitivno su uticali na prinos lucerke, jeZevice
i njihove smesSe u zemljiStu sa pove¢anom koncentracijom teskih metala (Ni, Cr i Pb). Istrazivanje
diverziteta bakterija iz korenskih kvrzica zutog zvezdana i lucerke na teritoriji Srbije ukazalo je na
postojanje autohtonih sojeva sa dobrim potencijalom za poboljSanje rasta biljaka, narocito u
zemljiStima niske produktivnosti.

Kljuéne reci: Korenske kvrzice, Medicago sativa L., Lotus corniculatus L., promocija rasta biljaka,
mikro- i makroelementi, rizobije, Sinorhizobium spp., Mesorhizobium spp., Bacillus spp., kisela
zemyjista

Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Mikrobiologija



Diversity of bacteria isolated from root nodules of alfalfa (Medicago sativa L.) and birds-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 6310z), 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. 6310z 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.

Keywords: Root nodules, Medicago sativa L., Lotus corniculatus L., plant growth promotion, micro-
and macroelements, rhizobia, Sinorhizobium spp., Mesorhizobium spp., Bacillus spp., acid soils
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1. UvOD

1.1. Leguminozne biljke

Leguminozne biljke ili leguminoze (familija Fabaceae) su od velikog ekonomskog i
ekoloskog znacaja, a pripada im oko 5% svih poznatih biljnih vrsta. Familija Fabaceae obuhvata oko
700 rodova sa preko 20.000 vrsta rasprostranjenih Sirom sveta, od kojih se mnoge koriste za ljudsku
i sto¢nu ishranu, ili kao lekovite i ukrasne biljke (Hasanuzzaman et al., 2020). Posle trava (familija
Poaceae), leguminoze su jedna od najvaznijih biljnih grupa za ljudsku ishranu, kao §to su soja,
kikiriki, grasak, pasulj i drugo, zbog visokog sadrzaja proteina,. Osim toga, ove biljke se najvise
koriste za sto¢nu ishranu i smatraju se neophodnim za odrzavanje zdravlja Zivotinja, kao 1 kvaliteta
zivotinjskog mesa i mleka (FAO, 2016).

Neke od najznacajnijih vrsta leguminoza koje se koriste za sto¢nu ishranu pripadaju rodovima
Lotus i Medicago (Ovalle et al., 2015) (Slika 1). Takode, ove biljne vrste Cesto se uzgajaju u
mesavinama sa travama kao $to je Dactyilis glomerata L., Bromus biebersteinii L., Poa pratensis L.,
Festuca arundinacea L. i Lolium perenne L., radi poveéanja profitabilnost i odrzivosti sistema ispase
(Sanderson et al., 2005). Prisustvo korova u smeSama znacajno je manje u odnosu na samostalne
useve leguminoza i trava, zbog veéeg potencijala za kompeticiju sa korovskim biljkama (Sanderson
etal.,2013). Jezevica (Dactylis glomerata L.) je viSegodi$nja trava koja u smeSama sa leguminozama
predstavlja pozeljnu alternativu za visoki vijuk (Festuca arundinacea L.), zbog manje
kompetitivnosti prema leguminozama. Smanjena kompetitivnost ove trave omogucava njeno uspes$no
gajenje na nasem podrudju u sme$ama sa leguminozama, pre svega lucerkom (Cupina et al., 2014).
Zbog svoje povoljne strukture, veoma je pogodna za ishranu stoke u vidu sena, kako u samostalnoj
formi, tako 1 u mesavini sa lucerkom (Aiken et al., 2020). Ova trava moze da raste i na zemljiStima
niske plodnosti, ali vrhunac svog proizvodnog potencijala dostiZze na zemljiStima koja su bogata
azotom. U odnosu na trave slicnih upotrebnih vrednosti, formiranje useva jezevice je najlakse
ostvarivo (Casler et al., 2019).

Slika 1. Biljke zutog zvezdana (levo) (preuzeto iz: https //v\an feedlpedla org) i Iucerke (desno)
(preuzeto iz: https://www.britannica.com)

Rod Lotus se sastoji od preko 200 vrsta koje toleri$u razlicite uslove plodnosti, vlage i pH
zemljiSta (Larsen, 1958). Hranljiva vrednost biljaka ovog roda je visoka, dok je njena najznacajnija
osobina kao sto¢ne hrane to $to ne izaziva nadimanje kod stoke prilikom ispaSe (Swanson, et al.,
1990; Casler et al., 2019). Koli¢ina azota koji se moze fiksirati od strane ove biljne vrste moze dostici
i do 200 kg ha?, prilikom efikasne simbioze sa rizobijalnim bakterijskim vrstama (Vuckovi¢ et al.,
2006). Takode, ova biljna vrsta se moZze koristi za ishranu stoke u vidu smese sa travama, a poZeljna
je 1 kao predusev za gajenje razliCitih neleguminoznih biljaka zbog obogacivanja zemljista azotom
tokom procesa azotofiksacije (Hunt et al., 2014). Zuti zvezdan (Lotus corniculatus L.) je pionirska
biljka koja kolonizuje marginalna i zagadena zemljista i1 naj¢esS¢e je koriS¢ena vrsta roda Lotus za
obnovu kontaminiranih lokacija. Zuti zvezdan ima sposobnost da raste na alkalnim ili kiselim
zemljiStima i1 pokazuje visok stepen tolerancije na povisene koncentracije aluminijuma i mangana,
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kao i na salinitet. Takode, spontano se moze javiti na razli¢itim zemljistima bogatim teSkim metalima,
S$to ukazuje na njegovu visoku prilagodljivost ovakvim zemljistima (Sujkowska-Rybkowska et al.,
2020).

Medu vrstama roda Medicago, lucerka (Medicago sativa L.) se trenutno uzgaja na povrsini
od preko 45 miliona hektara u svetu (Mielmann, 2013). Zbog visokog i kvalitetnog prinosa, lucerka
je najvaznija 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 §to su brzo
rastuci korenov sistem i visoki prinosi u nadzemnoj biomasi koristi i kao model biljka za remedijaciju
kontaminiranog zemljiSta (Tussipkan & Manabayeva, 2022; Ju et al., 2020). U zemljiStima 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 zemljistima (pH 6,6 - 7,5), a njen nedostatak je slaba tolerancija na niske pH
vrednosti zemljiSta. Relativna tolerancija glavnih krmnih leguminoza na kisela zemljista je sledeca:
lucerka (Medicago sativa L.) < bela detelina (Trifolium repens L.) < kuglasta detelina (Trifolium
incarnatum L.) < crvena detelina (Trifolium pratense L.) < Zuti zvezdan (Lotus corniculatus L.)
(Horrocks & Vallentine, 1999). Kako je zuti zvezdan znacajno tolerantniji na kiselost zemljista nego
lucerka, moze imati potencijal za upotrebu na zemljiStima gde kiselost ograni¢ava postojanost useva
lucerke.

1.2. Uloga rizobijalnih bakterija u formiranju korenskih kvrzica

Rizobije su zemljiSne bakterije koje imaju sposobnost da na korenima leguminoznih biljaka
formiraju korenske kvrzice (nodule) u kojima se odvija proces azotofiksacije. Ove bakterije nazivaju
se jos 1 simbiozni fiksatori azota, i mogu vrSiti azotofiksaciju samo u uslovima formiranja simbioze
sa leguminozama (Garrity et al., 2004; Lindstrom & Mousavi 2019). Pod rizobijama se
podrazumevaju vrste rodova Rhizobium, Sinorhizobium (Ensifer), Mesorhizobium i Bradyrhizobium.
U okviru korenskih kvrZica osim rizobija, otkriven je veliki broj drugih vrsta nenoduliSu¢ih
(nerizobijalnih) bakterija (Bacillus spp., Pseudomonas spp., Nocardia spp., Serratia spp. i druge).

Uspostavljanje simbioze izmedu rizobija i leguminoza je visoko specifi¢na interakcija, tako
da samo odredene vrste rizobija mogu efikasno nodulisati odredene vrste biljaka. Tokom ovih
interakcija, biljka na korenovom sistemu razvija korenske kvrzice ili nodule (Gourion et al., 2015).
Korenske kvrzice obezbeduju povoljno okruzenje za bakterije, gde su zaSti¢ene od nepovoljnih uslova
okoline (van Rhijn & Vanderleyden 1995; Webster et al., 1997; Dent & Cocking, 2017). Biljke
snabdevaju bakterije hranljivim materijama (pretezno dikarboksilnim kiselinama), dok za uzvrat
dobijaju redukovane forme azota od bakterija. lako je azot najzastupljeniji element u atmosferi, biljke
mogu da koriste samo amonija¢ne i nitratne forme ovog elementa (NH4" i NO3"). Azot je limitirajuc¢i
element za rast i razvoj biljaka i koristi se u procesima sinteze nukleinskih kiselina, aminokiselina,
proteina i drugih vaZznih biomolekula kao $to je adenoizin-trifosfat (ATP). Osim toga, azot je i jedan
od glavnih komponenti hlorofila, biljnog pigmenta koji je najvazniji u procesu fotosinteze.

Formiranje nodula je indukovano lu¢enjem flavonoidnih jedinjenja od strane leguminoza u
rizosferu, gde ona aktiviraju transkripciju bakterijskih nod gena koji proizvode lipohitooligosaharidni
signal neophodan za razvoj korenskih kvrzica (Oldroyd et al., 2011). Prepoznavanje izmedu biljnih
flavonoida i bakterijskih Nod proteina (koji su kodirani nod genima) je odgovorno za definisanje
specificnosti simbioze biljke i1 rizobije (Wang et al., 2018a). Infekcija korenova leguminoza
rizobijalnim bakterijama moze se odvijati intra- ili interéeiljskim putem. Infekcija intracelijskim
putevima podrazumeva pojavu infekcije na korenskim dlac¢icama, gde se formira infekciona nit (engl.
IT - ,,infection thread*). Infekciona nit se izduzuje sve do primordijlanih ¢elija nodula. Ovakav tip
infekcije je naj¢es¢i u simbiozi izmedu rizobija i leguminoza, odreden je biljnom vrstom i moZze se
destiti 1 na mestima korena gde bocni korenovi izlaze kroz epidermalne pukotine ili izmedu
epidermalne ¢elije korena i susedne korenske dlacice (Gualtieri & Bisseling, 2000; Vega-Hernandez
et al., 2001). Najmanje 25% svih rodova leguminoza moze biti inficirano rizobijalnim vrstama,
nezavisno od formiranja IT. Rizobije koje ulaze u biljnu ¢eliju domacina su okruzene membranom
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koja poti¢e od domacina koja se naziva peribakteroidna membrana ili membrana simbiozoma (Sprent,
2007). Ovaj novi ¢elijski kompartment formiran od intracelularnih bakterija (bakteroida) zatvorenih
membranom simbiozoma naziva se simbiozom. Bakterije se mogu deliti unutar simbiozoma, a celi
simbiozomi se takode mogu deliti unutar ¢elije domacina, pri ¢emu se obe ove vrste deobe vrse
sinhrono ili ne. Nakon §to 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 domacina, gde se asimiluje i transportuje ka ostatku biljke (Hinde &
Trautman, 2002). Za efektivnu azotofiksaciju neophodno je i prisustvo bakterijske nitrogenaze,
enzima koji omoguc¢avaju konverziju azota iz N2 oblika u NHas, uz potro$nju 16 molekula ATP-a
(Fischer, 1994) (Slika 2). Formirani amonijak predstavlja oblik azota koji leguminozne biljke mogu
koristiti. Ovakav nacin azotofiksacije naziva se i bioloska fiksacija azota. Azotofiksacija ostvarena
simbiozom izmedu rizobija i leguminoza ucestvuje sa oko 20% u ukupnoj bioloskoj fiksaciji N
(Lodwig & Poole 2003; O’Gara and Shanmugam 1976).

Interakcija flavonoida 1
bakterijskih nod gena

Formirane nodule na korenu bilike

Indukecija formiranja nodula

A 2NH3*H+16ADP+16Pi

‘. NITROGENAZA
N,+8H+8¢ +16ATP

Fiksacija azota

Formiranje nodule

Slika 2. Formiranje korenskih kvrzica (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 $to ne mogu da izazovu nodulaciju, rizobijalne vrste mogu u¢i u korenov sistem
razli¢itih neleguminozih biljaka na mestu nicanja bo¢nih korena ili na mestima povrsinskog oSte¢enja
korenovog sistema. Nakon $to ude u korenov sistem biljaka, rizobija prodire u ¢éelije korteksa mladih
bocnih korenova (Cocking et al., 1995). Proizvodnja specifi¢nih rizobijalnih litickih enzima kao Sto
su celulaze, amilaze i pektinaze mogla bi biti osnova efikasnosti prodiranja rizobija u sistem korteksa
korena. Mehanizmi izmedu rizobija i neleguminoza potrebni za uspesnu kolonizaciju ostvaruju se
razmenom razliitih signalnih molekula (Santi et al., 2013). Pokazano je da razliite vrste
neleguminoza mogu da luce fenolna jedinjenja (vanilin 1 isovanilin) koja indukuju transkripciju
rizobijalnih nod gena (Le Strange et al., 1990; Reddy et al., 2007). Kako se na mestima rasta i
oSte¢enja korena luce povecane koli¢ine ovih jedinjenja, rizobije iz rizosfere dobijaju signal o
mestima ulaska u koren neleguminoza (Rinaudi & Giordano, 2010). Na ovaj nacin rizobijalne vrste
mogu kolonizovati i korenski sistem neleguminoznih biljaka, bez formiranja nodula.



Trenutna taksonomija rizobijalnih bakterija koje imaju sposobnost da vr$e nodulaciju u okviru
reda Rhizobiales otkriva njihovu $iru raznolikost i obuhvata 13 rodova sa 159 vrsta (Tak et al. 2017).
Neki od najznacajnijih predstavnika ovog reda sa sposobno$¢u nodulacije prikazani su na Slici 3.
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Slika 3. “Neighbour-joining” filogenetsko stablo na osnovu sekvenci za 16S rRNK najpoznatijih
nodulisucih rizobijalnih vrsta (preuzeto iz Tak et al. 2017)

Pored rizobijalnih vrsta, u korenskim kvrzicama leguminoznih biljka potvrdeno je prisustvo i
drugih bakterija koje nemaju sposobnost nodulacije (Soares et al., 2020). Nenodulisuce bakterije
korenskih kvrZica najceS¢e 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 siroko rasprostranjene u prirodi, nalaze se u vazduhu, vodi, i zemljistu
(Nicholson, 2002). Jedna od najistaknutijih karakteristika vrsta roda Bacillus je sposobnost
formiranja endospora koje pruzaju visoku otpornost na nepovoljne uslove spoljasnje sredine
(zracenje, suSa, UV svetlost 1 toplota), omogucavajuci ovim bakterijama da prezive u nepovoljnim
uslovima tokom produzenog perioda u stanju mirovanja (Nicholson, 2002). Rod Bacillus obuhvata
viSe od 280 wvrsta, do kojih su najpoznatije vrste B. subtilis, B. anthracis, B. cereusi B.
thuringiensis (Gupta et al., 2020). Vrste ovog roda osim povoljnih osobina koje ih ¢ine bakterijama
koje poboljsavaju 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 Cine patogenima ¢oveka ili zivotinja (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
sirokog spektra fizioloSkih karakteristika i sposobnosti da proizvode razli¢ite enzime, antibiotike 1
metabolite, vrste roda Bacillus se koriste u mnogim medicinskim, farmaceutskim, poljoprivrednim i
industrijskim procesima (Celandroni et al., 2019).

Rod Pseudomonas trenutno sadrzi 202 vrste, §to ga ¢ini rodom Gram-negativnih bakterija koji
sadrzi najveéi broj vrsta (Ozen & Ussery, 2012). Vrste ovog roda $iroko su zastupljene u svim
delovima Zzivotne sredine, ukljucujué¢i vodu, zemljiste i korenske kvrzice razli¢itih leguminoznih
biljaka. Osim u korenskim kvrZicama zutog zvezdana i lucerke, prisustvo vrsta roda Pseudomonas je
detektovano unutar korenskih kvrzica leguminoznih biljaka kao §to su Medicago lupulina L.,
Brassica napus L., Phaseolus vulgaris L. i Sophora alopecuroides L. (Kong et al., 2017; Jiménez-
Gomez et al., 2020; Lally et al., 2017; Tapia-Garcia et al., 2020; Zhao et al., 2013). Vrste ovog roda
mogu imati ulogu u poboljsanju 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 kvrZica lucerke i Zutog zvezdana

Razumevanje mikrobioma korenskih kvrzica leguminoza i ispitivanje njihovih znacajnih PGP
osobina, ima vaznu biotehnolosku primenu. Pokazano je da bakterije korenskih kvrzica leguminoza
mogu povecati prinose useva, ukloniti zagadivace, inhibirati patogene i proizvesti veée koli¢ine
fiksiranog azota (Dudeja et al., 2011). Da bi se omogucila primena pravilno selektovanih bakterija,
neophodno je razumevanje mikrobioma nodula kao i razumevanje mehanizma ulaska i funkcija
nenoduli$ucih bakterija (Wigley et al., 2017).

Tabela 1. Bakterijske vrste detektovane u korenskim kvrzicama lucerke

Bakterije detektovane u korenskim kvrzicama lucerke Referenca
® S. meliloti Rhizobium sp.
= Wang et al., 2018b; Ilyas
[5] R
£ S. medicae R. tibeticum etal., 2022; Kang et al.,
S8 2019; Torres Tejerizo et
g S. arbores R. radiobacter al., 2016; Martinez-
S - _ Hidalgo et al., 2022;
§ R. favelukesii R. rosettiformans Stajkovi¢-Srbinovié et
o . . al., 2012
R. gallicum R. yanglingense
Pseudomonas sp. Serratia plymuthica
Pseudoxanthomonas sp. Enterobacter cloacae
Agrobacterium radiobacter Oceanobacillus caeni
Micromonospora sp. Variovorax paradoxus
Micromonospora noduli Achromobacter spanium
Micromonospora taraxaci Paenibacillus medicaginis
N Arthrobacter sp. Paenlbaglllu_s polymyxa Noori et al., 2018; Ilyas
= Enterobacter cloacae Paenibacillus sp. ;
Z L et al., 2022; Aroua et al.,
£ Pantoea agglomerans B. altitudinis , .
< . o 2019; Martinez-Hidalgo
s Ohtaekwangia sp. B. altitudinis, . -
3 Kineosporia sp B. cereus, etal, 202(.)' Noori et al.,
7 Novosphingobium sp B. dabaoshanensis 2021, Laietal, 201.5’
= . . ; Khalifa et al., 2016;
= Aquabacterium sp. B. lichenoformis halif Imalki
2 Klebsiella s B. safensi Khalifa & Almalki,
=i p. . safensis ) . .
5] . .. ; ; 2015; Martinez-Hidalgo
'z Kosakonia cowanii B. siamensis ot al 2022
Shinella sp. B. simplex N
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 kvrzica lucerke, pored tipa zemljiSta u kom biljka raste odreden je i
genotipom same biljke (Crosbie et al., 2021). Rizobijalne vrste koje najces¢e indukuju formiranje
kvrZica na korenima lucerke pripadaju rodu Sinorhizobium (S. meliloti i S. medicae), dok je takode
zabelezena i nodulaciona sposobnost nekih vrsta roda Rhizobium (Torres et al., 2011; Tabares-da
Rosa et al., 2019). Rezultati istrazivanja pokazuju da, pored rhizobijalnih vrsta, korenske kvrzice
lucerke sadrze i raznolik skup drugih nenoduliSucih vrsta, u nekim sluc¢ajevima ucestalosti ¢ak i do
>50% (Wigley et al., 2017). Prisustvo nerizobijalnih bakterija u korenskim kvrzicama leguminoza
potencijalno je selektivno regulisano od strane biljke domacina (Zgadzaj et al., 2015). Na primer,
vrste roda Bacillus su zastupljene u vise od 0,5% ukupnih sekvenci dobijenih sekvenciranjem ukupne
bakterijske DNK iz korenskih kvrzica lucerke (Wigley et al., 2017). U Tabeli 1 su navedene
rizobijalne i nenoduliSuée bakterije detektovane u korenskim kvrzicama lucerke.

Autohtone populacije rizobija generalno variraju u svojoj simbioznoj efikasnosti i
konpetitivnost za nodulaciju biljke domacina, gde stepen tolerancije rizobija na abiotske faktore
sredine ima znacajnu ulogu. Rizobijalne vrste koje najéesc¢e nodulisu biljke zutog zvezdana pripadaju
rodu Mesorhizobium (Tabela 2) (Lorite et al., 2016).

Tabela 2. Bakterijske vrste detektovane u korenskim kvrzicama zutog zvezdana

Bakterije detektovane u korenskim kvrzicama lucerke Referenca
2y Mesorhizobium loti M. erdmanii Reeve et al., 2014:
= o . rosbie et al., 2021;
3 % M. jarvisii M. tianshanense I\aa?zgs%éﬁci,a e(i al.,,
N
- O . .
o M. albiziae M. japoniocum 2017; Lorite et al., 2016

Rhodococcus spp. Geobacillus spp.
3 Phyllobacterium loti Paenibacillus spp
22 Actinoplanes sp. Ancylobacter sp. Ampomah'& ,HUSS' .
=55 . Danell, 2011; Rios-Ruiz
S 2 Arthrobacter sp. Bacillus sp. ]
3 < ; . et al., 2019; Muresu et
8 Corynebacterium sp. Inquilinus sp.
o . . al., 2022
Z Mycobacterium sp. Oerskovia sp.
Phyllobacterium sp. Staphylococcus sp.

Osim rizobijalnih vrsta, dokazana je i sposobnost vrsta Rhodococcus spp., Geobacillus spp. i
Paenibacillus spp. da noduli$u zuti zvezdan (Ampomah & Huss-Danell, 2011), dok je zabelezeno i
prisustvo drugih nenodulisucih vrsta (Tabela 2). lako je zastupljenost ovih vrsta relativno niska unutar
korenskih kvrzica (oko 6,5%), otkri¢e da neke nerizobijalne vrste mogu indukovati nodulaciju Zutog
zvezdana govori o znacaju istrazivanja bakterijskog diverziteta unutar nodula (Ampomah & Huss-
Danell, 2011). Pojava velikog broja nenodulisuc¢ih vrsta roda Bacillus u korenskim kvrzicama ukazuje
na njihovu potencijalnu ulogu u poboljSanju aktivnosti i funkcije simbiozoma (Crosbie et al., 2021).
Pokazano je i da se u okviru korenskih kvrzica Lotus parviflorus L. nalazi veéi procenat nenodulisucih
bakterijskih vrsta u odnosu na druge vrste roda Lotus (Soares et al., 2020). Filogenetska istraZivanja
nodA gena u vrstama Pseudomonas sp. i Burkholderia sp. koje su nodulisale leguminozu Robinia
pseudoacacia pokazala su visok stepen slicnosti sekvence ovog gena sa vrstom Mesorhizobium
septentrionale i ukazala na mogucnost horizontalnog genskog transfera nodA izmedu razlicitih
bakterijskih vrsta (Shiraishi et al., 2010).

Identifikacija na osnovu sekvence gena za 16S rRNK i dalje je osnov Klasifikacije bakterija.
Medutim, blisko srodne vrste bakterija najces¢e se ne mogu razlikovati samo na osnovu sekvence
ovog gena. Zbog toga se druge genske sekvence, kao Sto 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 brze od gena
za 16S rRNK i stoga predstavljaju markere sa veCom moci diskriminacije u odnosu na gene za 16S
rRNK (Keim, 2005). U ovim slu¢ajevima, sekvenciranje “housekeeping” gena kao $to su atpD (ATP
sintaza F1, B-subjedinica), gyrB (DNK giraza, B subjedinica), recA (rekombinaza A), rpoB (RNA
polimeraza, 3- subjedinica a) i trpB (triptofansintaza, B- subjedinica) ili tuf (elongacioni faktor EF-
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Tu) moze pruziti bolju rezoluciju u determinaciji bakterija do nivoa vrste (Rong & Huang, 2014;
Draganic¢ et al., 2017).

1.4. Bakterijski mehanizmi poboljSanja rasta biljaka

Mehanizmi kojima bakterije mogu poboljsati rast biljaka mogu biti direktni ili indirektni
(Slika 4). Neki od direktnih mehanizama pomoc¢u kojih bakterije pobolj$avaju rast biljaka jesu
proizvodnja biljnih hormona (auksin, citokinin, etilen) ili drugih hemijskih supstanci (lipo-hito-
oligosaharidi), solubilizacija neorganskih fosfata, poboljSanje unosa biljnih hranljivih materija
menjanjem morfologije korena, proizvodnja siderofora, itd. (Antoun & Prevost, 2005; Vessey, 2003).
Indirektni mehanizmi, koji ¢ine biokontrolu u uZem smislu, uklju¢uju pobolj$anje 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).

o=
Pzt ] B\  |Fotosinien
Direkini PGP mehanizmi Indirekini PGP mehanizmi
-Fiksacija azota
-Produkcija hormona PGFR ) ‘]mhlkov_ﬂnﬂ B
—Solubilizacija fosfata @0 Q SO sistemska rezistencija
(= = -- -
-Produkcija = e Prevencija bolesti

sin\Ep Q@
-Produkcija siderofora
-Kompeticija
.. o -Produkcija antibiotika
Patogeni mikroorganizmi _ “Produkcija hidrolitickih

Slika 4. Naj¢es¢i mehanizmi delovanja PGP bakterija

Rizobijalne bakterije su Siroko proucavane zbog njihove simbiotske povezanosti sa
leguminozama 1 sposobnosti fiksacije azota. Medutim, neki ¢lanovi rodova Rhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium i Sinorhizobium su sposobni da promoviSu rast i razvoj biljaka i
putem biohemijskih ili fizioloskih mehanizama koji nisu vezani za fiksaciju azota (Boiero et al.,
2007). Oni su sposobni da reguliSu rast biljaka kroz proizvodnju i oslobadanje razli¢itih metabolita
kao §to su fitohormoni, siderofore, ACC deaminaze, antibiotici, HCN i drugo (Ahmad et al., 2019;
Boiero etal., 2007; Chandra et al., 2007; Saghafi et al., 2019; Serova et al., 2019; Vargas et al., 2009).

Smatra se da je osim fiksacije azota najvazniji direktni mehanizam kojim rizobijalne vrste
promovisu rast biljaka sinteza razli€itih tipova fitohormona (Zahir et al., 2004). Proizvodnja auksina,
citokinina, giberelina (GA) i apcisinske kiseline (ABA) je relativno Cesta karakteristika bakterija
(Bhattacharjee et al., 2012; Boiero et al., 2007; Ferreira et al., 2020). Poznato je da bakterije koje
proizvode hormone mogu poboljsati 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 razlicita, a tip 1 koli¢ina hormona varira u zavisnosti od bakterijske vrste (Boiero et al., 2007;
Humphry et al., 2007). Jedan soj je najceS¢e sposoban da proizvede jedan ili viSe razliitih
fitohormona.



Pored rizosfernih bakterija, algi i gljiva, bakterije korenskih kvrzica su dokazane kao jedan
od glavnih proizvodaca indol-3-sir¢etne kiseline (IAA, najvazniji biljni hormoni tipa auksina) (Boiero
et al., 2007; Pandey & Maheshwari 2007). Indol-3-siréetna kiselina (proizvod metabolizma L-
triptofana) je ukljucena u kontrolu ¢elijske deobe, diferencijacije tkiva, dok rizobije koje proizvode
IAA mogu indukovati povecanje koncentracije aminokiselina u biljnim tkivima (Jaiswal et al., 2021).
Medu rizobijalnim vrstama, Sinorhizobium meliloti, Bradirhizobium sp. i Rhizobium sp. istic¢u 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
takode prepoznati kao proizvodaci [AA.

Jo$ jedan znaCajan metabolit koji proizvode bakterije korenskih kvrzica je enzim 1-
aminociklopropan-1-karboksilazna (ACC) deaminaza. Ovaj enzim smanjuje nivo etilena (koji je
povisen u biljnim tkivima tokom stresnih uslova) u biljkama, pretvaranjem prekursora etilena (ACC)
u amonijak i a-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,
proizvodaci ACC deaminaze pronadeni su i medu sojevima Sinorhizobium (Ensifer), Mesorhizobium
i Bradyrhizobium (Ma et al., 2003; Piromyou et al., 2017; Saghafi et al., 2019).

Gvozde je vazno u procesu fotosinteze i disanja, ali generalno je koli¢ina dostupnih Fe** jona
niska u aerobnom okruzenju, kako pri niskim tako i pri visokim pH vrednostima zemljista (Masalha
et al., 2000). Siderofore su mali, heliraju¢i agensi visokog afiniteta za gvozde, koji formiraju
rastvorljive komplekse sa Fe** i mogu se uneti u éelije aktivnim transportom (Neilands, 1993).
Bakterije korenskih kvrzica su sposobne da proizvode vise razli¢itih tipova siderofora: karboksilate
(rizobaktin, citrat i1 antranilat), katehole, dihidroksamate (rizobaktin 1021 i vicibaktin) i
trihidroksamate (Carson et al., 2000; Datta & Chakrabartty, 2014). Proizvodnja katehola ili
karboksilata je sporadi¢na i najcesce je specificna 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 proizvodacem (Khilias et al., 2016; Dhar Purkaiastha et al., 2018;
Cleto et al., 2021). Vrste roda Pseudomonas su takode poznate po proizvodnji siderofora. Siderofore
koje sintetiSe P. aeruginosa posreduju u antagonistiCkom efektu ovog izolata protiv gljive
Rhizoctonia solani (Sasirekha & Srividya, 2016). Takode, utvrdeno je da siderofore koje sintetiSu
vrste roda Pseudomonas povecavaju duzinu izdanaka i korena, broj zrna i sadrzaj gvozda u stabljici,
listu i semenu kukuruza (Sah et al., 2017).

Fosfor (P) je jedan od glavnih makroelemenata neophodnih za rast i razvoj biljaka. Medutim,
fosfor se u zemljistu Cesto se nalazi u nerastvorljivom obliku, kao Caz(POa4)2 u alkalnim zemljistima,
ili kao fosfat Al 1 Fe u kiselim zemljiStima. Sposobnost da se fosfati (organski i neorganski) pretvore
u oblik koji je dostupan biljkama je vazno svojstvo mnogih PGP bakterija, ukljucujuci bakterije
korenskih kvrzica (rizobijalne i nerizobijalne). I kod biljaka 1 kod mikroorganizama, glavni
mehanizam solubilizacije P je izlucivanje vodoni¢nih jona, proizvodnja organskih kiselina i
biosinteza kisele fosfataze (Arcand & Schneider, 2006; Bais et al., 2006). Proizvodnja neorganskih i
organskih kiselina sniZzava pH vrednost zemljiSnog rastvora, pri cemu se iz Caz(PO4)2 oslobada fosfor.
Enzimska solubilizacija fosfata se odvija tokom mineralizacije organskih fosfata. Vrste roda
Pseudomonas, kao §to 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 pojedinacne celijske komponente bakterija mogu da indukuju ISR: lipopolisaharidi, flagele,
cikli¢ni lipopeptidi, homoserinski laktoni, acetoin i butandiol (Lugtenberg & Kamilova 2009).



Antagonisticki efekat protiv patogena ugavnom je uslovljen sintezom hidrolti¢kih enzima koji
uticu na razaranje Celijskog zida fitopatogenih gljiva ili produkcijom antibiotika (Khan et al., 2018).
Jedan od najc¢e$¢ih hidrolit¢kih enzima medu vrstama roda Bacillus (kao §to su B. subtilis, B.
licheniformis, B. amiloliquifaciens i B. stearothermophilus) su amilaze (Gopinath et al., 2017).
Proizvodnja amilaze od strane Bacillus sp. ima snaZzan antifungalni efekat na Aspergillus flavus koji
proizvodi aflatoksin (Sapkota et al., 2019). Pektinaze razgraduju kompleksni pektin do molekula
monogalakturonske kiseline, koji se mogu transformisati u polisaharide (Schmitz et al., 2019).
Potvrdeno je da B. subtilis moze da proizvodi pektinoliticke enzime (Kaur & Gupta, 2017). Hitin je
drugi najzastupljeniji biopolimer u prirodi, sastavljen od ponavljaju¢ih jedinica N-acetil-D-
glukozamina, koji se nalaze u insektima i gljivama (Martinez-Zavala et al., 2020). Glavna uloga
bakterijskih hitinaza je u antifungalnom dejstvu. Hitinaze deluju kao agensi za biokontrolu protiv
fitopatogenih gljiva koje sadrze hitin, posto je hitin glavni sastojak ¢elijskih zidova gljiva (Lagner &
Gohre, 2016). Medu vrstama Bacillus, dokazano je da B. thuringiensis, B. cereus, B. subtilis i B.
lichenoformis mogu produkovati hitinaze (Martinez-Zavala et al., 2020). Nedavno su proteaze
identifikovane kao glavni mikoliticki enzimi sa znacajnom ulogom u biokontroli gljiva. Indukujuéi
hidrolizu peptidnih veza u proteinima koji se nalaze u ¢elijskim membranama gljiva, proteoliticki
enzimi koje sintetiSu bakterije izazivaju lizu gljivi¢nih ¢elija Sto dovodi do ¢elijske smrti (Ji et al.,
2020). Bacillus spp. su medu najznacajnijim proizvodacima proteaza, priznatih po tome §to proizvode
neutralne 1 alkalne proteoliticke enzime, koji su otporni na ekstremne temperature, pH 1 oksidirajuce
agense (Contesini et al., 2018). Vrste iz roda Serratia potencijalno mogu imati jaku celuloliti¢ku
aktivnost (Cano-Ramirez et al., 2016). Takode, vrste koje pripadaju rodu Bacillus ¢esto imaju slozen
I multifunkcionalan sistem celulaze (Khan et al., 2018). Proizvodnja razli¢itih sekundarnih metabolita
koji su toksi¢ni za druge mikroorganizme dokumentovana je i1 u slucaju rizobijalnih bakterija 1 to:
antibiotika (bakteriocina) cijanovodonika (HCN) i mikolitickih 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 sintetiSu razliite vrste bakterija. HCN
ometa snabdevanje ¢elije energijom tako Sto inhibira transport elektrona, Sto dovodi do smrti izloZzene
¢elije. Takode, utvrdeno je da mnoge antagonisticke vrste Pseudomonas proizvode HCN sa
antimikrobnim delovanjem Sirokog spektra (Michelsen & Stougaard, 2012). lako 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). Medutim,
primeceno je da HCN ima indirektan uticaj na povecanje dostupnosti hranljivih materija bakterijama
1 biljkama, tako Sto je ukljucen u geohemijske procese zemljista (kao $to je helacija metala) (Rijavec
& Lapanje, 2016). Poznato je da bakterije koje se koriste u biokontroli, kao §to su vrste koje pripadaju
rodovima Alcaligenes, Aeromonas, Bacillus i Pseudomonas, proizvode HCN (Alemu, 2016).

Istrazivanje koje su sproveli Krnjaja i autori (2005) pokazalo je da su vrste iz roda Fusarium
(ukljucujuéi F. proliferatum, F. oxysporum i F. graminearum) preovladujué¢i gljivi¢ni patogeni
izolovani iz zarazenog semena lucerke, koji izazivaju nekrozu korena i infekciju nadzemnog dela
biljke. Istrazivanje 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. Odredene vrste PGP bakterija imaju sposobnost inhibicije rasta fitopatogenih
gljiva uz pomo¢ sinteze antifungalnih jedinjenja, kao $to su lipopeptidi ili antibiotici (Khan et al.,
2018). Dokazano je da proizvodnja bioloski aktivnih jedinjenja kao $to su antimikrobni lipopeptidi
(AMLP) iz porodica surfaktina, iturina i fengicina, imaju znacajan potencijal u borbi protiv biljnih
patogena. Lipopeptidi koje sintetiSu Bacillus vrste izrazavaju svoj antifungalni efekat protiv
fitopatogenih gljiva prodiranjem u ¢elijske membrane, formiranjem jonskih pora i izazivanjem
osmotske neravnoteze ¢elijske membrane (Knight et al., 2018). Takode, vrste iz roda Pseudomonas
su prepoznate kao agensi bioloSke kontrole zbog njihove sposobnosti da sintetiSu antibiotike
(fenazine) i hidroliticke enzime (Panpatte et al., 2016). Do danas je poznato preko 100 bioloski
aktivnih fenazina koje sintetiSu uglavnom vrste rodova Pseudomonas i Streptomyces (McDonald et
al., 2001).



1.5. Znacaj bakterija korenskih kvrzica u poljoprivredi

Tokom prethodnih godina povrsine pod lucerkom i pasnjacima se nisu znac¢ajno menjale, dok
je pad prinosa (izrazen u tonama) uocljiv tokom 2021. godine, §to ukazuje na potrebu uvodenja novih
i efikasnijih dubriva (Zavod za statistiku Republike Srbije). Najces¢i tip dubriva koja se koriste za
dubrenje poljoprivrednih povrSina su mineralna dubriva, gde se na ovaj nacin dubri oko 66,86%
ukupnih poljoprivrednih povrSina (Agencija za zaStitu zivotne sredine). Medutim, njihova
neprikladna i1 nekontrolisana upotreba moze dovesti do znacajnih gubitaka prinosa useva, kao i
zagadenja zemljiSta i vode (Adesemoie et al. 2009). Takode, prekomerna upotreba mineralnih dubriva
moze dovesti do promene fizicko-hemijskih (poremecene adsorpcija jona i mobilizacija biogenih
elemeneta zemljista) i mikrobioloskih (smanjenja biodiverziteta autohotnih vrsta mikroorganizama)
osobina zemljista, koje se najvise ogledaju u smanjenju plodnosti zemljista. Osim negativnog uticaja
na zivotnu sredinu, ekonomska isplativost primene mineralnih dubriva postaje sve veéi problem za
poljoprivredne potrosace. Cene mineralnih dubriva skocile 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 promovise i unapreduje
zdravlje agro-ekosistema, ukljucujuci biodiverzitet, bioloske cikluse i biolosku aktivnost zemljista
(FAO/WHO Codex Alimentarius Commission, 1999). Ovo se postize koris¢enjem, gde je moguce,
agronomskih, bioloskih i mehanickih metoda, za razliku od kori$¢enja hemijskih preparata i dubriva,
kako bi se ispunila specificna funkcija unutar sistema. Primena inokulanata baziranih na efikasnim
PGP sojevima ima najveéi znaCaj u organskoj poljoprivrednoj proizvodnji. Uvidom u Listu
registrovanih sredstava i za ishranu biljaka i oplemenjivaca zemljista koja se mogu koristiti u
organskoj proizvodnji, moze se zakljuciti da trenutno na trzistu Srbije postoje 103 registrovana
mikrobioloska dubriva, od ¢ega je najveci broj na bazi vrsta rodova Bacillus i Azotobacter. Kako se
manje od 45% ovih dubriva proizvodi u Republici Srbiji, a u skladu sa rastu¢im interesovanjem
poljoprivrednih proizvodaca da konvencionalnu poljoprivrednu praksu zamene ogranskom
prozvodnjom, neophodno je usvrSavanje postoje¢ih kao i formulisanje novih preparata sa
potencijalno Sirim sprektrom biljnih vrsta na koje mogu da budu primenjene.

Da bi se obezbedila zdrava hrana 1 Zivotna sredina 1 da bi se smanjila upotreba hemijskih
dubriva 1 sredstava za zastitu biljaka, neophodno je zdravo bioloSko reSenje u biljnoj proizvodnji.
Inokulanti na bazi rizobijalnih bakterija kao i bezbednih nerizobijalnih bakterijskih vrsta, osim na
povecanje prinosa kroz promociju rasta tretiranih biljaka, uticu na plodnost zemljista i produktivnost
biljaka na zdrav nacin, poboljSavajuci nutritivni sastav biljaka, fiziologiju 1 otpornost useva 1 zastitu
useva od razli¢itih vrsta fitopatogenih mikroorganizama. Primena inokulanata na bazi rizobijalnih
vrsta u cilju promocije rasta leguminoza, kao i opSteg zdravlja i nutritivnog sastava useva je kori§¢ena
u Srbiji (Bunti¢ et al., 2018; Stajkovi¢-Srbinovi¢ et al., 2020; Deli¢ et al., 2016; Stajkovi¢-Srbinovié
et al., 2021). Osnovna strategija za poboljSanje rasta leguminoza kao §to su lucerka i zuti zvezdan
najvise se oslanja na postizanje adekvatnog ranog razvoja zdravog korenovog sistema, kako bi se
obezbedilo usvajanje svih esencijalnih nutijenata. Strategije zasnovane na bakterijama koje
poboljsavaju produktivnost, optimizuju fiksaciju azota, cuvaju kvalitet zemljista i povecavaju
koncentraciju azota u zemljistu se postizu kroz rizobijalnu inokulaciju. Potreba za rizobijalnim
sojevima sa PGP osobinama, koji su ujedno tolerantni na nepovoljne uslove Zivotne sredine je
evidentna, kao 1 znacaj istraZzivanja raznovrsnosti nativnih sojeva koji bi se mogli koristiti kao efiksani
inokulanti (Altier et al., 2013).

U poslednje vreme, istrazivanja se baziraju i na primeni nerizobijalnih PGP bakterija u cilju
povecanja klijavosti, prinosa i kvaliteta useva kako leguminoznih tako i neleguminoznih biljnih vrsta
(Abulfaraj & Jalal, 2021; Bunti¢ et al., 2019; KneZevi¢ et al, 2021b; Raki¢ et al., 2021, Jiménez-
Gomez et al., 2018). Moguénost formiranja efektivne interakcije izmedu biljne vrste i rizobija smatra
se jednim od ograniCavajucih faktora u primeni PGP rizobija na neleguminozne biljne vrste (Maier
et al., 2019). Medutim, kako PGP rizobije mogu da kolonizuju i korenje neleguminoza, njihova
primena je u poslednje vreme usmerena na promovisanje rasta razlicitih vrsta trava, pirin¢a, kukuruza,
zelene salate, bibera i paradajza (Flores-Felix et al., 2013). Primena inokulanta na bazi rizobija je od
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posebnog znacaja za povrée koje se konzumira sirovo, kako je primena ovih inokulanta bezbedna po
zdravlje ljudi. Inokulanti na bazi korisnih bakterija koje deluju kao agensi koji istovremeno
promovisu rast biljaka i deluju kao antagonisti fitopatogenih gljiva su obe¢avajuca alternativa primeni
hemijskih supstanci (Allaga et al., 2020).

1.6. Poboljsanje rasta biljaka na zemljiStima niskih produktivnih sposobnosti

Bakterije korenskih kvrzica mogu biti korisne u procesu poboljSanja proizvodnje useva na
zemljiStima niskih prozvodnih sposobnosti (Naseer et al., 2019). Povecanje plodnosti zemljiSta uz
koriS¢enje sojeva tolerantnih na nepovoljne uslove zZivotne sredine i sa odredenim PGP osobinama
moze biti isplativa zamena za dubrivo koje se koristi u konvencionalnoj poljoprivredi. Takode, uticaj
bakterijske inokulacije na nutritivni sastav biljaka, ukluc¢ujuci i sadrzaj mikro- i makroelementa, od
velike je vaznosti. Pored postizanja optimalnog prinosa biljaka u kiselim zemljistima ili zemljiStima
sa povecanom koncentracijm teSkih metala, postizanje adekvatnog sastava biljnog materijala, koji ¢e
uci u lanac ishrane i koristiti se za ishranu ljudi ili Zivotinja je od velike vaznosti.

Nedostatak ili previsoka koncentracija mikro- i makroelemenata moze dovesti do poremecaja
u rastu biljaka i smanjene produktivnosti. lako je bor (B) esencijalni element za rast i razvoj
vaskularnih biljaka, nedovoljni ili toksi¢ni nivoi B u zemlji§tu mogu izazvati probleme sa prinosom
i kvalitetom mnogih useva. (Camacho-Cristobal et al., 2005). Bakar (Cu) je jo$ jedan element
neophodan za biljke, ¢ija neuravnoteZena koncentracija moze poremetiti brojne fizioloske procese u
biljkama, kao Sto su fotosintetski transport elektrona ili odgovor na oksidativni stres (Yruela, 2005).
Nedostatak gvozda (Fe) je Siroko rasprostranjen fenomen koji ima negativan uticaj na aktivnost
fotosinteticke masinerije u biljnom tkivu, $to posledi¢no uzrokuje smanjenje biljnog rasta i prinosa
(Lopez-Millan et al., 2013). Mangan (Mn) je vazan mikroelement za rast biljaka i esencijalni kofaktor
za kompleks fotosinteticke masinerije (Alejandro et al., 2020). Nikl (Ni) je jos jedan esencijalni biljni
mikroelement koji deluje kao aktivator enzima i moze biti kljucni element za zastitu biljaka od
stresnih uslova (Fabiano et al., 2015). Cink (Zn) je mikroelement neophodan za sve biljke sa kljuénom
ulogom u rastu, razvoju i odbrani biljaka od patogena (Cabot et al., 2019). Pored Zn, mikroelementi
kao §to 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 Celijskih zidova i membrana i kao intracelularni signalizator (Thor, 2019). Kalijum (K)
u biljnim ¢elijama deluje kao aktivator vaznih enzima u procesima transporta Secera, metabolizama
azota i ugljenika i fotosinteze, i nephodan je za optimalan rast biljaka (Xu et al., 2020). Magnezijum
(Mg) je joS§ 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 & Trénkner,
2019). Fosfor (P) je esencijalni makroelement koji utice na razvoj korena, rast biljaka 1 produktivnost
useva, sa znaCajnom ulogom u metabolickim funkcijama biljaka, kao 1 komponenta nukleinskih
kiselina i koenzima (Siedliska et al., 2021).

Teski metali su medu najvaznijim zagadiva¢ima zivotne sredine, ¢ija je povecana
koncentracija u zemlji$tu naj¢eS¢e prouzrokovana antropogenim aktivnostima. Teski metali koji su
prisutni u poljoprivrednom zemljiStu na indirektan nac¢in dovode do zagadenja vode 1 poljoprivrednih
useva. Akumulacija teSkih metala u biljnim tkivima moze dovesti do oStecenja proteina i DNK,
smanjivanja produkcije enzima ili do naru$avanja strukture membrane (Hasan et al., 2017).
Bioremedijacija se odnosi na upotrebu zivih organizama (najée$¢e mikroorganizama) za uklanjanje
zagadivaca ili nezeljenih supstanci iz zemljista ili vode (Lidder & Sonnino, 2012). Bioremedijacija
je obecavajuca tehnologija, dostupna za obnavljanje zemljista zagadenog teskim metalima (Ojuederie
& Babalola, 2017). Leguminoze se smatraju pionirskim vrstama koje igraju vaznu ulogu u
uspostavljanju ponovne vegetacije zemljiSta zagadenih teskim metalima. To je ekoloski prihvatljiva
i isplativa tehnologija, koja je u poslednjih nekoliko decenija preferirana u odnosu na tradicionalne
metode remedijacije. Zemljisne bakterije (najcesce iz rodova Rhizobium, Bacillus, Pseudomonas i
Arthrobacter) igraju vaznu ulogu u detoksikaciji zemljiSta kontaminiranog teSkim metalima (Mishra
etal., 2017). Zbog toga se intenzivno istrazuje eksploatacija rizosfernih i bakterija korenskih kvrzica
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sa sposobnos¢u smanjenja efekta toksi¢nosti metala po biljku (Mosa et al., 2016). Koncentracije
teSkih metala u biljkama koje se uzgajaju u zemljiStima sa poviSenim koncentracijama metala mogu
se smanjiti primenom odredenih PGP bakterija (Dary et al., 2010). Pored direktnih 1 indirektnih
pozitivnih efekata na poboljsanje rasta biljaka i povecanje ukupne biljne biomase, bakterije korenskih
kvrzica takode mogu doprineti smanjenju fitotoksi¢nosti metala. Zbog efektivne fiksacije azota u
korenskim kvrzicama leguminoza povecavaju se ukupne dostpune forme azota u zemljistu, koje ¢e
biti dostupne i biljnoj vrsti zasejanoj na zagadenom zemljiStu nakon leguminoza. Istrazivanja koja se
ticu uloga razlicitih vrsta bakterija u promovisanju rasta leguminoznih biljaka koje se koriste za
fitostabilizaciju ili revegetaciju zemljiSta kontaminiranih teskim metalima u prethodnih nekoliko
godina postaju sve brojnija (Oubohssaine et al., 2022). Promenom bioraspolozivosti metala u
zemljistu (kroz zakiseljavanje, helaciju, kompleksiranje, precipitaciju i redoks reakcije), PGP
bakterije tolerantne na teske metale mogu poboljsati klijavost semena na zemljiStima kontaminiranim
teSkim metalima (Deli¢ et al., 2022; Li et al., 2019). Interferencija izmedu ovih bakterija 1 korena
biljaka takode moze smanjiti toksi¢nost metala. Smanjenje uticaja fitotoksi¢nosti metala kao i
gljivi¢nih infekcija na klijanje semena i rani rast rasada koriS¢enjem bakterija moze biti jedan od
pristupa u remedijaciji zemlji$ta (mikrobijalna bioremedijacija).

ZemljiSta sa pH vrednoS¢u ispod 5,5 smatraju se kiselim zemljiStima (Sumner, 2005).
Zakiseljavanje zemljiSta moze rezultirati ograni¢enim unosom azota i povecanjem koncentracije
NH4* jona, $to moze nepovoljno uticati na rast ve¢ine biljnih vrsta (Sumner et al., 1991). Pored toga,
u zemljistima sa pH ispod 6, simbiotski odnos izmedu rizobija i leguminoza je poremecen, §to moze
rezultirati neefikasnom nodulacijom i fiksacijom azota (Sumner et al., 1991). Nizak pH zemljiSta
remeti razmenu signala izmedu biljke domacéina i rizobija i smanjuje mogucnost formiranja nodula
do 90%, Sto dovodi do smanjenja prinosa i1 kvaliteta biljaka (Ferguson et al., 2013). Kako kisela
zemljiSta zauzimaju vise od 3,95 milijardi ha zemljista u svetu, pronalazenje reSenja za ograni¢enja
u proizvodnji useva na ovim zemljistima je neophodno (Sumner & Noble, 2003). U Srbiji se 43%
ukupnih obradivih zemljista smatra visoko kiselim do kiselim, 20% kiselim ka slabo kiselim i1 35%
slabo kiselim ka neutralnim (Slika 5). Poredenja radi, samo 2% obradivih zemljiSta se smatra alkalnim
(Licina et al., 2011).
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Slika 5. Indikatorski prikaz zastupljenosti kiselosti na podru¢ju Republike Srbije (preuzeto iz:
Izvestaj o stanju zemljista u Republici Srbiji 2015)

Primena sojeva rizobija koji su tolerantni na uslove niskog zemlji$nog pH na leguminoze koje
se uzgajaju u kiselim zemljiStima, moZe poboljSati simbiotske performanse i1 efikasnost nodulacije
(Ferguson et al., 2013). Na dostupnost mikro- i makroelementata za biljku uti¢u fizicko-hemijske
osobine zemljiSta, ukljucujuéi i pH vrednosti zemljista (Dini¢ et al., 2019). Niska pH zemljiSta utice
na dostupnost mikroelemenata, prvenstveno uti¢uci na njihov adsorpcioni potencijal i rastvorljivost
(Fageria et al., 2014). U kiselim zemljiStima, pored nedostatka mnogih biogenih elemenata (P, K, Ca,
Mg, B, Zn), Cesto se nalaze i visoke koncentracije toksi¢nih oblika Fe, Mn i Ni (Uexkiill & Mutert,
1995; Voigt & Staley, 2004). Poznato je da se pored povecanja koncentracije azota, rizobijalnom
inokulacijom moZe poboljSati 1 usvajanje drugih hranljivih materija, kao $to su P 1 K u slu¢aju pirinca,
graska, sociva 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 moze pomoc¢i u postizanju optimalne ravnoteze ovih
hranljivih materija u biljkama koje se uzgajaju na kiselim zemljiStima.

1.7. IstraZivanja bakterija korenskih kvrzZica Zutog zvezdana i lucerke na podrucju Republike
Srbije

Na podrucju Srbije vrste roda Lotus, najc¢esce zuti zvezdan (Lotus corniculatus L.), su Siroko
zastupljene za ishranu stoke. Po prinosu i zastupljenosti, Zuti zvezdan se smatra jednom od
najznacajnijih viSegodisnjih leguminoza u Srbiji, posle lucerke i crvene deteline (Stevovi¢ et al.,
2017; buki¢ et al., 2007). Smatra se da je i diverzitet ove biljne vrste najvec¢i upravo na teritoriji Srbije
i Bosne i Hercegovine, zbog agroklimatskih uslova regiona koji su pogodni za njen rast (Vuckovi¢ et
al., 2006). Postoji vrlo ograni¢en broj istrazivanja koja su se bavila uticajem bakterijske inokulacije
na parametre rasta i nutritivnog sastava zutog zvezdana na teritoriji Srbije. Stevovié et al. (2017)
ispitivali su uticaj inokulacije Zutog zvezdana sa M. loti na prinos i kvalitet semena ove biljne vrste.
Takode, Jarak et al. (2007) pratili su uticaj inokulacije semena zutog zvedana sa R. loti, Azotobacter
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chroococcum i Actinomyces sp. i uticaj na klijavost semena in vitro. Ispitivan je i sadrzaj mikro- i
makroelemenata u biljnom materijalu ove vrste na nasem podruc¢ju (Vuckovi¢ et al., 2006), ali ova
istrazivanja nisu podrazumevala bakterijsku inokulaciju biljaka. Vasi¢ et al. (2019) pokazali su da su
vrste rodova Fusarium, Alternaria, Phythophthora, Mucor, Sclerotinia, Bipolaris i Rhizoctonia
najces¢i gljiviéni patogeni zutog zvezdana na teritoriji Srbije. Postoji nekoliko istrazivanja u nasoj
zemlji koja su se bavila poboljSanjem otpornosti biljaka zutog zvezdana na razlicite faktore spoljasnje
sredine (Nikoli¢ et al., 2013; Nikoli¢ et al., 2007; Nikoli¢ 1 Miti¢, 2005). Medutim, proucavanje
diverziteta autohtonih sojeva i njihove upotrebe za poboljSanje rasta ove biljne vrste, posebno u
zemljistima niskih produktivnih sposobnosti, su ogranicene.

Istrazivanja rizobija na teritoriji Srbije datiraju jo§ od sredine proslog veka (Vojinovi¢ &
Petrovi¢, 1961). U odnosu na Zuti zvezdan, za bakterijsku inokulaciju lucerke postoji zna¢ajno veci
broj istrazivanja na naSem podrucju. Deli¢ et al. (2010a, b; 2013a, b; 2007) ispitivali su uticaj
inokulacije lucerke sa razli¢itim sojevima S. meliloti i Sinorhizobium sp. na paramete rasta i sadrzaj
azota u biljnom materijalu. Ispitivanja bakterijskog diverziteta rizobijalnih i nerizobijalnih vrsta
poreklom iz kvrzica lucerke takode su radena (Stajkovi¢-Srbinovié et al., 2012; Stajkovi¢ et al., 2009).
Uticaj rizobijalnih (S. meliloti) i nerizobijalnih izolata (Pseudomonas sp., Bacillus sp., Azotobacter
chroococcum i Enterobacter sp.) iz korenskih kvrzica lucerke na rast ove biljne vrste ispitivan je u
poljskim ogledima (Stajkovi¢-Srbinovié et al., 2017). Postoje podaci i o uticaju rizosfernih izolata
lucerke na klijavost semena ove biljne vrste u uslovima povecane koncentracije Cr (KneZevi¢ et al.,
2021b). Sli¢no kao i u slucaju Zutog zvezdana, Krnjaja et al. (2005) definisali su najéescée gljvicéne
izazivaCe bolesti lucerke na naSem podrucju. Ispitivanja primene rizobijalnih bakterija (Ensifer
medicae i E. meliloti) tolerantnih na uslove niskog pH na poboljsanje rasta lucerke u kiselom
zemljiStu (pH 4.4) takode postoje (Stajkovié-Srbinovi¢ et al., 2015a). Bunti¢ et al. (2019; 2021)
istrazivali su nove formulacije te¢nih dubriva za lucerku bazirane na nativnim rizobijalnim sojevima,
dok je znacaj rizobijalnih inokulanta poreklom sa teritorije Srbije istaknut od strane Deli¢ et al.
(2016).

Na osnovu svega navedenog moze se zakljuciti da je selekcija nativnih bakterija sa teritorije
nase zemlje nepohodna u cilju dobijanja inokulanata za pobolj$anje rasta Zutog zvezdana i lucerke,
gajenih samostalno i u sme$ama sa razli¢itim vrsta trava. Istrazivanja diverziteta bakterija korenskih
kvrzica, kako u pogledu osobina znacajnih za poboljSanje rasta biljaka, tako 1 u pogledu genetickog
diverziteta, od velike su vaznosti za pravilnu selekciju ovih bakterija.
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2. CILJEVI RADA

Obzirom na znacaj Zutog zvezdana i lucerke u nasoj zemlji, kao i ograniCen broj istrazivanja
diverziteta i potencijala primene bakterija iz korenskih kvrzica ovih biljnih vrsta, a narocito Zutog
zvedana, ciljevi ovog istrazivanja bili su:

1.

Izolacija bakterija, rizobijalnih i nenodulisuéih, iz kvrzica zutog zvezdana (Lotus corniculatus
L.) sa razli¢itih lokaliteta na teritoriji Republike Srbije, kao i iz korenskih kvrzica lucerke
(Medicago sativa L.).

Odredivanje efikasnosti fiksacije azota rizobijalnih izolata.

Ispitivanje osobina izolata koje imaju ulogu u poboljSavanju rasta biljaka, kao Sto su
sposobnost  produkcije indol-3-siréetne kiseline, siderofora, sposobnost solubilizacije
neorganskih fosfata, njihovog antagonistickog dejstva prema odabranim fitopatogenim
gljivama, kao i ispitivanje tolerancije izolata na nepovoljne uslove sredine.

Identifikacija i geneticka determinacija odabranih bakterijskih izolata.
Selekcija izolata 1 ispitivanje njihove sposobnosti da promovisu rast biljaka lucerke, Zutog

zvezdana 1 jezevice, ukljucujuéi i nepovoljne uslove zemljista, pod polukontrolisanim
uslovima - u saksijama, i u poljskom ogledu.

15



3. MATERIJAL | METODE



3. MATERIJAL | METODE
3.1 Materijal

3.1.1. Hranljivi medijumi za gajenje bakterija i gljiva

Hranljivi agar (HA)

HA Medijum baza 41,3g
dH20 1000 ml
Hranljivi bujon (HB)

HB Medijum baza 23,39
dH20 1000 ml

Kvas¢ev manitni bujon - Yeast mannitol
bujon (YMB)

Manitol 10g
K2HPO4 0,59
MgSO4 0129
NaCl 0,19
CaCOs3 0129
Kvascev ekstrakt 5¢
dH.0 1000 ml

Kvas¢ev manitni agar - Yeast mannitol agar
(YMA)
YMB sa dodatkom 15 g agara na 1000ml.

Kvaséev 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 439
baza
Glicerol 10 ml
dH20 1000 ml
King B (KB) bujon
Tripton 10g
Peptonl 109
KCI 0,29
MgSO4 1,59
K2HPO4 1,59
Glicerol 10ml
dH20 1000 ml
Krompir-dekstrozni agar - Potato Dextrose
Agar (PDA)
PDA 39¢
dH20 1000 ml
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3.1.2. Reagensi za bojenje po Gramu

Lugolov rastvor

Kristalni jod 1g
Kalijum jodid 29
dH20 300 ml
Kristal violet
Kristal violet 290
Etanol 96% 20 ml
Amonijum oksalat 08¢
dH20 80 ml
Safranin
Safranin 0,259
Etanol 96% 10 mi
dH20 100 ml

3.1.3. Hranljivi medijumi za odredivanje produkcije enzima

Za testiranje hidroliticke aktivnosti izolata kori$¢en je osnovni medijum:

Osnovni medijum za odredivanje produkcije
hidroliti¢kih enzima

K2HPO4 0549
KH2PO4 05¢g
MgSO4x7H20 029
Agar 159
dH20 1000 mi

u koji su na 1000 ml podloge dodati:

Za produkciju amilaza: 10 g skroba;

Za produkciju celulaza: 10 g carboksimethil celuloze (CMC);
Za produkciju pektinaza: 5 g pektina;

Za produkciju hitinaza: 10 g hitina poreklom iz ljuStura racica;
Za produkciju lipaza: 10 ml 1% Tween 80 na 1000 ml.

0 O O O O

Skim milk agar

K2HPO4 79
KH2PO4 39
(NH4)2S04 059
Kvascev ekstrakt 129
Agar 15¢
dH20 900 ml

Nakon sterilizacije u podlogu je dodato 100 ml
obranog mleka

Rastvor Kl za bojenje podloga

Kl 29
| 19
dH-0 300 ml
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3.1.4. Medijumi za odredivanje PGP osobina bakterija

Pikovskaya agar

Glukoza 109
Ca3(PO4), 59
(NH4)2S04 05¢9
NaCl 029
MgSO4x7H20 01lg
KCI 0,29
Kvascéev ekstrakt 059
MnSO4xH20 0,002 g
FeSO4xH20 0,002 g
Agar 15¢
dH20 1000 mi

Rastvori za Chromeazurol (CAS) agar
FeCl rastvor

FeCI3x6H20 0,0027 g

12M 83 ul

koncentrovanaHCI

dH20 10 ml

HDTMA rastvor
HDTMA 0,073 ¢
dH.0 40 ml
CAS rastvor

CAS 0,065 g

dH20 50 ml
Rastvor 1

FeCl rastvor 9ml

HDTMA rastvor 40 ml

CAS rastvor 50 ml
Rastvor 2

PIPES 30,24 ¢

dH20 750 ml

Agar 15¢

Podesiti pH Rastvora 2 na 6,8 dodavanjem oko
12 g 50% NaOH
Rastvori 11 2 se pojedinac¢no steriliSu na 121°C
tokom 15 minuta u autoklavu a zatim sjedine.
Podloga se razlije u Petri $olje, a nakon
stezanja se polovina sadrzaja Petri Solje iseCe
sterilnim skalpelom, gde se izlije odgovarajuca
podloga za rast bakterija.

Salkowski reagens
0.5M FeCl3 1ml
35% HCIO4 50 ml
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3.1.5. Podloge za gajenje biljaka

Jensen medijum

CaHPOq4 19
K2HPO4 0,29
MgSO4x7H20 029
NaCl 01lg
FeC|3 011 g
Rastvor 1 ml
mikroelemenata

Agar 89
dH20 1000 ml

ON (kontrola sa azotom): Jensen medijum + 50
mg KNO3

O (kontrola bez azota: Jensen medijum + 5 mg
KNO3)

Rastvor mikroelemenata

NaxMoOsx2H20 0,05¢g
Na;B407x10H20 0,05¢g
FeCls 0,05¢
Co(NO3)2x6H20 0,05¢g
3CdS0O4x8H20 0,05¢g
CuSOg4 0,05¢g
ZnSOg4 0,05¢g
MgSO4 0,05¢g
dH20 1000 ml

Rastvor podesiti na pH=7

FizioloSki rastvor
NaCl 8549
dH.0 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 ddH-0 92,5 ml

1% agarozni gel
TBE (0,5%) 280 ml
Agaroza 289

10 xTBE bufer

89Mm TRIS baza 107,8 ¢
89Nm Borna kiselina 559
2,5Mm EDTA 9,3¢g

dH20 1000 ml



3.2. Metode
3.2.1. Uzorkovanje biljnog materijala

Uzorkovanje biljnog materijala izvrSeno je tokom 2018. i 2019. godine tokom faze cvetanja
biljaka u kasno prolece i rano leto. Materijal je uzorkovan sa 24 lokacije kultivisanih i divljih povrSina
na podrucju Srbije (Slika 6). Cele biljke lucerke 1 Zutog zvezdana uzorkovane su iskopavanjem bloka
zemljista koji okruzuje biljku (oko 20 cm dubine). U cilju prevencije ostecenja korenskih kvrzica i
sasusenja biljaka, ovako uzorkovani materijal transportovan je u laboratoriju u zatvorenim plasti¢cnim
kesama u roku od 24h od trenutka uzorkovanja radi izolacije bakterija iz korenskih kvrzica.

Slika 6: Lokaliteti uzorkovanja korenskih kvrzica zvezdana i lucerke (plavim tackama na mapi su
obelezena mesta uzorkovanja biljaka zutog zvezdana, a crvenim lucerke)

3.2.2. Izolacija i preliminarna karakterizacija bakterija korenskih kvrZica

Sa prikupljenog biljnog materijala je najpre odstranjen visak zemlje sa korenova. Zatim su
korenovi isprani teku¢om vodom u cilju uklanjanja preostale zemlje sa korenskih kvrzica. Korenske
kvrzice su pazljivo odstranjene sa korena biljaka. Odvojene kvrzice su povrSinski sterilisane
potapanjem u 96% alkohol tokom par sekundi, zatim u rastvor 0.1% HgCl, tokom 3 do 5 minuta i
finalno isprane sterilisanom destilovanom vodom 5 do 6 puta (Vincent, 1970). U cilju provere
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sterilnosti korenskih kvrzica, svaka kvrZzica je potopljena u 1 ml sterilne destilovane vode, iz Cega je
zatim 100 pl vode zasejano na hranljivu podlogu i inkubirano tokom 7 dana. Korenske kvrzice
smatrane su povrSinski sterilisanim ukoliko na hranljivoj podlozi nije doslo do pojave rasta
mikroorganzama. Nakon sterilizacije, svaka pojedinacna korenska kvrzica je zdrobljena sterilnim
nozem u sterilnoj staklenoj Petri Solji, a zatim je sadrzaj kvrzice zahvacen sterilisanom ezom
navlazenom fizioloskim rastvorom i zasejan na odgovarajuce hranljive medijume metodom i$arane
ploce. U cilju izolacije Bacillus spp. koris¢en je hranljivi agar (HA), za Rhizobium spp. YMA sa
dodatkom Congo red, a za Pseudomonas spp. KB agar. Ovako zasejene Petri $olje inkubirane su 7 -
14 dana na 28 °C. Nakon dobijanja ¢istih kultura, pracena je i reakcija po Gramu prema standardnom
protokolu, a pripremljeni preparati su posmatrani pod mikroskopom i fotografisani.

3.2.3. Testiranje osobina izolata da poboljSavaju rast biljaka in vitro

Testiranje sposobnosti produkcije auksina (indol-3-sircetne kiseline) izvr$eno je u kvaséevom
manitnom bujonu (YMB) za rizobijalne izolate, odnosno hranljivom bujonu (HB) za Bacillus spp. i
tecnom KB medijumu za Pseudomonas spp. Izolati su gajeni u te¢noj 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 HCIO4) (Gordon & Weber, 1951). Nakon 25 minuta inkubacije u mraku opti¢ka gustina
rastvora je izmerena spektrofotometrijski na 530nm. Koncentracija produkovanog IAA je odredena
na osnovu standardne krive IAA (0, 10, 50, 100ug ml™).

Sposobnost izolata da produkuju siderofore odredena je na CAS agaru (Milagres et al., 1999).
U Petri Solje je najpre izliven CAS agar. Nakon stezanja CAS agara polovina podloge je sterilnim
skalpelom odstranjena i dopunjena odgovaruju¢om podlogom za rast bakterija (YMA, HA ili KB
agar). lzolati su zatim sterilnom ezom zasejani na spoju CAS agara i hranljive podloge za rast. Petri
Solje su inkubirane na 28°C tokom 14 dana, a promena boje CAS agara iz plave u zutu tumacena je
kao pozitivan rezultat. Dijametar promene boje meren je od mesta ivice izrasle kolonije do mesta
promene boje i izrazen je u mm.

Sposobnost izolata da vrSe solubilizaciju neorganskih fosafata ispitana je na Pikovskaya
medijumu (Pikovskaya, 1948). Izolati su zasejani ubodnim potezom u medijum, a Petri Solje su
inkubirane tokom 14 dana na 28°C. Pojava prosvetljenih halo zona oko mesta uboda tumacena je kao
pozitivan rezultat. Dijametar halo zona meren je u mm, od mesta ivice izrasle kolonije do ivice halo
zone.

Testovi za pracenje 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 toleriSu razli¢ite uslove pH (4; 5; 6; 7; 8; 9 1 10), koncentracije NaCl
(0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6%) 1 temperature (4, 16, 28, 45 1 60 °C) testirana je metodom ,,replica-plating®, na
YMA podlozi za rizobijalne izolate i na hranljivom agaru za ostale izolate. Prekonoéne kulture
bakterija su zasejane na odgovarajuce podloge 1 inkubirane tokom 5-7 dana na 28 °C (ili na drugim
temperaturama u slucaju odredivanja tolerancije na temperaturu), nakon cega je detektovan njihov
rast. Rast izolata uporeden je sa rastom na kontrolnim podlogama (pH:7; t=28 °C 1 0,3% NaCl), a
svaki test je uraden u 3 ponavljanja. U cilju provere tolerancije znacajnih rizobijalnih izolata na uslove
niske pH na ¢vrstom medijumu, uradena je 1 provera u tecnom medijumu. Kulture su gajene u tecnom
YMB medijumu tokom 24h na 28 °C, na orbitalnom Sejkeru do OD600nm=0,4. Po 1 ml ovako gajene
kulture zasejan je u 29 ml YMB razli¢itih pH vrednosti, a zatim inkubiran tokom 72h na 28 °C, na
orbitalnom Sejkeru. Spektrofotometrom merena je OD na 600nm nakon 24, 48 i 72h (lgiehon et al.,
2019). Test je uraden 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 antagonisti¢ke aktivnosti izolata
3.2.5.1. Metoda dualne kulture

Antagonisticki efekat bakterijskih izolata protiv Fusarium oxysporum (izolovan sa zarazene
biljke lucerke), Fusarium proliferatum i Fusarium graminearum je testiran na krompir-dekstroznom
agaru (PDA). Gljive koriS¢ene za testiranje antagonisticke aktivnosti izolata gajene su na PDA
podlozi tokom 72h na 28 °C, odakle su sterilno iseéeni ¢epovi micelije (pre¢nika oko 2 mm) za dalju
upotrebu. U centar Petrijeve Solje postavljen je ¢ep micelije gljiva, a 15 pl prekonocne bakterijske
kulture (priblizno 10 CFU ml?) inokulisano je priblizno 1 cm od ivica Petrijeve $olje (na &etiri strane
Petrijeve Solje). Na isti nacin testirana je antifungalna aktivnost supernatanta bez bakterijskih ¢elija
(cell freesupernatant - CFS). Supernatant je pripremljen centrifugiranjem (13000 rpm, 5 min)
prekono¢nih bakterijskih kultura i filtriranjem kroz filter centrifuge Millipore (0,22 pum). Petri posude
su zatim inkubirane na 28 °C, a rezultati su ocitani nakon 7 dana inkubacije. Nakon inkubacije,
pre¢nik rasta kolonije gljiva meren je u milimetrima i poreden sa kontrolom bez bakterija. Testovi su
uradeni u 3 ponavljanja, a antagonisticka aktivnost bakterijskih izolata odredena je na osnovu sledece
jednacine (Ogbebor & Adekunle, 2005):

poluprecnik rasta gljive u kontroli—poluprecnik rasta gljve u tretmanu
poluprectnik rasta gljive u kontroli

Inhibicija (%) = x 100

3.2.5.2. Test produkcije HCN

Produkcija cijanovodonika (HCN) testirana je pomocu Cyantesmo indikatorskog papira
(Machery-Nagel GmbH&Co., Nemacka). Izolati su zasejani na hranljivi medijum metodom iSarane
ploce, a deli¢ Cyantesmo papira (2 cm) zalepljen je za unutrasnju stranu poklopca Petri Solje pomocéu
lepljive trake. Petri Solje su inkubirane na 28 °C tokom 7-14 dana, a promena boje Cyantesmo papira
u tamno sivu tumacena je kao pozitivan rezultat.

3.2.5.3. Kvalitativno odredivanje produkcije hidrolitickih enzima

Produkcija hidrolitickih enzima kao $to su celulaze, amilaze, proteaze, lipaze, hitinaze 1
pektinaze testirana je in vitro na Petri $oljama sa ¢vrstim podlogama koje su sadrzale odgovarajuci
supstrat. Svi testovi izvedeni su u tri nezavisna ponavljanja. Po 10 ul prekono¢ne bakterijske kulture
naneto je na odgovarajuce podloge, a Petri $olje su zatim inkubirane tokom 7-14 dana na 28 °C. Nakon
inkubacije, podloge su prelivene rastvorom KI, a formirane halo zone oko kolonija tumacene su kao
pozitivan rezultat.

3.2.6. Testiranje efikasnosti azotofiksacije

Testiranje efikasnosti rizobijalnih izolata za fiksaciju azota izvrSeno je inukolacijom semena
Zutog zvezdana i lucerke odgovaraju¢im bakterijskim inokulumima. Semena biljaka su povrsinski
sterilisana kratkim potapanjem u 96% etanol tokom par sekundi, a zatim u 2% HgCl, 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 reZimom neonskog osvetljenja 16/8h:
dan/no¢ 1 prose¢nom temperaturom od 25 °C danju i 17°C nocu. Nakon proklijavanja semena (oko
5-6 dana) broj biljaka u svakoj epruveti je sveden na jedan i inokulisan je sa po 0,5 ml tecne
bakterijske kulture (48h stara kultura, gajena u YMB). Osim tretmana sa bakterijskim inokulumima,
postavljena je i kontrola bez inokulacije (@), kao i kontrola sa azotom (@N: sa dodatkom 50 ug KNO3
na litar Jensenove podloge). Ogled je prekinut 48 dana od trenutka inokulacije, biljke su izvadene iz
epruveta i izmerena je duzina korena, visina biljaka, kao 1 masa nadzemnog dela biljke nakon susenja
na 65-70 °C. Procenat azota u ovako osuSenoj biljnoj masi je odreden na CNS analizatoru.

22



3.2.7. Metode rada sa DNK
3.2.7.1. l1zolacija genomske DNK

Izolacija ukupne genomske DNK iz bakterijskih izolata izvrSena je razmuéivanjem
pojedinac¢ne kolonije svezih bakterijskih kultura sa hranljivog medijuma u ependorf epruvetu
(RNK/DNK free) koja je sadrzala 20 ul pufera za alkalnu izolaciju DNK. Nakon toga sadrzaj je
centrifugiran na 13000 rpm tokom 5 sekundi, zagrejan u termobloku (BioSan Cooling-Heating
Thermostat CH-100) na 95 °C tokom 15 minuta, a zatim ponovo cenrifugiran na 13000 rpm tokom 5
sekundi. Nakon centrifugiranja dodato je 180ul PCR-grade dH2O i sadrzaj je ponovo centrifugiran
na 13000 rpm tokom 5 minuta, nakon ¢ega su ependorf epruvete odlozene na -20 °C do trenutka
koris¢enja.

3.2.7.2. UmnoZavanje fragmenata DNK metodom PCR

Reakcione smeSe za PCR sastojale su se od 25 pl PCR master mixa (2xPCR TaqNova-RED,
Blirt), po 0,5 ul prajmera (forward i reverse u koncentraciji od 10 umol 1'%), 1 ul izolovane DNK i 23
ul vode (PCR-grade dH20). Sve PCR reakcije su vrsene u Ependorf Mastercycler Personal PCR
aparatu. Sekvence DNK prajmera koriS¢enih za identifikaciju izolata i detekciju kodirajuéih gena za
produkciju antibiotika prikazane su u Tabeli 3.

Tabela 3. Sekvence DNK prajmera koris¢enih za identifikaciju izolata i detekciju kodiraju¢ih gena
za produkciju antibiotika

Ocekivana
Prajmer Sggzkklt Sekvenca prajmera 5°- 3’ Gen am(:)tllizflirli?)na Referenca
(bp)
FENDf Fengicin GGCCCGTTCTCTAAATCCAT fenD 269 Mora et al.,
FENDr GTCATGCTGACGAGAGCAAA 2011
SRFAf Surfaktin TCGGGACAGGAAGACATCAT SFfAA 201 Mora et al.,
SRFAr CCACTCAAACGGATAATCCTGA 2011
ITUCF iturin C GGCTGCTGCAGATGCTTTAT ituC 647 Mora et al.,
ITUCr TCGCAGATAATCGCAGTGAG 2011
SPAST Subtilin GGTTTGTTGGATGGAGCTGT spas 566 Mora et al.,
SPASK GCAAGGAGTCAGAGCAAGGT 2011
BACf Bacilizin CAGCTCATGGGAATGCTTTT bacA 498 Mora et al.,
BACf CTCGGTCCTGAAGGGACAAG 2011
BMYBf Bacilomicin GAATCCCGTTGTTCTCCAAA bmyB 370 Mora et al.,
BMYBr GCGGGTATTGAATGCTTGTT 2011
PHZEf Fenazin GAAGGCGCCAACTTCGTYATCAA ohzE 450 Schneemann
PHZEr GCCYTCGATGAAGTACTCGGTGTG etal., 2011
Po GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 16S Oroetal.,
Ps 165 rRNK CTACGGCTACCTTGTTACGA rRNA 1500 2020.
tufGPF Elongacioni ACGTTGACTGCCCAGGACAC tuf 790 Draganic¢ et
tufGPR faktor Tu GATACCAGTTACGTCAGTTGTACGGA al., 2017
GyrB-F o MGGCGGYAAGTTCGATGACAAYTC Sarkar &
B- subjedinica rB 480 Guttman
GyrB-R  DNK giraze TRATBKCAGTCARACCTTCRCGSGC 9 2008
gyrBO1-F - subjedinica ~ TAARTTYGAYGAYAACTYTAYAAAGT Brady et al.,
- gyrB 610
gyrB02-R ~ DNKgiraze CMCCYTCCACCARGTAMAGTT 2008
RecA6 Proteinkoji -k cTSGTAGAGGAYAAATCGGTGGA
uceStYuJe u. Martens et
rekomblna_t_:_ul i recA 549 al. 2007
RecA555 reparaciji CGRATCTGGTTGATGAAGATCACCAT !

DNK
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Molekularna identifikacija izolata uradena je na osnovu umnozavanja dela gena za 16S rRNA
uz pomo¢ Po i Pe prajmerskog para. Dodatna molekularna identifikacija pojedinih izolata
podrazumevala je umnozavanje housekeeping gena koji kodiraju elongacioni faktor Tu (tuf), B-
subjedinicu DNK giraze (gyrB) i rekombinacioni protein (recA). Umnozavanje tuf gena izvrseno je
tufGPF 1 tufGPR prajmerima (Dragani¢ et al., 2017), dok je umnozavanje gyrB gena radeno pomocu
GyrB-F/GyrB-R ili gyrB01-F/gyrB02-R prajmerskog para (Sarkar & Guttman, 2004; Brady et al.,
2008). Za amplifikaciju recA gena kori$¢en je prajmerski par ReCA6/RecA555 (Martens et al., 2007).
Temperaturni profili za umnozavanje 16S rRNK, gyrB, tuf i recA genskih regiona prikazani su u
Tabeli 4.

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

Umnozavanje DNK sekvenci za 16S rRNK (Po/Ps prajmerski par)

Temperatura Trajanje Broj ciklusa

Inicijalna denaturacija 94 °C 90 sekundi

Denaturacija 94 °C 30 sekundi

Hibridizacija (1-5 ciklusa) 60 °C 30 sekundi

Hibridizacija (6-10 ciklusa) 55°C 30 sekundi 35

Hibridizacija (11-35 ciklusa) 50°C 30 sekundi

Elongacija 72 °C 30 sekundi

Finalna elongacija 72 °C 10 minuta

Finalna elongacija 60 °C 10 miniuta

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

Temperatura Trajanje Broj ciklusa

Inicijalna denaturacija 95 °C 8 minuta

Denaturacija 95°C 30 sekundi

Hibridizacija 55°C 1 minut 35

Elongacija 72 °C 30 sekundi

Finalna elongacija 72 °C 10 minuta

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

Temperatura Trajanje Broj ciklusa

Inicijalna denaturacija 95°C 5 minuta

Denaturacija 95°C 1 minut

Hibridizacija 55°C 2 minuta 3

Elongacija 72 °C 1 minut

Denaturacija 95°C 30 sekundi

Hibridizacija 55°C 75 sekundi 30

Elongacija 72 °C 75 sekundi

Finalna elongacija 72 °C 7 minuta

UmnozavanjeDNK sekvenci za protein koji ucestvuje u rekombinaciji i reparaciji DNK
(RecA6/RecA555 prajmerski par)

Temperatura Trajanje Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija 95°C 5 minuta
Denaturacija 94 °C 45 sekundi
Hibridizacija 60 °C 1 minut 32
Elongacija 74 °C 30 sekundi
Finalna elongacija 72 °C 5 minuta
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PCR programi koris§¢eni za umnoZzavanje gena za produkciju antibiotika dati su u Tabeli 5.
Umnozavanje gena za fengicin, surfaktin, iturin C, subtilin, bacilizin i bacilomicin radeno je po
protokolu Mora et al. (2011), a za fenazin po Schneemann et al. (2011).

Tabela 5. PCR programi za umnozavanje kodiraju¢ih gena za produkciju antibiotika

Umnozavanje DNK sekvenci za fengicin (FENDf/FENDr), surfaktin (SRFAf/SRFAr), iturin C
(ITUCH/ITUC), subtilin (SPASf/SPAST) i bacilizin (BACf/BACr)

Temperatura Trajanje Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija 95 °C 4 minuta
Denaturacija 94 °C 1 minut
Hibridizacija 58 °C 1 minuta 40
Elongacija 70 °C 1 minut
Finalna elongacija 70 °C 5 minuta

Umnozavanje DNK sekvenci za bacilomicin (BMYBf/ BMYBr)

Temperatura Trajanje Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija 95 °C 4 minuta
Denaturacija 94 °C 1 minut
Hibridizacija 55°C 1 minuta 40
Elongacija 70 °C 1 minut
Finalna elongacija 70 °C 5 minuta

Umnozavanje DNK sekvenci za fenazin (PHZEf/PHZEr)

Temperatura Trajanje Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija 94 °C 2 minuta
Denaturacija 94 °C 1 minut
Hibridizacija 54 °C 1 minut 36
Elongacija 72 °C 2 minuta
Finalna elongacija 72 °C 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 x TBE puferu. Pufer
0,5xTBE koris¢en je i za elektroforezu. Na gel je nanoSeno 7 ul 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 zavrsetka elektroforeze gelovi su potopljeni u rasvor etidijum-bromida i drzani u mraku
tokom 15 minuta. Gelovi su posmatrani na UV transiluminatoru, a veli¢ina amplifikovanih DNK
fragmenata je determinisana u odnosu na DNK fragmente poznatih veli¢ina (FermentasMassRuler
DNA Ladder: 100 — 10000 bp). Ovako dobijeni PCR produkti su precis¢avani kitom za preci§¢avanje
(ThermoScientific™ GeneJET PCR Purification Kit) po proizvodackoj specifikaciji i sekvencirani
komercijalnim uslugama Macrogen Europe B.V. (Amsterdam, Holandija).

3.2.7.4. Filogenetska analiza

Identifikacija bakterijskih izolata izvrSena je poredenjem dobijenih sekvenci sa sekvencama
deponovanim u NCBI (National Center forBiotechnologyinformation) GenBank bazi podataka uz
pomo¢ BLAST funkcije. Dobijene sekvence izolata, kao i1 sekvence referentnih sojeva su zatim
podvrgnute CLUSTAL W poravnanju i ru¢noj obradi u BioEdit 7.2 softveru. Na isti nacin su
poravnate i trimovane na istu duzinu i sekvence housekeeping gena koje su se koristile za formiranje
konkatemernih sekvenci. ,,Neighbor-joining* filogenetska stabla su konstruisana u MEGA 11.0
programu kori§¢enjem Tamura-3-parametra za izraCunavanje genetickih distanci.
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3.2.8. Postavke in vivo ogleda

3.2.8.1. Uticaj bakterijske inokulacije na rast i nutritivni sastav Zutog zvezdana u kiselom
zemljiStu (ogled u saksijama I)

Ogled u saksijama postavljen je tokom 2018. godine u stakleniku Instituta za zemljiste. Cilj
ogleda bilo je pracenje uticaja bakterijske inokulacije na prinos i nutritivni sastav zutog zvezdana
(Lotus corniculatus L.) u kiselom zemljistu. Kao inokulanti kori§¢ene su prekonoéne kulture (=10°
CFU/ml) 4 soja Mesorhizobium sp. (6310z, U1C, IM12 i 754). Zemljiste koje je koris¢eno za ogled
uzorkovano je iz Siljakovca (opitina Barajevo) i za njega je uradena hemijska analiza koja je
podrazumevala odredivanje osnovnih hemijskih i fizickih parametara, sadrzaja azota, kao 1 sadrzaja
mikro- i makroelemenata. Ogled je postavljen tako $to je svaka saksija napunjena sa 730 g Sljunka i
1570 g zemlje. Trideset semena Zutog zvezdana stavljeno je u svaku saksiju napunjenu zemljom i
inokulisano odgovaraju¢im bakterijskim inokulumom nano$enjem 1 ml inokuluma (=10° CFU/mI)
na svako seme. Primenjeni su sledeéi tretmani: T1: Mesorhizobium sp. 1M12; T2: Mesorhizobium
sp. U1C; T3: Mesorhizobium sp. 6310z; T4: Mesorhizobium sp. 754; @: bez dubrenja i bez inokulacije
(negativna kontrola) i @N: sa dubrenjem (preporucena doza dubriva N: 60 kg ha %, P: 100 kg ha ™t i
K: 100 kg ha') i bez inokulacije. Posle nanosenja inokuluma, seme je prekriveno tankim slojem
zemlje. Eksperiment je postavljen sa tri ponavljanja za svaki tretman u potpuno randomizovanom
sistemu, a saksije su ¢uvane 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 odreden je sadrzaj azota, kao mikro- i makroelemenata u
biljnom materijalu.

3.2.8.2. Uticaj bakterijske inokulacije na rast i nutritivni sastav Zutog zvezdana, jeZevice i
njihove smeSe u kiselom zemljiStu (ogled u saksijama II)

Ogled u saksijama postavljen je tokom 2019. godine u stakleniku Instituta za zemljiste. Cilj
ogleda bilo je pracenje uticaja bakterijske inokulacije na prinos 1 nutritivni sastav zutog zvezdana
(Lotus corniculatus), jezevice (Dactylis glomerata L.), kao i njihove smese u kiselom zemljistu. Kao
inokulanti kori$éene su prekonoéne kulture (=10° CFU/ml) sojeva B. megaterium DZK1Bh i
Mesorhizobium sp. 6310z. Za postavku ogleda koris¢eno je zemljiSte uzorkovano iz Varne (opstina
Sabac) za koje je uradena hemijska i fizicka analiza. Svaka saksija napunjena je sa 730 g $ljunka i
1570 g zemlje. U slucaju monokulture Zutog zvezdana u svaku saksiju je zasejano po 30 semena, u
slucaju monokulture jezevice po 20 semena, dok je u slucaju smeSe zasejano 20 semena Zutog
zvezdana i 10 semena jeZevice. Semena su zatim inokulisana bakterijskim kulturama (=10° CFU/mI)
na slede¢i na¢in T1: B. megaterium DZK1BH; T2: Mesorhizobium sp. 6310z; T3: B. megaterium
DZK1BH + Mesorhizobium sp. 6310z; @: bez dubrenja i bez inokulacije (negativna kontrola) i ON:
sa dubrenjem (doza dubriva N: 60 kg ha™t, P: 100 kg ha! i K: 100 kg ha™?) i bez inokulacije. Svaki
tretman postavljen je u 3 nezavisna ponavljanja, a ogled je pracen tokom 7 nedelja, nakon cega su
biljke poseCene, izmerena je suva masa biljaka i odreden je sadrzaj azota, kao i mikro- i
makroelemenata.

3.2.8.3. Uticaj bakterijske inokulacije na rast i nutritivni sastav lucerke, jeZevice i njihove
smese (ogled u polju)

Ogled u polju postavljen je tokom 2019. godine u KruSevcu, na parceli Instituta za krmno
bilje. Cilj ogleda bilo je pracenje uticaja bakterijske inokulacije na prinos i sastav mikro- i
makroelemenata leguminozne i neleguminozne biljne vrste, kao i njihove smeSe. Od biljnih vrsta
koris¢ene su lucerka (Medicago sativa L., 42K) i jezevica (Dactylis glomerata L., K24) u vidu
monokultura, kao i njihova smesa, dok su kao inokulanti koris¢eni S. meliloti L4 (efikasan soj rizobija
specifican za lucerku, iz kolekcije Instituta za zemljiste) i B. megaterium DLK1Bh (ovaj rad). Za
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inokulaciju su koris¢ene prekonoéne bakterijske kulture (=10° CFU/mI). Ogled se sastojao iz 12
tretmana, a svaki tretman je postavljen u 3 ponavljanja na parcelama veli¢ine 1m? (Tabela 6).

Tabela 6. Prikaz tretmana kori$¢enih za postavku ogleda u polju

Biljna vrsta Inokulant
LL{cer.ka Kontrola
Jezevica (bez inokulacije)

Smesa (lucerkatjezevica)
Lucerka
Jezevica S. meliloti L4
Smesa (lucerkatjezevica)
Lucerka
Jezevica B. megaterium DLK1Bh
Smesa lucerkatjezevica
Lucerka
Jezevica S. meliloti L4 + B. megaterium DLK1Bh

Smesa (lucerka+jezevica)

Za tretmane sa monokulturom lucerke zasejano je 2g semena lucerke po parceli, sa
monokulturom jezevice 4g semena, a za smeSu zasejano je 2,6g semena lucerke i 0,6g semena
jezevice. Takode, zbog razli¢ite veli¢ine semena ovih biljnih vrsta kori$¢ena je razlicita koli¢ina
inokulanta i to: za lucerku 0,2 ml kulture S. meliloti L4 i B. megaterium DLK1Bh i po 0,1 ml u
koinokulaciji; za jezevicu 2 ml kulture S. meliloti L4 i B. megaterium DLK1Bh i po 1ml u
koinokulaciji, a za smeSu 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, odreden je
sadrzaj azota, kao I mikro- i makroelemenata u biljnom materijalu.

3.2.9. Hemijske i fizicke analize zemljiSta
3.2.9.1. Hemijske analize zemljiSta

Za svaki lokalitet sa koga je uzorkovan biljni materijal, kao 1 za uzorke zemljista koja su
koriS¢ena za postavku ogleda u saksijama i polju, radene su osnovne hemijske analize zemljiSta koje
su obuhvatile odredivanje pH zemljista, sadrzaja CaCOs, K20, P20s, kao i sadrZzaja organske materije
(SOM), dok su za uzorke zemljiSta koji su se koristili za postavljanje ogleda u saksijama i polju
uradene 1 dodatne fiziCke i1 hemijske analize. Priprema uzorka za hemijsku analizu uradena je
primenom standardne metode SRPS ISO 11464:2004. Uzorci zemljista iz poljskog ogleda i ogleda u
saksijama osuSeni su na vazduhu 1 samleveni u mlinu (sito 2 mm).

3.2.9.2. Osnovne hemijske analize zemljiSta

Odredivanje pH zemljista izvrSeno je primenom standardne metode SRPS 1SO 10390:2007.
Odredivanje lako-pristupacnog fosfora i kalijuma u zemljistu uradeno je primenom AL — metode,
(Riehm, 1958). Sadrzaj organske materije odreden je na osnovu sadrzaja ukupnog i neorganskog
ugljenika. Sadrzaj ukupnog ugljenika odreden je suvim sagorevanjem po standardnoj metodi SRPS
ISO 10694:2005, a sadrzaj neorganskog izracunat je na osnovu sadrzaja karbonata, Ciji je sadrzaj
odreden po standardnoj metodi SRPS ISO 10693:2005. Sadrzaj azota u zemljistu odreden je na
aparatu za suvo sagorevanje Elementar Vario EL 111 - CNS (CNS analizator), primenom standardne

metode SRPS 1SO 13878:2005.

3.2.9.3. Dodatne hemijske analize zemljiSta

Ukupni sadrzaj elemenata odreden je primenom metode odredivanja 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. Odredivanje pristupa¢nih formi Cu, Fe, Mn, i Zn uradeno je prema standardu SRPS 1SO
14870:2005 na instrumentu ICP- OES ThermoiCAP 6300 duo. Odredivanje pristupa¢nih formi Ca i
Mg izvrSena je na instrumentu ICP- OES ThermoiCAP 6300 duo (Thomas, 1982).

3.2.9.4. Fizi¢ke analize zemljiSta

Sadrzaj vode u uzorku zemljiSta odreden je primenom standardne metode SRPS ISO
11465:2002. Odredivanje mehanickog sastava zemljisSta obavljeno je po metodi Hadzi¢ et al. (1997).

3.2.10. Hemijske analize biljnog materijala

Biljni materijal iz poljskog ogleda i ogleda u saksijama je osuSen do konstantne mase na 70
°C, fino usitnjen i razoren koncentrovanom HNOs3 i 30% H20>. Adekvatnim razblazenjima rastvor je
pripremljen za analizu na instrumentu ICP- OES ThermoiCAP 6300 duo. Na ovaj na¢in odredena 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 sadrZzaj N u biljnom materijalu je odreden suvim sagoravanjem
instrumentom Elementar Vario EL Il — CNS (CNS analizator).

3.2.11. Statisti¢ke 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-statisticki program COSTAT), a Duncan test visestrukog opsega je koris¢en za
testiranje razlika izmedu srednjih vrednosti. Korelacije izmedu definisanih parametara analizirane su
SPSS 16.0 programom.

28



4. REZULTATI



4. REZULTATI
4.1. Hemijske analize zemljista

U Tabeli 7 su prikazane osnovne hemijske analize zemljista iz kog je uzorkovan biljni
materijal (korenovi) lucerke i zutog zvezdana u cilju izolacije bakterija iz korenskih kvrzica. Po pH
reakciji zemljista (na osnovu vrednosti dobijenih u KCl), uzorci PZN i PZR1 izdvojili su se kao kiselo
do jako kiselo zemljiste. Uzorci zemljista PLR2 i DZR3 imali su kiselu rekaciju, dok su se uzorci
NBGL, PLR1 i ZR7 izdvojili po slabo kiseloj rekaciji (tumac¢eno po Sesti¢ et al., 1969). Prema
sadrzaju karbonata, uzorci su varirali od bezkarbonatnih do srednje ka jako karbonatnim. Sadrzaj K>O
I P2Os varirao je od niskog do visokog, a sadrzaj azota i organske materije uglavnom je pokazao
srednje vrednosti.

Tabela 7. Osnovni hemijski parametri zemljiSta iz koga je uzorkovan biljni materijal (korenske
kvrzice)

Sadrzaj
Uzorak pH pH H reakciia zemliista CaCOs K20 P.0s N organske
zemljista  (KCl) (H,0) P J J (%)  (mg/100g) (mg/100g) (%)  materije
(%)
DLM1 7,48 8,12 Alkalna 9,94 8,06 16,73 0,17 3,83
(lucerka)
DLK1 7,28 8,08 Alkalna 4,47 46,59 22,88 0,19 3,93
(lucerka)
DLK2 = 719 802 Neuralnakaalkalnoj 1,34 17,76 209 022 354
(lucerka)
SM 642 732  Neuralnakaslabo .o 23,42 499 017 411
(lucerka) kiseloj
MKL 701 755 Neutralna 0,92 26,72 792 016 2,96
(lucerka)
NBGL 6,05 7,10 Slabo kisela 0,12 19,12 12,41 0,18 3,13
(lucerka)
ALX 6,99 7,99 Neutralna 6,25 18,78 9,63 0,16 3,85
(lucerka)
PLKI 6,99 7,78 Neutralna 0,54 23,64 5,35 0,17 3,65
(lucerka)
PLK2 — 701 7,68 Neutralna 0,27 29,09 3932 017 389
(lucerka)
PLK3 = 650 749  Slabokiselaka 009 2695 3734 017 38
(lucerka) neutralnoj
PLR1 .
(lucerka) 6,02 6,85 Slabo kisela - 42,29 31,31 0,20 4,05
PLR2 5,12 6,17 Kisela - 30,96 5,93 0,21 3,56
(lucerka)
DZK1 6,73 7,47 Neutralna 0,27 34,69 2,66 0,14 5,03
(zvezdan)
DZML 751 770 Alkalnakaneutralnoj 0,71 39,12 366 010 537
(zvezdan)
DZR2 ~ 733 764 Alkalna 1970 1647 890 011 626
(zvezdan)
DZR3 494 634 Kisela : 22,35 081 019 311
(zvezdan)
ZR7 5,98 6,97 Slabo kisela 1,02 17,98 17,60 0,16 2,99
(zvezdan)
PZN 4,12 5,67  Kisela ka jako kiseloj - 14,62 2,63 0,18 3,36
(zvezdan)
PZR1 4,52 6,08  Kisela ka jako kiseloj - 19,77 1,59 0,14 2,68
(zvezdan)

-: nije detektovano prisutvo CaCOs u uzorku
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4.2. 1zolacija i preliminarna karakterizacija bakterija korenskih kvrzica

Kako postoji znatno manji i ograni¢en broj studija koje su se bavile bakterijskim diverzitetom
bakterija iz korenskih kvrZica Zutog zvezdana u odnosu na lucerku, pogotovo na teritoriji Srbije, vise
paznje posveceno je izolaciji i determinaciji bakterija poreklom iz korenskih kvrzica zutog zvezdana.
U Tabelama 8. 1 9. su navedeni izolati iz ove studije, kao 1 neki od izolata iz prethodnih istraZivanja
Odseka za mikrobiologiju Instituta za zemljiSte, koji su u svrhe istrazivanja diverziteta takode ispitani.

U ovom istraZivanju ukupno je izolovano 152 bakterijska izolata iz korenskih kvrZica lucerke
i zutog zvezdana, od ¢ega 64 iz kvrzica lucerke i 88 iz kvrzica Zutog zvezdana. Na osnovu morfologije
kolonija, kao i Gram reakcije svi izolati su preliminarno okarakterisani kao rizobijalni (sluzave
kolonije, G-) ili nerizobijalni (naj¢es¢e mat kolonije pravinog oblika, G+ili G-, veci Stapici) (Slika7,
Prilozi 1 i 2). Izolati koji su imali sposobnost nodulacije (Prilozi 1 i 2) pri reinokulaciji biljke
domacina okarakterisani su kao rizobijalni, dok su ovoj grupi pridruZeni 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 slucaju izolata iz korenskih
kvrzica zutog zvezdana, 30 izolata su preliminarno okarakterisani kao rizobijalni, a 58 kao
nerizobijalni.

Slika 7. Uobicajena morfologija kolonija i Gram reakcija: levo nerizobijalni izolat, desno rizobijalni
izolat (foto M. Knezevic¢)

4.2.1. Odredivanje uticaja abiotickih faktora na rast izolata

U cilju ispitivanja otpornosti na nepovoljne uslove sredine, testirana je tolerancija izolata na
uslove razlicite pH vrednosti, koncentracije NaCl 1 temperature. 1zolati su pokazali razli¢it stepen
tolerancije na nepovoljne uslove u zavisnosti od toga da li su rizobijalni ili nerizobijalni, kao i u
zavisnosti od porekla (korenske kvrzice lucerke ili Zutog zvezdana). Rezultati tolerancije izolata na
nepovoljne uslove sredine prikazani su kao Prilozi 3-8.

Samo 8% nerizobijalnih izolata iz lucerke pokazalo je toleranciju na najnizu testiranu pH
vrednost (pH 4), a 50% pokazalo je toleranciju na pH 5. Na pH 9 detektovan je rast 45% izolata, dok
je na najvisoj 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 najnizu pH vrednost (25%), a 60% je raslo
na podlozi sa pH 5. Takode, rast rizobijalnih izolata na pH 9 bio je slican kao i u sluc¢aju nerizobijalnih
izolata (33%), a na pH 10 nije detektovan rast. Nerizobijalni izolati poreklom iz Zutog zvezdana
pokazali su daleko bolju toleranciju na najnizu testiranu pH vrednost (38%) u odnosu na izolate iz
lucerke. Veéi procenat izolata imao je sposobnost rasta na pH 5 (69%). U odnosu na izolate iz lucerke,
nerizobijalni izolati iz Zutog zvezdana pokazali su manju toleranciju na pH 9 (28%), dok je na
najvisem testiranom pH detektovan rast samo 4 izolata. U odnosu na izolate iz lucerke, veci procenat
rizobijalnih izolata iz Zutog zvedana imao je sposobnost rasta na pH 4 (37%) i na pH 5 (80%).
Medutim, 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
nizim koncentracijama NaCl. Pri koncentraciji 4% NaCl detektovan je rast 48% izolata, na 5% NaCl
raslo je 13% izolata, dok su pri najvecoj tesiranoj koncentraciji rasla samo 2 izolata. Nerizobijalni
izolati iz Zutog zvezdana imali su slabiji rast na veéim koncentracijama NaCl, u poredenju 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 zutog zvezdana bio je ograni¢en visokim
koncentracijama NaCl. Pri koncentraciji NaCl od 4%, rasla su samo 2 izolata, dok pri ve¢im
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 najvi$oj testiranoj temperaturi (60 °C) detektovan je slab
rast samo izolata L3. Takode, rizobijalni izolati poreklom iz lucerke nisu rasli na najnizoj i najvisoj
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 Zutog zvezdana koji su imali sposobnost rasta na
16 °C bio je 20%, a na 45 °C samo 8%, $to je bilo manje u poredenju sa rizobijalnim izolatima iz
lucerke. Na najniZoj i najviSoj temperaturi nije detektovan rast rizobijalnih i nerizobijalnih izolata iz
lucerke. Veliki procenat nerizobijalnih izolata iz zutog zvezdana pokazao je sposobnost rasta na 16
°C, ¢ak 83%, dok su na 45 °C mogla da rastu samo 3 izolata (Slika 8).

Slika 8. Rast nerizobijalnih izolata iz Zutog zvezdana na temperaturi od 16°C, odreden metodom
,replica-plating® (foto M. KneZevic)

4.3. Testiranje osobina izolata da promovisu rast biljaka in vitro

Od ukupno testirana 152 izolata iz korenskih kvrzica lucerke i zutog zvezdana, 30 je pokazalo
sposobnost produkcije siderofora, 23 sposobnost solubilizacije fosfata i 81 sposobnost produkcije
indol-3-siréetne kiseline. Samo 7 izolata (4 poreklom iz korenskih kvrzica lucerke: L1, LG, Luc2,
L2Cri tri iz zutog zvezdana: DZK1Bh, DZK1Jh i ZR7Dh) posedovalo je sve 3 testirane PGP osobine.

Produkcija siderofora detektovana je kod 22% izolata iz korenskih kvrzica lucerke, koji su
ve¢inom pripadali nerizobijalnim izolatima (11 izolata), dok je od rizobijalnih samo 3 izolata
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pokazalo sposobnost produkcije siderofora (Prilog 9). Najveca produkcija siderofora zabelezena je
za izolat L2Cr, sa poluprecnikom formirane halo zone od 44,83+4,07 cm (Slika 9). Takode, izolat
Luc?2 dao je halo zone vece u odnosu na ostale izolate (17,00+1,73 mm). Vrednosti poluprecnika halo
zone za ostale izolate kretale su se u opsegu od 0,8340,29 (izolat L20) do 13,00+2,56 cm (izolat LG).

= .)

Slika 9. Promena boje CAS agara iz zelene u zutu usled produkcije siderofora (a: neinokulisana
podloga, b: izolat L2Cr, foto M. Knezevi¢)

Od testiranih izolata iz korenskih kvrzica lucerke, samo 7 (11%) je pokazalo sposobnost
solubilizacije fosfata (4 nerizobijalnih i 3 rizobijalna izolata). Najvece vrednosti zabeleZene su za
izolat LG (13,00+1,32 mm polupreénik halo zone) (Slika 10, Prilog 9). Od preostalih izolata sa
moguénoScu solubilizacije fosfata, izolat L2Cr produkovao je halo zonu polupre¢nika 12,17+1,76
mm, dok je najniza vrednost zabelezena za izolat SMS8 (1,13+0,09 mm).
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a-i: Vrednosti oznacene istim slovima nisu statisti¢ki razli¢ite prema Duncan multiple range testu (P<0,05). Crvenim oznakama su
obelezeni rizobijalni izolati, a zelenim nerizobijalni.

Slika 10. Sposobnost izolata iz lucerke da produkuju siderofore i solubilizuju fosfate

Preko 50% izolata iz korenskih kvrzica lucerke pokazalo je odreden nivo produkcije TIAA.
Vrednosti produkovane IAA za izolate iz korenskih kvrzica lucerke kretale su se od 1,02+0,70 (izolat
SM8) do 50,87+2,16 pug mlt (izolat L3). Osim izolata L3 kao dobri producenti IAA izvojili su se i
izolati LG, Luc2, SMOL1 i DLM1Bh (Slika 11). U sluéaju produkcije IAA, pokazalo se da priblizno
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 kvrzica zutog zvezdana, samo 17% pokazalo je
sposobnost produkcije siderofora (Slika 12, Prilog 10). Sli¢no kao u slu¢aju izolata iz kvrzica lucerke,
kod izolata poreklom iz zvezdana, veci procenat nerizobijalnih izolata produkovao je siderofore (15
izolata), u odnosu na rizobijalne (1 izolat). Najvec¢i polupre¢nik formirane halo zone na CAS agaru
koji je ukazivao na najznacniji potencijal produkcije siderofora zabelezen je za izolat ZR7Kh
(24,83+2,36 mm), dok su se vrednosti za ostale testirane izolate kretale u opsegu od 1,00 mm (izolat
DZM1Kh3) do 20,1742,75 mm (izolat ZR7Im2).
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a-g: Vrednosti oznacene istim slovima nisu statisti¢ki razli¢ite prema Duncan multiple range testu (P<0,05). Crvenim oznakama su
obelezeni rizobijalni izolati, a zelenim nerizobijalni.

Slika 12. Sposobnost izolata iz zutog zvezdana da produkuju siderofore i solubilizuju fosfate

Sliéno kao i u slucaju produkcije siderofora, zabelezen je mali procenat izolata koji imaju
sposobnost solubilizacije fosfata (18%). lzolat DZK1Bh izdvojio se kao najznacajniji producent
siderofora, sa polupre¢nikom formirane halo zone od 9,83+1,53mm (Slika 12). Nakon izolata
DZK1Bh, izolati DZM1Lm, DZR2Cm i PZNDm1 izdvojili su se kao znacajni producenti siderofora,
u odnosu na druge izolate.

Preko 55% izolata iz korenskih kvrZica zutog zvezdana imalo je sposobnost produkcije IAA
koje su se kretale u opsegu vrednosti od 1,00+0,10 do 99,37+5,05 pug mi* (Slika 13, Prilog 10). U
odnosu na nerizobijalne, rizobijalni izolati pokazali su se kao bolji producenti IAA, sa 21 izolatom sa
sposobnosc¢u produkcije IAA (od ukupno 30). Najvece koncentracije IAA zabelezene su za izolat
1M12, pracene izolatom U1C (76,70+4,92 png mi?).
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Generalno, vec¢i procenat izolata poreklom iz kvrzica lucerke pokazao je sposobnost
produkcije siderofora, dok su se izolati poreklom iz kvrzica Zutog 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 1AA bila je
vedinski zastupljena kod rizobijalnih izolata iz kvrzica zutog zvezdana, dok je u slucaju izolata iz
lucerke procentualna zastupljenost producenata IAA bila vrlo slicna izmedu 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). l1zolati koji su
preliminarno okarakterisani kao rizobijalni nisu pokazali antifungalno dejstvo. Izolati iz korenskih
kvrzica 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. Takode, izolati iz lucerke imali su najveéi 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 ve¢im od 30% prema svim testiranim fungalnim patogenima Takode, 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. lzolat 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.

45.00

40.00

30.00

H Foxysporum

b F graminarum
2000

u F proliferatum

Procenat inhibicije rasta gljiva (%o)

10.00

PLE3AH PLRIAH SMO1  sM1 11 Luc2 LaCr L3 43 6.1 15 ZR7GM DZKIAH ZRTIM2? DZKIJH DZKIEH ZRTKH
Bakterijski izolati

a-g: Vrednosti oznacene istim slovima nisu statisticki razli¢ite 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 znacajan inhibitorni efekat (Slika 15).
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Slika 15. Inhibitorni efekat izolata a) Luc2 i b) L1 na c) F. graminearum (foto M. KneZevi¢)

Inhibitorni efekat izolata 4.3 protiv F. proliferatum bio je slabiji od dejstva izolata L3, ali je
njegova antifungalna aktivnost bila znac¢ajna u poredenju sa drugim testiranim izolatima. lako 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 izt L1 (foto M. Knezevic)

Od izolata iz korenskih kvrzica zutog 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 naznacajnije antifungalno dejstvo na F. oxysporum, sa
procentom inhibicije rasta od 33%. Takode, ovo je jedini izolat iz korenskih kvrzica Zutog 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 ¢) 1.5 nad) F. oxysporum (preuzeto iz Knezevic¢
et al., 2021a)
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Od 17 testiranih i1zolata sa antifungalnom aktivno$¢u, PCR analiza pokazala je da 5 izolata
poseduje gene za produkciju antibiotika koji potencijalno imaju ulogu u njihovom antagonistickom
delovanju. Svih 5 izolata sa prisustvom gena za produkciju antibiotika su izolati iz korenskih kvrzica
lucerke, dok prisustvo ovih gena nije detektovano kod izolata iz zutog 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 odredivanje produkcije hidroliti¢ckih enzima

Ukupno 29 izolata pokazalo je moguénost produkcije hidrolitickih enzima kao Sto su celulaze,
hitinaze, proteaze, amilaze, lipaze ili pektinaze, od ¢ega 17 izolata iz korenskih kvrzica lucerke i 12
izolata iz zutog zvezdana. Kao i u slucaju testiranja antifungalnog efekta, izolati koji su preliminarno
okarakterisani kao rizobijalni nisu pokazali sposobnost produkcije hidrolitickih enzima.

Od svih i1zolata sa sposobnos¢u produkcije hidrolitickih enzima, izolat L3 izdvojio se kao
najznacajniji za produkciju svih navedenih enzima. Izolat L3 formirao je halo zonu veli¢ine
11.67+0,77 mm na podlozi sa dodatkom hitina, $to je bilo zna¢ajno visSe od ostalih izolata. Takode,
halo zone koje je ovaj izolat formirao na podlogama sa skrobom (940,76 mm) i pektinom (8+0,69
mm) bile su znacajno vece u poredenju sa ostalim izolatima. Kao najznacajniji 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 1 1.5 izdvojili za produkciju celulaza i amilaza (8,33+0,29 mm 1 70,28 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. Knezevic)

Od 12 izolata iz Zutog zvezdana, ZR7Im2 je pokazao najznacajniju produkciju celulaza
(9.67+0,28 mm) 1 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 hidrolitickih
enzima, u poredenju sa izolatima iz korenskih kvrzica Zutog zvezdana. Takode, u slu¢aju izolata iz
lucerke, primeceno je da veéi broj izolata (64%) ima sposobnost istovremene produkcije vise
hidroliti¢kih enzima, u poredenju sa izolatima iz Zutog zvezdana (58%).
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4.6. Testiranje efikasnosti azotofiksacije rizobijalnih izolata

Od 72 izolata koji su u ovom istrazivanju preliminarno okarakterisani kao rizobijalni, njih 29
pokazalo je sposobnost nodulacije lucerke ili Zutog zvezdana. Devet izolata poreklom iz kvrzica
lucerke imalo je sposobnost nodulacije ove biljne vrste, dok je 20 izolata iz kvrzica zutog zvezdana
nodulisalo biljke zutog zvezdana u epruvetama. Efikasnost izolata u fiksaciji azota prac¢ena je preko
parametara procenta azota u nadzemnom delu biljke, suve mase nadzemnog dela biljke, kao i visine
biljaka. Takode, pracena je i duzina korena biljaka.

U pogledu visine nadzemnog dela biljaka, inokulacija biljaka lucerke izolatima 10-2BM i
DLM1Bm dala je najvece visine biljaka (17,91cm+0,39 i 17,29cm+1,10 redom), sa vrednostima koje
se nisu statisti¢ki razlikovale od kontrole sa azotom (17cm=0,11) (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-Zzute boje (Slika
16). Vrednosti za ostale izolate kretale su se u rasponu vrednosti izmedu kontrole bez inokulacije i
kontrole sa azotom. Na duzinu korena inokulisanih biljaka lucerke, najznacajniji 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) Duzina korena (cm)  SDW (mg) N (%)
GNOV4 14,12+0,57% 12,43+0,970def 15,75+0,24%c  2,93+0,18°
GPD2 10,02+2,69° 17,02+1,832 10,12£0,12%  3,44+0,152
10-2BM 17,91%0,392 10,5120,50¢f 15,38+3,24%c  2,12+0,23f
GV2-1 14,77+0,63% 13,66+0,66° 15,96+£1,94%  2,53+0,12%
2.24 13,09+1,45% 14,22+0,78bc 10,43£1,16%  2,22+0,08°f
2-1 15,241,170 15,74+0,76%® 12,78+0,79°%¢  2,09+0,10f
2.3R 14,47+0,57% 13,25+2,25¢ 12,55+£0,77%  2,71+0,56%
10-2N 12,041,965 12,61+0,91¢de 9,78+0,22%  2,66+0,14%
DLM1Bm 17,301,102 11,43+2,33%f 16,490,512 3,00+05"
ON 17,00+0,113¢ 17,87+1,332 17,11£1,85%  3,09+0,58°
%} 10,00+2,00 10,05+0,14f 9,17+3,17¢  1,62+0,119

a-g: Vrednosti u koloni oznacene istim slovima nisu statisticki razli¢ite prema Duncan multiple range test (P<0,05); SDW: suva
nadzemna masa biljaka

Suva masa nadzemnog dela biljaka smatra se najvaznijim parametrom efikasnosti
azotofiksacije rizobijalnih sojeva (Hungria & Bohrer, 2000). lako 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 (@) imale su najmanji prinos suve nadzemne
mase, dok su se vrednosti za ostale izolate kretale u opsegu od 9,77+0,22 mg (10-2N) do 12,78+0,79
mg (2-1).

Inokulacija svim izolatima koji su okarakterisani kao potencijalno rizobijalni imala je
pozitivan uticaj na povecanje procenta azota u biljkama lucerke, u odnosu na neinokulisanu kontrolu.
Od izolata iz lucerke, izolat GPD2 indukovao je najveci procenat azota (3,44%=+0,15) u nadzemnom
delu biljke, koji je bio 2 puta veci u odnosu na neinokulisanu kontrolu (Tabela 8). 1zolati GNOV4 i
DLM1Bm nisu se razlikovali u pogledu sadrZaja azota u biljkama lucerke od kontrole sa azotom, $to
takode ukazuje na njihov potencijal azotofiksacije. Na korenima biljaka inokulisanim sojevima
GPD2, GNOV4 i DLM1Bm zabeleZeno je prisustvo aktivnih korenskih kvrzica (krupnije kvrzice
roze boje) (Slika 20). Vrednosti sadrzaja azota za druge izolate kretale su se izmedu vrednosti
kontrole bez inokulacije (@) i kontrole sa azotom (ON).
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Slika 20. Levo: neinokulisane biljke (a) i biljke inokulisane izolatom DLM1Bm (b), desno: formirane
korenske kvrzice lucerke (M. sativa) (foto M. KneZevic)

Visina biljaka Zutog zvezdana inokulisanih sa svim izolatima bila je ve¢a u odnosu na kontrolu
bez inokulacije (6,21+0,34 cm). Najveca vrednost za visinu biljaka zabeleZena je u slu¢aju kontrole
sa azotom (19,81+1,60 cm). Kao izolati koji su imali najveéi uticaj na ovaj parametar izdvojili su
izolati DZR2Dm, DZR2Cm, DZM1Mm i DZM1Lm, sa visinom biljaka ve¢om od 15 cm. DuZina
korena kretala se od 9,07+1,39 cm (izolat DZM1Jm) do 17,41+1,49 cm (izolat DZR2Dm).

Suva nadzemna masa biljaka inokulisanih svim izolatima bila je ve¢a od mase neinokulisanih
biljaka, a vrednosti su se kretale od 4,97+0,39 mg (@) do 22,304+2,35 mg (ON). Devet izolata dalo je
vrednosti suve nadzemne mase koje su bile 2,5 puta veée od neinokulisane kontrole (vrednosti SDW
u Tabeli 13 oznacene zelenim). Inokulacija izolatima DZM1Lm i DZR2Cm indukovala je vrednosti
suve nadzemne mase koje su bile jednake kontroli sa azotom (21,30+2,10 mg i 19,86+1,44 mg,
redom).

Inokulacija svim izolatima koji su okarakterisani kao potencijalno rizobijalni imala je
pozitivan uticaj na povecanje procenta azota u biljnom materijalu, visinu biljaka, kao i na povecanje
suve nadzemne mase biljaka (Tabela 9). Najveci procenat azota dobijen je inokulacijom izolatima
PZNDm1 (4,12+0,02%) 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 Zutog zvezdana (L. corniculatus)

Izolat Visina biljke (cm) Duzina korena (cm)  SDW (mg) N (%)
DZR2Cm 16,90+0,35° 13,72+1,29bcd 19,86+1,44%  3,01+0,14%
DZM1Lm 15,23+0,55b¢d 11,25+0,83%f 21,302,102 3,88+0,13°
DZM1Mm 15,42+0,10b% 11,03+1,89° 17,87+£0,67%  3,84+0,14%
PZNDm 9,1240,06' 9,5542,009 10,21+1,899"  2,76+0,23%f9
DZM10m 9,4440,01" 10,210,219 9,98+0,029"  3,95+0,14°
DZK1Em 10,720,209 10,36+2,641 9,78+1,809"  2,4440,259
DZM1Cm 10,32+0,139N 9,45+0,369 10,14+£1,269"  3,07+0,11¢
DZM1Hm 11,22+0,719" 11,49+1,719%9 10,39+3,18%"  2,62+0,12
DZM1Nm 12,03+0,03¢f 10,04+1,479 11,09+£0,909  3,55+0,30°
DZM1Im 11,79+0,217" 15,27+1,992%¢ 7,70£0,70"  2,70+0,49°
PZR1Em 16,27+1,26" 15,62+0,63% 16,43+0,88%  3,93+0,21°
DZM1Km 13,97+0,984%f 10,53+1,29% 12,29+2,35%%  2,69+0,11°9
DZM1Jm 10,710,369 9,07+1,399 14,54+0,46%  3,93+0,09°
DZK1Bm 10,23+3,199" 9,40+0,859 7,72+0,35" 2,12+0,29"
DZK1Cm 13,74+2,049%f 12,87+0,65¢0f 14,08+0,31%"  2,94+0,279%f
PZNCm 10,47+0,719" 11,42+2,58%f0 11,73£0,25  3,10+0,50¢
PZR1Dm 9,93+2,639N 9,12+0,889 10,06+0,719"  3,07+0,06¢
PZR1Bm 9,93+1,319N 10,78+0,68 14,07+2,75%F  2,79+0,10%f
DZR2Dm 17,09+2,09° 17,41+1,492 17,80+1,60  4,01+0,07°
PZNDm1 14,12+0,52¢d 13,55+0,56bcd 16,59+1,05%  4,12+0,02°
ON 19,81+1,60? 14,2540,25b 22,30+2,35%  5,10+0,132
%) 6,210,34) 9,960,109 4,97+0,39! 1,15+0,03

a-g: Vrednosti u koloni oznacene istim slovima nisu statisticki razli¢ite prema Duncan multiple range testu (P<0,05); Vrednosti SDW
obeleZene zelenim su 2,5 puta veée od kontrole bez inokulacije; SDW: suva nadzemna masa biljaka

4.7. ldentifikacija bakterijskih izolata

U ovom istrazivanju ukupno 80 izolata iz kvrzica lucerke i Zutog zvedana je odabrano za
molekularnu identifikaciju. Od 80 determinisanih izolata, 36 (24 nerizobijalna i 12 rizobijalnih) bili
su izolati iz korenskih kvrzica lucerke i 44 (17 nerizobijalnih i 27 rizobijalnih) iz Zutog zvezdana.
Izolati su odabrani na osnovu svojih PGP osobina, antifungalnog potencijala ili efikasnosti
azotofiksacije. Takode, u molekularnu determinaciju ukljuceni su i izolati koji pripadaju kolekciji
Instituta za zemljiSte, a izolovani su ranije iz kvrzica lucerke ili zutog zvezdana (izolati L4, L5,
1IMNKsv, 2MNK, 1MNKnod, 613, 617, 607, 611, 615, 6291, 602v, 616, 604 i 608). lzolati su
determinisani pomo¢u BLASTn analize obradenih parcijalnih sekvenci gena za 16S rRNK. Za
pojedine izolate koji na osnovu sekvenci gena za 16S rRNK nisu mogli biti determinisani do nivoa
vrste uradena 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 kvrzica lucerke ve¢inom 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) omogucila je njihovu determinaciju do nivoa vrste Serratia
plymuthica.
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Analiza sekvenci gyrB gena za vrste roda Pseudomonas ukazala je na sli¢nost sa vrstom
Pseudomonas brassicacearum. Medutim, nizak procenat sli¢nosti ukazao je na potrebu dodatne
analize drugih gena u slu¢aju Pseudomonas spp.

PLR2AH
2.1E
DLEJEH
21E1
PLE2EH
PLE3AH
NWR 113933.1 Bacillus arvabhattai
| NR 164882.1 Bacillus zanthaxyli
L21
L18
NER 1126361 Bacillus megaterium
PLE2AM
NR 1170301 Cyitebacillus kochii
6.1

13

43

NE 1217611 Bacillus tovonensis
WE 0434031 Bacillus thiringensis
Sn2

NER 074923 1 Bacillus licheniformis
L3

NE. 024693 1 Bacillus moiavensis
NR 02753321 Bacillus subtilis

43R

NE 1438861 Rhodococcus gingshengii
T NE 104776.1 Nocardia coeliaca

214

ppiil
NE 041396.1 Agrobaciterium fumefaciens
r R 108516.1 Bosea robiniae

NE 41994 1 Bosea thiooxidans
219

NE 1138471 Psendomonas fluorescens

NE 028920 1 Pseudomonas kilonensis

NER 044974 1 Prendomonas chilororaphis
NE 024930.1 Psendomonas brassicacearimm

Luc2
I1
LG
L2Cr
NE 041696.1 Salmonslia enterica

| —
0.050
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 koris¢ena za
ukorenjavanje stabla.
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Rizobijalni izolati iz lucerke okarakterisani su kao pripadnici roda Sinorhizobium (Ensifer)
(Slika 22). U korenskim kvrzicama lucerke detektovano je i prisustvo jednog izolata okarakterisanog
kao Mesorhizobium sp. (Prilog 11). Dodatna analiza sekvenci recA gena omogucila je bolju
determinaciju pojedinih Sinorhizobium spp. izolata do nivoa vrste.

102BM
‘(ll—l-
GNOVL
2-1
[ L3
L4
1 23K

WE 1136701 Sinorfizobinm meliloti
DLMMIBM

GvV2-1
102N
NE 1047191 Simorfhi-obium medicae

GPD2
NE 036937.1 Sinorhizobium fredii
R 113892 1 Sinorhizobium saheli
INE 113882.1 Simorfiizobium kostiense
R 0368631 Bradyrhizobium japonicum
WE 112636.1 Bacillus megaterium

s

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 kori$¢en za ukorenjavanje stabla.
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Sli¢no kao u slucaju izolata iz lucerke, nerizobijalni izolati iz zutog zvezdana identifikovani
su pretezno kao Bacillus spp. (Slika 23). Takode, detektovano je i prisustvo vrsta rodova
Paenibacillus i Pseudomonas (Prilog 11). Analiza sekvenci tuf gena bila je znacajna za precizniju
determinaciju vrsta roda Bacillus. U odnosu na nerizobijalne izolate iz lucerke, determinisani izolati

1z Zutog zvezdana pokazali su manju raznovrsnost.

NR 1577311 Bacillus mobilis

NR 1755571 Bacillus hominis
NE 175556.1 Bacillus paramobilis

NE 112780.1 Bacillus thuringensis
NE 121761.1 Bacillus tovonensis

NE 112630.1 Bacillus cereus
NE 157728.1 Bacillus paranthracis

NR 157609.1 Bacillus haynesii

PZR1Eml
NER 116023.1 Bacillus licheni formis

NER 112636.1 Priestia megaterium
DZK1Bh

DZK1Eh
*{ NR 114919.1 Peribacillus simplex

NR 1174741 Brevibacterium fiigotolerans

NE 042244 1 Paenibacillus wynmii
NR 159149.1 Paenibacillus albidus
IMNK1
IMNKsv
IMNKnod

NR 043193.1 Plyllobacterium trifolil

PZNBm
NR 133818.1 Plnilobacterium loti

NE 041696.1 Salmonella enterica

0050
Slika 23. ,,Neighbour-joining™ filogenetsko stablo konstruisano na osnovu parcijalnih sekvenci gena
za 16S rRNK. Sesnaest uporednih sojeva su preuzeti iz NCBI baze. Salmonella enterica je koris¢ena

za ukorenjavanje stabla.
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Svi rizobijalni izolati poreklom iz korenskih kvrzica zutog zvezdana determinisani su kao

Mesorhizobium spp. (Slika 24). Na osnovu sekvenci gena za 16S rRNK izolati su determinisani
pretezno do nivoa roda.

DZMI1Lm
617

DZMI1Mm

NE 113668.1 Mesorhizobium loti

NE 113894 .1 Mesorhizobium ciceri
DZE2Cm
NE 148638.1 Mesorhizobium sophorae
NE 148637.1 Mesorhizobium waitakense
| NR 1141251 Mesorhizobium tianshanense
615
63loz
7ic
DZK1Cm
NE. 0441181 Mesorhizobium caraganae
IM12
L 6291
PZE.1Bm
NE 0248791 Mesorhizobium amorphae
754
613

607

PZEI1Em

1| PZR1Dm

PZNDm

PZNCm

NE 1358571 Mesorhizobium erdmanii
604

602w

NR 113738.1 Mesorhizobium huakuii
NR 135858.1 Mesorhizobium jarvisii
616

608

611

NE 112636.1 Bacillus megatarium
—
0.050

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 koriS¢en za ukorenjavanje stabla.

Dodatnom analizom sekvenci recA gena za vrste roda Mesorhizobium nije bilo mogucée sa
sigurno$cu determinisati pojedine izolate do nivoa vrste (Slika 25).
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— DILMIBm
MF706381.1 Sinorhizobium sp.

GV2-1

FR772438.1 Sinorhizobium meliloti

GPD2

FI010185.1 Sinorhi-obium medicae
10-2N

IM12
UlC

63loz

MW625369.1 Mesorhizobium sp.

DZMIMm

754
MNG58187.1 Mesorhizobium japonicum
PZNCm

—— KF649623.1 Phnllobacterium sp.

—PZNBm

NC011725.1 Bacillus cereus

_
LRl
Slika 25. ,,Neighbour-joining™ filogenetsko stablo konstruisano na osnovu parcijalnih sekvenci recA
gena. Sest uporednih sojeva su preuzeti iz NCBI baze. B. cereus je koriS¢en 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 znac¢aja (poreklom iz lucerke i Zutog zvezdana) (Slika 26).
Vrste roda Bacillus bile su podjednako zastupljene u obe biljne vrste, dok su Serratia spp. bili
karakteristi¢ni za zuti zvezdan, a Pseudomonas spp. za korenske kvrzice 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. Cetiri uporedna Bacillus spp., tri Pseudomonas spp. i dva Serratia
spp. soja su preuzeti iz NCBI baze. Methanobacterium formicicum je koris¢en za ukorenjavanje
stabla. Plavim oznakama su obelezeni izolati poreklom iz kvrzica Zutog zvezdana, a ljubicastim iz

Methanobacterium formicicum KOR-1

lucerke (preuzeto i modifikovano iz Knezevi¢ et al., 2021a).
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4.8. Uticaj bakterijske inokulacije na rast i nutritivni sastav Zutog zvezdana u kiselom zemljiStu
(ogled u saksijama )

Analiza fizicko-hemijskih parametara zemljiSta koje je koriS¢eno za postavljanje ogleda
pokazala je da zemljiste ima kiselu reakciju sa pH vrednos¢u 5,4 (Tabela 10). Procenat organske
materije u zemljiStu bio je 3,77%, zemljiste je bilo bogato P 1 K, dok u uzorku zemljiSta nisu
detektovani karbonati. Odnos Ca:Mg (3,3), u poredenju sa vrednostima datim od strane Edwards
(2018), pokazalo je da je sadrzaj izmenjivog Ca u ispitivanom zemlji$tu bio nizak, u 0dnosu na sadrzaj
izmenjivog Mg. Na osnovu analize granulometrijskog sastava teksturna klasa zemljista je bila LG
(laka glina) (Hadzi¢ et al., 1997).

Tabela 10. Fizicko-hemijski parametri zemljista koriS¢enog za ogled

Fizic¢ko-hemijski parametar

pH 5,4
Sadrzaj organske materije SOM (%) 3,77
N (%) 0,20
CaCOs (%) -
P,0s (mg 100 g ) 18,66
K20 (mg 100 g?) 51,91
Ca(mg 100 g %) 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 pristupa¢nih mikroelemenata u zemljistu koris¢éenom za postavljanje
eksperimenta prikazane su u Tabeli 11. U ispitivanom uzorku zemljista, ukupne koncentracije As,
Cd, Cr, Cu, Ni, Pb, Zn bile su ispod maksimalnih dozvoljenih koncentracija (MDK) prema
Sluzbenom glasnik Republike Srbije (1994), kao i Mn prema Schulin et al., (2010). Ukupna
koncentracija Co je bila nesto iznad MDK, prema Sluzbenom glasniku Republike Srbije (2019).
Rezultati su pokazali da su Fe 1 Mn najzastupljeniji elementi u ispitivanom zemljiStu. Prema Barrett
et al. (2017), koncentracija dostupnog (DTPA ekstrakcija) Fe u ispitivanom zemljiStuje bila veoma
visoka. Koncentracija Mn je bila srednja, Zn niska, a sadrzaj Cu je bio visok.

Tabela 11. Koncentracija ukupnih i pristupaénih mikroelemenata u zemljistu

Mikroelementi

1 As Cd Co Cr Cu Fe Mn Ni Pb Zn
(mg kg™)

Ukupni mikroelementi 447 0,30 12,97 4328 17,43 639,91 38,32 26,51 72,65

Pristupac¢ni mikroelementi 0,13 0,06 0,11 <0,01 3,04 9155 2249 1,27 2,96 1,49

MDK" (mg kg?) 25 3 - 100 100 - - 50 100 300
*MDK: maksimalne dozvoljene koncentracije mikroelemenata u zemljistu prema Sluzbenom glasniku Republike Srbije (1994).

Cetiri izolata (IM12, U1C, 6310z i 754) koja su prema ranijim istraZivanjima Instituta za zemljiste
okarakterisana kao efikasna u azotofiksaciji, dok su u ovom radu pokazala pozeljne PGP
karakteristike i toleranciju na uslove niske pH, su odabrana za ogled u saksijama radi utvrdivanja
njihovog uticaja na poboljSanje rasta Zutog zvezdana. Takode, u testu tolerancije na niske pH
vrednosti u te€nom medijumu koji je uraden radi potvrde testa na ¢vrstom medijumu potvrdena je
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njihova sposobnost rasta na pH 4,5 1 5. Vrednosti OD na najnizim testiranim pH rasle su kroz 24, 48

i 72 h za sva 4 izolata.
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Slika 27. Rast odabranih Mesorhizobium sp. izolata u teénom medijumu na razli¢itim 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 zutog zvezdana za prvu (dva otkosa)
i drugu godinu (tri otkosa) ogleda prikazani su u Tabeli 12. Svi primenjeni bakterijski tretmani
povecali su SDW biljaka Zutog zvezdana u obe sezone, osim tretmana sa Mesorhizobium sp. 1IM12.
U prvoj godini ogleda, zbir SDW dva otkosa bio je najveéi za biljke tretirane Mesorhizobium sp. 754
(6,11 g saksijal). Nije bilo znacajne razlike izmedu ovog tretmana i tretmana sa Mesorhizobium sp.
U1C, Mesorhizobium sp. 6310z i kontrole sa azotom (JN). Najnize vrednosti SDW zabelezene Su za
kontrolni tretman @ (1,18 g saksija™l). Tokom druge godine ogleda, ukupna SDW biljaka u svim
tretmanima bila je veca u poredenju sa prvom godinom ogleda. Vrednosti SDW u biljkama tretiranim
azotom (@N) i svim bakterijskim tretmanima (osim tretmana sa Mesorhizobium sp. 1M12) bile su
vece od kontrole. Tretmani sa Mesorhizobium sp. 754 i Mesorhizobium sp. UIC dali su najvise
vrednosti SDW biljaka tokom obe godine pra¢enja ogleda. Vrednosti SDW biljaka tretiranih sa
Mesorhizobium sp. 1M12 bile su sli¢ne vrednostima dobijenim u netretiranim kontrolnim biljkama

(D).
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Tabela 12. Suva nadzemna masa (SDW) biljaka Zzutog zvezdana (L. corniculatus) inokulisanih
razli¢itim sojevima Mesorhizobium sp.

Suva nadzemna masa (g saksiji)

Tretman Otkos
1 2 3 Suma
Mesorhizobium sp. IM12  1,35+0,28°  3,55+0,64% 4,90
Mesorhizobium sp. U1IC ~ 1,58+0,12°  3,77+0,11° 5,35%
Prva godina ogleda Mesorhizobium sp. 6310z  1,42+0,17°  3,79+0,512 5,212
Mesorhizobium sp. 754  1,97+0,16  4,14+0,38? 6,112
4] 1,18+0,12°  2,88+0,38° 4,06°
ON 1,5240,04°  4,3440,56° 5,61%

Mesorhizobium sp. IM12 ~ 2,00+0,2°  1,74+0,13" 3,04+0,16° 6,78"
Mesorhizobium sp. ULIC ~ 3,35+0,24*  3,77£0,27% 4,87+0,28% 11,99°
Mesorhizobium sp. 6310z  2,33+0,91°  4,01+0,73* 4,37+0,48% 10,712
Mesorhizobium sp. 754 2,30+0,64°>  3,97+0,63% 4,92+0,75% 11,18%

10} 1,24+0,1¢  1,93+0,31° 2,83+0,26° 6,00°

ON 3,9840,35%  4,2440,92° 4,83+1,34* 13,06%

a-c: Vrednosti u koloni oznacene istim slovima nisu statisti¢ki razli¢ite prema Duncan multiple range testu (P<0,05); @- kontrola bez
inokulacije, @N-kontrola sa azotom.

Druga godina ogleda

Procenat azota u biljnom materijalu je odreden za svaki otkos i izracunata je prose¢na vrednost
za svaki tretman za prvu i drugu godinu ogleda (Tabela 13). Svi bakterijski tretmani imali su pozitivan
uticaj na poveéanje procenta azota u biljnom materijalu tokom druge godine prac¢enja ogleda, dok su
vrednosti za procenat azota u biljkama tretiranim sa Mesorhizobium sp. 1M12 i Mesorhizobium sp.
754 bile slicne vrednostima ovog parametra kod neinokulisanih biljaka. Tokom prve godine ogleda,
inokulacija biljaka sa Mesorhizobium sp. 6310z i kontrolni tretman sa azotom (@N) dali su najvece
prosecne vrednosti procenta azota (3,86% 1 3,92%, redom). Tokom druge godine pracenja ogleda,
inokulacija sa Mesorhizobium sp. 1IM12 dala je najvee vrednosti za procenat azota u biljnom
materijalu (4,19%), dok je procenat azota u svim ostalim inokulisanim tretmanima bio sli¢an
vrednostima za kontrolu sa azotom (JN) i ve¢i od neinokulisane kontrole (O).
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Tabela 13. Procenat azota u biljkama zutog zvezdana (L. corniculatus) inokulisanih razlic¢itim
sojevima Mesorhizobium sp.

N (%)
Tretman Otkos
1 2 3 Prosecna vrednost
Mesorhizobium sp. 1IM12  3,36+0,18"  3,78+0,242 3,57+0,02°
Mesorhizobium sp. ULC ~ 3,5440,26°  3,75+0,03% 3,64+0,19%
Prva godina ogleda Mesorhizobium sp. 6310z 3,86+0,05* 3,76+0,20% 3,81+0,102
Mesorhizobium sp. 754  3,40+0,11°  3,64+0,12? 3,52+0,11°
(0] 3,61+0,04° 3,5240,03? 3,56+0,03°
ON 3,92+0,11* 3,76+0,19° 3,8440,15°

Mesorhizobiumsp. 1M12  4,83+0,04* 4,00+0,16* 3,76+0,212 4,1940,092
Mesorhizobiumsp. U1IC  4,37+0,17°% 4,03+0,11* 3,28+0,12° 3,89+0,08°
Mesorhizobiumsp. 6310z  4,02+0,43% 4,02+0,11* 3,39+0,12° 3,81+0,13°
Mesorhizobiumsp. 754  4,51+0,21%® 4,03+0,12% 3,39+0,29° 3,98+0,12°

%] 3,76+0,03¢ 3,34+0,02" 3,37+0,04° 3,49+0,01°

ON 4,4740,19%  4,04+0,42* 3,26+0,05° 3,9340,11°
a-d: Vrednosti u koloni oznaéene istim slovima nisu statistic¢ki razli¢ite prema Duncan multiple range testu (P<0,05).

Druga godina ogleda

Ukupan azot (mg saksija™) u biljkama koje su bile inokulisane bakterijskim tretmanima bio
je veéi u poredenju sa neinokulisanom kontrolom, tokom obe godine pracenja ogleda (Tabela 14).
Tokom obe godine ogleda, tretman biljaka sa Mesorhizobium sp. 1M12, rezultirao je najmanjim
usvajanjem azota, sa vrednostima koje nisu bile vece od neinokulisanih biljaka.

Tabela 14. Usvajanje ukupnog azota u biljkama zutog zvezdana (L. corniculatus) inokulisanih
razli¢itim sojevima Mesorhizobium sp.

Ukupan N (mg saksiji™)
Godina ogleda

Tretman

1 2
Mesorhizobium sp. 1M12 175,43+28,67" 284,58+20,52°
Mesorhizobium sp. U1C 195,18+10,36% 459,78+26,732
Mesorhizobium sp. 6310z 198,92+30,39% 409,27+89,482
Mesorhizobium sp. 754 214,95+11,272 446,47+91,062
%] 143,57+17,97°¢ 210,47+6,22°
ON 224,69+12,77% 510,44+84,822

a-c: Vrednosti u koloni oznacene istim slovima nisu statisticki razli¢ite prema Duncan multiple range testu (P<0,05).

Bakterijski tretmani su uticali na koncentraciju mikroelemenata u obe sezone eksperimenta,
u poredenju 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 ! (@N), za Cu od 7,69 (Mesorhizobium sp. 754)
d010,99 mg kg (ON), za Fe od 95,51 mg kg™ (Mesorhizobium sp. 6310z) do 388,25 mg kg™ (9), za
Mn od 24,36 (Mesorhizobium sp. 1M12) do 46,27 mg kg™ (@N), za Ni od 1,90 (Mezorhizobium sp.
1M12) do 3,77 mg kg? (@), a za Zn od 38,98 (Mesorhizobium sp. 1M12) do 50,66 mg kg™
(Mesorhizobium sp. 6310z). Tokom prve godine ogleda, koncentracije svih mikroelemenata u
inokulisanim tretmanima bile su uglavhom manje u odnosu na kontrolu. Kontrolni tretman (bez
bakterijske inokulacije i dodatka azota) imao je najvecu koncentraciju Cu, Fe i Mn (9,96; 388,25 i
36,72 mg kg*, redom), dok je koncentracija B bila najvisa u biljkama tretiranim sa Mesorhizobium
sp. 631oz. Koncentracija Ni je bila najveca u neinokulisanim biljkama i kontroli sa azotom (@ON).
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Tretman sa Mesorhizobium sp. 6310z je pokazao najvece 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 povecana u poredenju sa neinokulisanom
kontrolom (Tabela 15). U poredenju sa prvom godinom ogleda, koncentracija B bila je povecana u
svim tretmanima tokom druge godine (osim u biljkama tretiranim sa Mesorhizobium sp. 1M12).
Najve¢a koncentracija B zabeleZzena je za kontrolni tretman. Tokom druge godine ogleda,
koncentracija Cu u biljkama tretiranim azotom (@N) nije pokazala znacajnu razliku u odnosu na
kontrolu (@) i imala je najvece vrednosti. U poredenju sa prvom godinom, koncentracija Fe bila je
smanjena u svim tretmanima u drugoj godini. lzuzetak je bio tretman sa Mesorhizobium sp. U1C,
koji je pokazao iste koncentracije Fe u obe sezone, sa najvi§im vrednostima medu tretmanima (169,75
mg kg™) tokom druge godine ogleda. Koncentracija Mn je bila najve¢a za @N. U neinokulisanim
biljkama (@), kao i u onim tretiranim azotom (@N), koncentracija Ni bila je znacajno veca u poredenju
sa bakterijskim tretmanima. Medu biljkama koje su bile tretirane bakterijskim tretmanima, najvece
vrednosti za koncentraciju Ni zableZene su za tretmane Mesorhizobium sp. U1C i Mesorhizobium sp.
754.

Tabela 15. Koncentracija mikroelemenata u biljkama zutog zvezdana (L. corniculatus) inokulisanih
razli¢itim sojevima Mesorhizobium sp.

Mikroelementi (mg kg™)

Prva godina ogleda

Tretman -
B Cu Fe Mn Ni Zn
Mesorhizobium sp. 1IM12  13,46+3,16% 8,15+0,24%  196,45+5,69¢ 30,97+0,8¢  2,97+0,20° 40,28+0,23¢
Mesorhizobium sp. ULC  6,94+2,44¢  8,56+0,21° 169,53+16,60¢ 33,38+0,73* 3,14+0,06° 40,74+0,68¢
Mesorhizobium sp. 6310z  32,93+3,25%  9,154+0,66° 252,32+14,32° 32,22+0,01¢ 2,76+0,07¢ 50,15+0,70?
Mesorhizobium sp. 754  24,89+2,53* 7,69+0,27¢ 272,09+17,93° 33,93+1,29° 3,53+0,01* 42,73+1,41°
0 19,85+2,22¢ 9,96+0,53* 388,25+34,39  36,72+0,76° 3,70+0,10° 45,72+0,65"
ON 24,55+1,77° 8,41+0,11%  346,49+2,98°  33,88+0,56° 3,31+0,05° 43,45+0,84°¢
Druga godina ogleda
Mesorhizobium sp. IM12  8,49+0,29¢  8,07+0,51®  96,17+4,83°  24,36+0,20°  1,90+0,11°  38,98+0,3?
Mesorhizobium sp. U1C  21,93+0,80° 8,81+0,30° 169,75+8,692 31,97+2,88¢ 2,79+0,12° 50,00+1,572
Mesorhizobium sp. 6310z  27,24+1,85° 8,434+0,20°  95,51+0,21¢  38,11+0,41°> 2,35+0,02¢ 50,66+2,36%
Mesorhizobium sp. 754  27,06+3,85° 8,87+0,49° 111,08+7,84° 35,32+2,29° 2,7740,13° 49,16+5,58?
0] 31,14+1,69* 9,99+0,36% 105,20+7,54" 32,45+0,23¢  3,77+0,02% 47,41+1,132
ON 32,4242,16% 10,99+1,23° 106,154+2,42%  46,27+0,30*°  3,56+0,14° 47,53+1,117

a-d: Vrednosti u koloni oznacene istim slovima nisu statisti¢ki razli¢ite prema Duncan multiple range testu (P<0,05).

Usvajanje mikroelemenata tokom obe godine ogleda zavisilo je od tretmana (Tabela 16).
Generalno, najvece vrednosti za usvajanje svih mikroelemenata tokom obe godine prac¢enja ogleda
zabeleZene su za biljke tretirane azotom (@N). U toku prve godine, svi bakterijski tretmani imali su
pozitivan uticaj na usvajanje mikroelemenata, sa vrednostima koje nisu bile manje od onih
zabeleZenih za neinokulisane biljke (osim u slu¢aju tretmana Mesorhizobium sp. 1M12 za usvajanje
Fe). Tokom druge godine ogleda, zabelezZen je sli¢an trend pozitivnog uticaja bakterijskih tretmana
na usvajanje mikroelemenata, osim u slucaju tretamana sa Mesorhizobium sp. 1M12 na koncentracije
B i Ni.
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Tabela 16. Usvajanje mikroelemenata kod biljaka Zutog zvezdana (L. corniculatus) inokulisanih
razli¢itim sojevima Mesorhizobium sp.

Mikroelementi (ug saksija™)

Prva godina ogleda

Tretman -
B Cu Fe Mn NI Zn
Me:grq',\zﬂolbz'”m 67,50424,24"  3991+543%  966,824174,92¢  152,35427,17° 14.49+162°  197,79+32,05
Mess‘z)rhgfg'”m 37,07412,97°  4582+157°  907,37+9591¢  178,50+5,83%¢ 16.82+0,51°  218,00+6,17%
Messgrggfgz'”m 172,83+36,52°  47,46+4,04°  1320,24+23128° 167,92421,72° 14,35+1,60° 261,10+31,05°
Mes;’gh'?zgf'”m 151,44+4,78°  46,93+1,76°  1658,02419,69®  207,03+7,33°  21,60+151°  260,77+10,48
o 79,19+1,98°  40,28+7,08°  1552,00+63,01b° 148,09+421.26° 14,88+147° 183,91+20,23°
ON 14456422,43°  49,34+508°  2031,33+173.72% 198,89+21,08% 1945+2,03®  25500+27,63%
Druga godina ogleda
Mezsrq',\zﬂofzfum 57.6846,10°  5457+0,51°  653,63+79,87¢  165,12+10,60° 12,88+020¢ 264,19+17,09°
Mess%rhgfg'”m 258,81+12,85°  103,944521° 2008,20+4207,91°  376,66425,46° 32,90+1,62°  590,11+29,79°
Messgrg';fgz'”m 293,10467,46° 90,18+16,85° 1022,76+199,28°  408,48+81,85° 2516+500° 544 35+118,782
Mesggh';gf'”m 297.69+11,28° 98,53+11,05° 1232,31+129,62%  392,05+43,54°  30,77+3,09% 542 72+34,36°
o 187,94+12,44°  6024+217°  634.44+4250°  19580+470°  22.76+0,62¢  286,10+1133b
ON 42363+89,31% 143,65+32,70° 1386,31+277,99° 604,04+119,39° 46,52+9.47% 620,82+124 542

a-d: Vrednosti u koloni oznacene istim slovima nisu statisti¢ki razli¢ite prema Duncan multiple range testu (P<0,05).

Koncentracija makroelemenata (tokom obe godine pracenja ogleda) varirala je od 14,22
(Mesorhizobium sp. 1M12) do 21,09 g kg™ (ON) za Ca, od 26,55 (Mesorhizobium sp. U1C) do 30,53
g kg! (Mesorhizobium sp. 754), za K od 3,63 (Mesorhizobium sp. 1M12) do 5,21 g kg (@) za Mg,
i od 3,99 (Mesorhizobium sp. U1C) do 5,23 g kg (Mesorhizobium sp. 1M12) za P (Tabela 17).
Sli¢no, kao 1 u slucaju 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 najvece vrednosti za Ca (20,24 i 18,50 g kg™, redom) u prvoj godini ogleda. Tretmani sa
Mesorhizobium sp. 6310z i @N indukovali su vrednosti za koncentraciju K znac¢ajno vecu od ostalih
tretmana. NajniZe vrednosti za Mg i P su zabelezene za tretmansa Mesorhizobium sp. 1M12 i za
neinokulisane biljke ().

Tokom druge godine ogleda u inokulisanim tretmanima u poredenju sa neinokulisanom
kontrolom, koncentracije Ca i Mg su se smanjile, dok je koncentracija K bila povecana (Tabela 17).
Koncentracije Ca i Mg bile su znacajno veée u @N i @, u odnosu na bakterijske tretmane. Tretmani
sa Mesorhizobium sp. 6310z i Mesorhizobium sp. 754 dali su najvece koncentracije K u biljnom
materijalu. Tretman sa Mesorhizobium sp. 1M12 izazvao je najvecu koncentraciju P u biljnom
materijalu, u poredenju sa drugim tretmanima. Tokom druge godine, koncentracija K bila je smanjena
u svim tretmanima u odnosu na prvu godinu ogleda. Takode, koncentracija Ca se smanjila u svim
bakterijskim tretmanima, a povecala se u @ i @N. 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 ve¢a u drugoj godini kod svih primenjenih tretmana.
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Tabela 17. Koncentracija makroelemenata u biljakama Zutog zvezdana (L. corniculatus)
inokulisanim razlic¢itim sojevima Mesorhizobium sp.

Makroelementi (g kg)

Prva godina ogleda

Tretman
Ca K Mg P

Mesorhizobium sp. IM12  16,30+1,53¢  33,89+1,37¢  4,02+0,25"  3,2440,29¢
Mesorhizobium sp. UIC ~ 20,24+1,43*  35,85+0,95*°  4,67+0,23°  3,43+0,15%¢
Mesorhizobium sp. 6310z  18,03+0,21%  38,18+0,78% 4,37+0,06®  3,58+0,05%
Mesorhizobium sp. 754  18,50+0,61* 35,51+0,18 4,43+0,08®  3,32+0,19°

0] 17,33+1,41°  34,21+2,23°  4,15+0,39®  3,18+0,12°

ON 17,95+0,36" 37,67+0,31%  4,31+0,1*  3,64+0,03?

Druga godina ogleda

Mesorhizobium sp. IM12  14,22+0,39¢  27,47+0,09*°  3,63+0,08° 5,23+0,312
Mesorhizobium sp. UIC  17,92+0,95°  26,55+0,73°  4,63+0,34° 3,99+0,30°¢
Mesorhizobium sp. 6310z  16,60+0,60°  29,81+0,54%  4,49+0,24°  4,35+0,13b°
Mesorhizobium sp. 754  16,89+0,82°  30,53+0,83*  4,46+0,22° 4,45+0,14°
(0] 20,96+0,23*  28,60+0,99° 5,21+0,03%  4,13+0,15

ON 21,09+1,90*  27,43+0,43° 4,98+0,46%  4,12+0,19

a-c: Vrednosti u koloni oznaCene istim slovima nisu statisti¢ki razli¢ite 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 povecanje usvajanja makroelemenata i kretali su se u
opsegu vrednosti neinokulisane kontrole i kontrole sa azotom (Tabela 18). lzuzetak je bio tretman sa
Mesorhizobium sp. 1M12, kod kog je zabelezeno smanjenje usvajanja Ca, u odnosu na netretiranu
kontrolu u drugoj godini ogleda.Takode, utvrdene su pozitivne korelacije izmedu parametara SDW i
usvajanja mikro- i makroelemenata (osim za Fe) (Prilog 12).

Tabela 18. Usvajanje makroelemenata kod biljaka zutog zvezdana (L. corniculatus) inokulisanih
razli¢itim sojevima Mesorhizobium sp.

Makroelementi (mg saksiji™)
Prva godina ogleda

Tretman
Ca K Mg P

Mesorhizobium sp. 1M12 79,32+7,77" 165,73+21,19° 19,60+2,26P  15,77+1,58
Mesorhizobium sp. U1C 108,32+8,55% 191,8347,04%  24,97+1,47*  18,34+0,96%

Mesorhizobium sp. 6310z 03,86+11,38%  198,65+22,73% 22 73+2,71%®  18,66+2,60%
Mesorhizobium sp. 754 112,92+4,528 217,02+14,612  27,08+1,49? 20,26+0,392

0] 70,24+14,24° 138,50+25,86° 16,84+3,61° 12,86+2,03°

ON 105,41+11,45*  220,84+18,97%  25,30+2,842 21,35+0,092

Druga godina ogleda

Mesorhizobium sp. 1M12 96,29+4,31¢ 186,29+14,08° 24,57+1,23°  35,58+4,62
Mesorhizobium sp. U1C 212,04422,0250 313,88+26,39%  54,8646,742 47,20+5,832
Mesorhizobium sp. 6310z 178,19437,90  319,65+65,12* 48,31+10,67* 46,68+9,79%
Mesorhizobium sp. 754 189,95+42 27°¢  342,49+69,47% 50,18+11,222 49,90+10,40%

%] 126,48+3,04% 172,56+8,39°  31,42+0,76° 24,89+0,91°

ON 275,04457,17¢  358,07£70,70* 64,91+13,53* 53,81+10,712
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4.9. Uticaj bakterijske inokulacije na rast i nutritivni sastav Zutog zvezdana, jeZevice i njihove
smese u kiselom zemljiStu (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. Takode, zbog istih karakteristika, izolat Mesorhizobium sp. 6310z izabran je kao rizobijalni
inokulant. Izolati nisu pokazali medusobni antagonisticki efekat i okarakterisani su kao kompatibilni
za koinokulaciju biljaka Zutog zvezdana i jeZevice, kao 1 njihove smeSe. Ogled je postavljen u
stakleniku Instituta za zemljiste tokom 2019. godine i pracen je tokom jedne sezone (Slika 28).

Slika 28. Ogled u saksijama sa zutim zvezdanom (L. corniculatus), jezevicom (D. glomerata) i
njihovom smeSom (foto M. KneZevi¢)

Zemljiste koje je koriS¢eno za postavljanje ogleda je imalo kiselu reakciju, bilo je srednje
optereceno organskom materijom i kalijumom, dok je sadrzaj azota i fosfora bio nizak (Tabela 19).
Kao u sluc¢aju prvog ogleda u saksijama, nizak pH zemljiSta posmatran je kao parametar zemljista
niske produktivne sposobnosti.

Tabela 19. Hemijski parametri zemljiSta kori$¢enog za ogled

Hemijski parametar

pH 5,37
Sadrzaj organske materije SOM (%) 3,35
CaCO3 (%) 0,27
P,0s (mg 100 g1 6,62
K20 (mg 100 g1 13,3
N (%) 0,12

U ispitivanom uzorku zemljista, ukupne koncentracije As, Cd, Co, Cr, Cu, Ni, Pb, Zn bile su
ispod maksimalnih dozvoljenih koncentracija (MDK) prema Sluzbenom glasnik Republike Srbije
(1994 i 2019), kao i Mn prema Schulin et al. (2010) (Tabela 20).
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Tabela 20. Koncentracija ukupnih mikroelemenata u zemljistu

Mikroelementi As Cd Co Cr Cu Mn Ni Pb Zn

(mg kg?)
Ukupni mikroelementi 455 055 961 31,4 801 506 205 20,0 584
MDK" (mg kg™ 25 3 - 100 100 - 50 100 300

*MDK: maksimalne dozvoljene koncentracije mikroelemenata u zemlji$tu, prema Sluzbenom glasniku Republike Srbije (1994).

Inokulacija zutog zvezdana i jezevice rizobijalnim (Mesorhizobium sp. 6310z) i
nerizobijalnim izolatima (B. megaterium DZK1Bh), kao i njihovom koinokulacijom (B. megaterium
DZK1Bh + Mesorhizobium sp. 6310z), imala je pozitivan uticaj na povecanje sveze i suve mase
nadzemnog dela biljaka (Tabela 21). Vrednosti za suvu nadzemnu masu kretale su se u opsegu od
0,62+0,05 (@) do 1,13+0,18 g saksija™ (B. megaterium + Mesorhizobium sp.) u slu¢aju biljaka zutog
zvezdana i od 1,66+0,17 (@) do 2,50+0,29 g saksija™* (B. megaterium + Mesorhizobium sp.) u slu¢aju
jezevice. Vrednosti sveze 1 suve mase obe biljne vrste bile su znafajno vece u inokulisanim
tretmanima, u poredenju sa neinokulisanom kontrolom. U slucaju inokulacije biljaka zutog zvezdana,
sva 3 bakterijska tretmana imala su isti efekat na suvu nadzemnu masu biljaka, dok je u sluéaju
jezevice bolji efekat na prinos zabeleZen za tretmane Mesorhizobium sp. i za B. megaterium +
Mesorhizobium sp. Procenat azota u biljkama Zutog zvezdana bio je relativno ujednacen i kretao se
od 3,58+0,06% (@) do 3,98+0,01% (ON). Procenat azota u biljkama Zzutog zvezdana inokulisanim
izolatima Mesorhizobium sp. i B. megaterium bio je znacajno veci u poredenju sa tretmanom
njihovom koinokulacijom (B. megaterium + Mesorhizobium sp.) i neinokulisanom kontrolom (@). U
slucaju jezevice, najveci procenat azota u biljnom materijalu zabeleZen je u kontroli sa azotom 3,49+
0,09% (@N), dok je u slucaju bakterijskih tretmana, tretman izolatom B. megaterium indukovao
najznacajniji procenat azota (3,09+0,18%) u biljnom materijalu.

Ukupan sadrzaj azota po saksiji, u slucaju obe biljne vrste, bio je povecan inokulacijom svim
bakterijskim tretmanima (Tabela 21). Inokulacija Zutog zvezdana svim tretmanima dovela je do
poveéanja ukupnog azota u odnosu na neinokulisane kontrole, dok su u slu¢aju jezevice tretmani
izolatima B. megaterium i B. megaterium + Mesorhizobium sp. dali najveée vrednosti za ovaj
parametar.

Tabela 21. Efekat inokulacije Zutog zvezdana (L. corniculatus) i jezevice (D. glomerata) izolatima
B. megaterium DZK1BH i Mesorhizobium sp. 6310z

Zuti zvezdan Jezevica
Sveza Suva Ukupan Sveza Suva Ukupan
nadzemna nadzemna N . . nadzemna nadzemna N . .
Tretman sadrzaj azota sadrzaj azota
masa masa (%) i masa masa (%) g
(g saksijal) (g saksija™) i ) (g saksija?) (g saksija?) (g el
T1 5,0040,77%® 0,9940,06°  3,9740,23°  39,3042,92®  13,83+£0,98®  2,07+0,17*° 3,09+0,18°  63,96+2,83?
T2 5,84+1,052 1,09+0,112 3,86+0,162 42,0745,942 11,45+1,10P 2,2440,15% 2 4740,33¢ 55,33+3,84°
T3 5,83+1,392 1,1340,18%  3,6440,03° 41,13+6,21° 16,05+1,342 2,50+0,29%  2,48+0,14° 62,00+5,212
(0] 3,49+0,55° 0,62+0,05°  3,5840,06° 22,20+1,22° 11,69+2,01° 1,6640,17¢  2,1240,06¢ 35,19+4,52¢
ON 6,04+0,412 1,21+0,27*¢  3,98+0,01*°  48,16+10,35*  13,51+1,38%  1,82+0,21% 3,4940,09° 63,52+5,812

T1: seme tretirano sa B. megaterium DZK1BH; T2: seme tretirano sa Mesorhizobium sp. 6310z; T3: seme tretirano sa B. megaterium
DZK1BH i Mesorhizobium sp. 6310z; @: netretirana kontrola; N@: NPK dubrenje bez inokulacije bakterijama; a-d: : Vrednosti u
koloni oznacene istim slovima nisu statistic¢ki razli¢ite prema Duncan multiple range testu (P<0,05).

U odnosu na uticaj inokulacije na biljke zutog zvezdana i jeZzevice gajene u monokulturama,
uticaj inokulacije je bio razlicit kada su u pitanju ove dve biljne vrste gajene u vidu smese. Vrednosti
suve nadzemne mase biljaka zutog zvezdana gajenih u smesi sa jezevicom su se kretale od 0,52+0,10
() do 0,87+0,34 g saksija™ (ON) i bile su ekvivalentne (Tabela 22). Uticaj primenjenih bakterijskih
tretmana na procenat i ukupan sadrzaj azota u biljkama Zutog zvezdana gajenih u smesi nije se
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razlikovao od kontrole i kontrole sa azotom. U slucaju jeZzevice gajene u smesi sa Zutim zvezdanom,
vrednosti za suvu nadzemnu masu kretale su se od 1,63+0,31 (@) do 2,64+0,51 g saksija™
(Mesorhizobium sp.). Svi bakterijski tretmani nisu bili zna¢ajno razli¢iti od kontrole sa azotom, a bili
su ve¢i od vrednosti dobijenih za neinokulisanu kontrolu. Od primenjenih bakterijskih tretmana, po
vrednostima za procenat azota istakao se tretman B. megaterium (2,27+0,13%) i nije se znacajno
razlikovao od kontrole sa azotom. Isti trend je zabelezen i u slu¢aju ukupnog sadrzaja azota. Kada se
smesa ove dve biljne vrste posmatra kao celina, moze se primetiti da je ukupna suva masa nadzemnog
dela biljaka, kao 1 ukupan sadrzaj azota u biljnom materijalu, bio povecan u bakterijskim tretmanima
u odnosu na neinokulisanu kontrolu.
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Koncentracija mikroelemenata u biljnom materijalu zavisila je od biljne vrste i od nacina
gajenja (monokultura ili smeSa). Rezultati sadrzaja makroelemenata prikazani su u Tabeli 23. U
slu¢aju biljaka zutog zvezdana primeceno je da isti tretmani ve¢inom imaju isti uticaj na koncentraciju
mikroelemenata, nezavisno od na¢ina gajenja. Koncentracije Co, Cr, Cu, Fe, Ni i Zn bile su najvece
u neinokulisanim biljkama, dok je koncentracija Mn bila najvec¢a (62,31 mg kg?) pod uticajem
tretmana B. megaterium (zuti zvezdan u monokulturi). Koncentracije Pb bile su najvece pod dejstvom
tretmana Mesorhizobium sp.i koinokulacijom B. megaterium + Mesorhizobium sp. i @ u slucaju
zvezdana kao monokulture, dok je u smesi najveca vrednost zabelezena u slucaju koinokulacije B.
megaterium + Mesorhizobium sp. i @. Osim koncentracija Mn, Ni i Pb moze se zapaziti trend
smanjenja koncentracija mikroelemenata u biljkama zutog zvezdana (gajenih i u monokulturi i u
smesi) pod uticajem bakterijske inokulacije. Tretman B. megaterium indukovao je najvece vrednosti
koncentracije Mn u biljkama Zutog zvezdana u monokulturi (62,31 mg kg™) i u smesi (63,84 mg kg’
1. U sluéaju Zutog zvezdana u monokulturi, vrednosti koncentracije Ni bile su najveée u
Mesorhizobium sp., @ i @N, a u smesi u neinokulisanoj kontroli (5,33 mg kg™). U biljkama jeZzevice,
koncentracije Co se nisu znac¢ajno razlikovale. Koncentracije Pb i Zn bile su najvece u neinokulisanoj
kontroli, pri oba nacina gajenja. U slu¢aju monokulture, koncentracija Cu bila je najveca za tretman
B. megaterium + Mesorhizobium sp. i @, dok je u slucaju smeSe najveéa koncentracija ovog
mikroelementa zabeleZzena za tretman Mesorhizobium sp. (7,93 mg kg?). Koncentracija Fe u
monokulturi jeZevice bila je najveéa za neinokulisanu kontrolu (174 mg kg?) i za tretman
Mesorhizobium sp. (157,94 mg kg?), u formi smese. Tretman Mesorhizobium sp. indukovao je
najvece koncentracije Mn u biljkama jezevice gajenih u smesi koje nisu bile znacajno razlic¢ite od Q.
Koncentracije Mn su bile najvece u kontroli sa azotom i u Mesorhizobium sp., u slucaju jezZevice
gajene u monokulturi. Za koncentracije Ni u biljnom materijalu nije se mogao uo¢iti jedinstven trend
uticaja odredenog tretmana. Kod jezevice najveée koncentracije Ni zabeleZene su kod tretmana sa
koinokulacijom B. megaterium + Mesorhizobium sp. i ON (jezevica u monkulturi) i Mesorhizobium
sp. 1 ON (jezevica iz smese).
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Koncentracije makroelemenata bile su varijabilne u zavisnosti od tretmana, biljne vrste i
nacina gajenja biljaka (Tabela 24). Koncentracije Ca bile su vece u biljkama Zutog zvezdana u odnosu
na jezevicu, nezavisno od nacina gajenja, dok su koncentracije K, Mg i P bile relativno ujednacene.
Koncentracije Ca bile su smanjene u odnosu na kontrolu i kontrolu sa azotom kod Zzutog zvezdana
gajenog u monkulturi. Koncentracije K u biljkama zvezdana bile su povecane u odnosu na @ pri oba
naCina gajenja. U biljakama jezevice, koncentracije K bile su manje u onosu na @ (jeZevica u
monokulturi), dok je najvisa vrednost u slu¢aju jezevice u smesi zabeleZzena za B. megaterium.
Koncentracije Mg i P varirale su u zavisnosti od tretmana.

Tabela 24. Koncentracija makroelemenata u biljkama zutog zvezdana (L. corniculatus) i jezevice (D.
glomerata) inokulisanih izolatima B. megaterium DZK1BH i Mesorhizobium sp. 6310z

Makroelementi (g kg™)

Biljna vrsta Tretman

Ca K Mg P

c T1 15,62+0,20¢ 32,67+0,21° 4,56+0,02¢ 3,470,072

'§ T2 14,72+0,29¢ 36,56+0,06° 4,70+0,04¢  3,24+0,02%

E T3 16,33+0,02¢ 40,53+0,13* 5,04+0,0°  3,47+0,09?

E (%) 19,08+0,20° 27,49+0,07¢ 5,30+0,10*°  2,95+0,04°
ON 19,59+0,08% 22,70+0,10° 4,93+0,05°  3,31+0,01%

N T1 15,61+0,28* 35,41+0,10° 4,97+0,19°  2,98+0,11°
_§ ° T2 16,26+0,14* 28,33+0,349 5,34+0,02*  3,11+0,06?
E; é T3 16,50+0,10* 31,91+0,12° 4,93+0,05° 3,12+0,06a"
£ %) 16,90+0,13* 32,07+0,07¢ 4,90+0,18°  2,81+0,01°
N ON 16,63+0,08% 33,51+0,09° 4,92+0,08"  3,06+0,03"
T1 4,64+0,02¢ 42,29+0,04° 5,01+0,01¢ 2,56+0,01°

ks T2 5,03+0,08° 38,40+0,10¢ 4,79+0,19  2,55+0,06°

E T3 4,98+0,17°  38,78+0,06° 5,41+0,07°  2,12+0,04°

= 0 6,82+0,04% 53,92+0,02* 5,93+0,06° 2,22+0,01%

ON 6,70£0,10° 44,83+0,24° 5,97+0,02°  2,4440,04°

T1 4,7940,04° 49,79+0,04* 5,3440,02¢  1,7740,01°

E ° T2 4,74+0,02° 39,68+0,18¢ 4,77+0,05° 2,15+0,05"
% § T3 5,1740,06% 31,31+0,01° 4,69+0,06¢  2,91+0,04?
)i,[\’] ’ 0 4,99+0,10° 46,33+0,12° 5,29+0,09°  2,42+0,01°
ON 4,70£0,02° 42,95+0,01° 4,87+0,02° 2,11+0,02"

T1: seme tretirano sa B. megaterium DZK1BH; T2: seme tretirano sa Mesorhizobium sp. 6310z; T3: seme tretirano sa B. megaterium
DZK1BH i Mesorhizobium sp. 6310z; @: netretirana kontrola; N@: NPK dubrenje bez inokulacije bakterijama; a-d: Vrednosti u koloni
oznalene istim slovima nisu statisti¢ki razli¢ite prema Duncan multiple range testu (P<0,05).

4.10. Uticaj bakterijske inokulacije na rast i nutritivni sastav lucerke, jeZevice i njihove smese
(ogled u polju)

Ogled u polju sa lucerkom, jeZevicom i njihovom smeSom postavljen je 2019. godine u
Krus$evcu, na parcelama Instituta za krmno bilje. Zbog malih prose¢nih koli¢ina padavina i velikog
broja dana sa temperaturama iznad proseka, kao i nemoguénosti kontrolisanja korova na parceli nije
bilo moguce prikupiti prvi otkos tokom 2019. godine ogleda i drugi tokom 2021. godine (Slika 29).
Skidanje otkosa i prikupljanje biljne mase izvrSeno je u toku 2020. (I i IT otkos) 1 2021. godine (I 1 11T
otkos).

Kao inokulanti su odabrani izolati B. megaterium DLK2Eh (izolovan u ovoj studiji) i S.
meliloti L4 (izolat iz kolekcije Instituta za zemljiste). Oba izabrana izolata poreklom su iz korenskih
kvrzica 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 nemogu¢nosti determinacije ovih izolata do nivoa vrste, izolat DLK2Eh izabran je
kao nepatogeni inokulant grupe rizika 1.

b)

ST

LISEL =5 E3

Slika 29. Ogled u polju: a) druga godina ogleda, b) trec¢a godina ogleda, c) travna smesa (druga godina
ogleda), d) lucerka smesSa (druga godina ogleda) (foto S. Andelkovi¢ i M. KneZevi¢)

Ogled je postavljen na aluvijalnom zemljistu slabo kisele reakcije, teksturne klase laka glina
(LG) (Tabela 25).

Tabela 25. Fizicko-hemijski parametri zemljista koriS¢enog za ogled

Fizi¢ko-hemijski parametar

pH 6,20
Sadrzaj organske materije SOM (%) 2,80
CaCO3 (%) 0,09
P,0s (mg 100 g?) 6,69
K20 (mg 100 g?) 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

Zemljiste je imalo nizak sadrzaj P i K, dok su koncentracije Ni, Cr i Pb bile povisene (Tabela
26). Prema Sluzbenom glasnik Republike Srbije (1994), dozvoljene koncentracije Ni, Cr i Pb su 50
mg kg, 100 mg kgt i 100 mg kg%, redom.
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Tabela 26. Sadrzaj mikroelemenata u uzorku zemljista
AL GOE CE As Cd Co Cr Cu Mn Ni Pb Zn

(mg kg™)
Ukupni mikroelementi 19,43 1,12 22,61 127,8 24,16 8228 204 130 136
MDK (mg kg™ 25 3 - 100 100 - 50 100 300

*MDK: maksimalne dozvoljene koncentracije mikroelemenata u zemljistu prema Sluzbenom glasniku Republike Srbije (1994).

Rezultati merenja suve mase biljaka lucerke, jeZevice i njihove smese 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 povecanje suve biljne mase lucerke u sva 4 otkosa i dali su vrednosti suve
biljne mase vece od neinokulisane kontrole. Najznacajniji efekat na poveéanje suve mase imali su
tretmani koinokulacijom i S. meliloti (I i Il otkos 2020.), kao i B. megaterium i koinokulacijom (I
otkos 2021. i 111 otkos 2021, redom). Suva masa lucerke gajene u monokulturi varirala je u zavisnosti
od otkosa. Tretmani su tokom otkosa imali razli¢it efekat na povecanje biljne mase, dok je prose¢na
vrednost za sva 4 otkosa prikupljena u toku 2 godine ogleda bila najveca pod dejstvom koinokulacije
(744,60 g). Slican efekat postignut je i inokulacijom sa S. meliloti (717 g), a vrednosti suve mase
biljaka tretiranih sa B. megaterium (611,89 g) bile su veée od neinokulisane kontrole (@: 397,91 g).

Tabela 27. Suva nadzemna masa biljaka lucerke (M. sativa), jezevice (D. glomerata) i njihove smese

Suva nadzemna masa (suma za 3 ponavljanja u okviru tretmana) (g)

N Prose¢na vrednost
Biljnavrsta  Tretman | otkos 2020. Il otkos 2020. 1 otkos 2021. 11l otkos 2021.  po otkosu tokom
celog ogleda
%) 489,00+25,00°  490,50+10,50°  444,40+12,00°  167,75+6,54° 397,91
T1 967,50+15,50®  1147,50+8,50*  455,2448,51°¢ 298 57+17,50 717,20
Lucerka
T2 853,50+7,50  796,50+10,50°  527,31+6,52*  270,24+9,00 611,89
T3 1020,00+17,00* 1083,00+47,00*  500,97+6,56°  374,41+12 512 744,60
%) 534,00+9,00°  547,50+4,50°  403,71+7,50"  255,70+6,01% 435,23
Jeseni T1 993,00+24,000  711,00450,00>  432,99+6,512  340,99+5,54 619,50
€zevica
T2 714,00+8,00>  705,00+48,00° 388,30+10,50  339,42+5,542 536,68
T3 1015,50+15,50*  760,50+16,50°  415,88+9,07°  296,73+13,10 622,15
%) 1006,50+28,50  747,00+28,00>  425,70+10,52¢  286,90+5,50° 616,53
Sme T1 1078,5045,50°  774,00+20,00®  539,22+522°  331,59+9,05° 680,83
mesa
T2 1006,50+28,50  858,00+20,00°  582,62+6,012  481,89+15,04% 773,13
T3 975,00+11,00°  730,50+7,50°  51512+7,51¢  512,24+8512 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; @: netretirana kontrola; a-d: Vrednosti u koloni oznacene istim slovima nisu statisti¢ki razli¢ite prema Duncan
multiple range testu (P<0,05).

Vrednosti suve mase jeZevice gajene u monokulturi varirale su u zavisnosti od otkosa, gde je
11T otkos (2021.) imao najnize vrednosti (Tabela 27). Bakterijski tretmani povecali 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 najvece vrednosti suve mase (1015,50+15,50 g i
760,50+16,50 g, redom). U | otkosu (2021.) najbolji efekat imao je tretman S. meliloti (432,99+6,51
g), dok u poslednjem otkosu nije postajala znacajna razlika izmedu tretamana S. meliloti i B.
megaterium (340,99+45,54 g i 339,42+5,54 g, redom). Prosec¢na vrednost suve mase za celo trajanje
ogleda, izraZena po otkosu, ukazala je da su tretmani sa S.meliloti i S. meliloti + B. megaterium imali
najznacajniji efekat na povecanje mase jezevice, dok je tretman B. megaterium takode dao vece
vrednosti u odnosu na neinokulisanu kontrolu. Isti efekat zabelezen je 1 u sluc¢aju lucerke gajene u
monokulturi.

64



Biljna masa smesSe bila je pove¢ana primenom svih tretmana, u odnosu na neinokulisanu
kontrolu (Tabela 27). U prvom otkosu najbolji efekat na povecanje prinosa imao je tretman
rizobijalnim izolatom u tretmanu sa S. meliloti (1078,50+5,50 g). Tretman sa B. megaterium dao je
najvece prinose u ostala tri otkosa. Isti tretman dao je najvece vrednosti suve mase biljne smese
posmatrajuci prosecne 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 2,95+0,08% do 4,44+0,05% u biljkama lucerke, od 1,02+0,09% do
2,43+0,09% u biljakama jezevice i od 1,07+0,06% do 3,58+0,38% u smesi. Efekti primenjenih
tretmana bili su varijabilni u zavisnosti od biljne vrste i otkosa. Najbolji efekat na povecanje procenta
azota u biljkama lucerke, u odnosu na neinokulisanu kontrolu, imali su tretmani sa S. meliloti
(3,47+0,16% za | otkos 2020. i 4,44+0,05% za | otkos 2021.) i S. meliloti + B. megaterium
(3,56+0,16% za Il otkos 2020. i 3,28+0,07% za Il otkos 2021). Takode, tretman sa S. meliloti
indukovao je najveci porast prosecne vrednosti procenta azota tokom celog trajanja ogleda. Tretman
sa S. meliloti dao je najvece vrednosti procenta azota u biljkama jeZevice u I i II otkosu 2020. i u IIT
2021. (1,78+0,13%; 1,57+0,08% i 2,43+0,09%, redom). Tretman S. meliloti + B. megaterium
indukovao je najveci porast prosecne vrednosti procenta azota za sve otkose u toku ogleda (1,66%).
U smesi, tretman B. megaterium indukovao je najvece vrednosti procenta azota u I i II otkosu 2020.
i ul otkosu 2021. U 111 otkosu 2021. tretmani sa S. meliloti i B. megaterium dali su vrednosti jednake
neinokulisanoj kontroli. Najbolji efekat na procenat azota u smesi gledajuéi prosecnu vrednost tokom
celog ogleda imao je tretman sa B. megaterium.

Tabela 28. Procenat azota u biljakama (M. sativa), jezevice (D. glomerata) i njihovoj travnoj smesi

N (%)
Prosecéna vrednost po
Biljna vrsta  Tretman | otkos 2020. 11 otkos 2020. | otkos 2021. 111 otkos 2021. otkosu tokom celog
ogleda

(0] 3,11+0,17¢ 3,01+0,21° 3,11+0,10° 2,95+0,08° 3,05
| ucerka T1 3,47+0,162 3,31+0,072 4,44+0,052 3,27+0,072 3,62
T2 3,15+0,07%¢ 3,54+0,152 3,99+0,16° 3,16+0,062 3,46
T3 3,28+0,07° 3,56+0,162 3,05+0,05¢ 3,28+0,072 3,29
(0] 1,45+0, 08P 1,3940,10° 0,9440,02°¢ 2,31+0,012 1,60
lesevica T1 1,78+0,13? 1,57+0,08? 0,87+0,08°¢ 2,43+0,092 1,58
T2 1,53+0,18° 1,33+0,03° 1,02+0,09° 2,41+0,112 1,57
T3 1,41+010° 1,63+0,08? 1,29+0,052 2,29+0,122 1,66
9] 2,13+0,06° 1,79+0,15°¢ 1,07+0,06° 2,82+0,082 1,96
Smega T1 2,03+0,08° 2,1740,18° 1,29+0,01° 2,84+0,15?2 2,08
T2 2,60+0,192 3,5840,382 1,77+0,022 2,68+0,08% 2,66
T3 2,47+0,082 3,00+0,31° 1,3640,06° 2,61+0,01° 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; @: netretirana kontrola; a-d: Vrednosti u koloni oznacene istim slovima nisu statisticki razli¢ite prema Duncan multiple range
testu (P<0,05).

Rezultati odredivanja 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. Sli¢an trend smanjenja koncentracije pod uticajem primenjenih
tretmana zabelezen je i1 za koncentracije Cr i Pb. Koncentracije Cu su bile varijabilne i nije uocen
jasan efekat bakterijskih tretmana na promenu koncentracije ovog mikroelementa. Koncentracije Fe,
Mn, Ni 1 Zn takode su bile varijabilne, ali se u prvom otkosu (2020.) moze zapaziti smanjenje
koncentracija ovih mikroelemenata pod uticajem primenjenih tretmana. U biljkama Zzutog 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 na¢ina gajenja jezevice, ali
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su u prvom otkosu 2020. bile smanjene pod delovanjem svih tretmana, u odnosu na neinokulisanu
kontrolu. Nije zapazen 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 smesi bio je varijabilan. Za koncentracije Cr i Mn zabeleZeno je smanjenje pod
uticajem tretmana, u odnosu na kontrolu. Koncentracije Fe, Ni i Zn nisu bile odredene u primenjenim
tretmanima. Uticaj tretmana na koncentracije Co, Cu i Pb takode su bile varijabilne, ali se mogao
uociti trend povecanja u prvom otkosu 2020. i smanjenja u prvom otkosu 2021. i preteznog smanjenja
u prva tri otkosa, redom.

Koncentracije Cr i Ni u pojedinim otkosima bile su u opsegu vrednosti koje se smatraju
poviSenim ili toksi¢énim (Kabata-Pendias, 2010) (obeleZene 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 utvrdene granice. Takode, u biljkama
jezevice koncentracija ovog mikroelementa bila je povecana u neinokulisanoj kontroli 1 u tretmanu
sa koinokulacijomS. meliloti + B. megaterium (I otkos 2020.) i u svim tretmanima u tre¢em otkosu
2021. Koncentracije Cr bila su povecane i u neinokulisanoj kontroli u slu¢aju smese (I otkos 2020. i
Il 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 slu¢aju 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 uociti jasan uticaj tretmana
na koncentracije ovih elmeneta, dok su koncentracije K i Mg bile smanjene pod uticajem bakterijskih
tretmana. U biljkama jeZevice, koncentracije Ca i Mg bile su varijabilne ali smanjene u prvom otkosu
2020, dok su u istom otkosu koncentracije K bile povecane. Koncentracije K i Mg varirale su u
travnoj smesi, a uticaj bakterijskih tretmana na smanjenje koncentracija Ca i P mogao se zapaziti u
prvom otkosu 2020.
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5. DISKUSIJA

Imajuéi u vidu znacaj Zutog zvezdana i lucerke u nasoj zemlji, ispitivanja raznovrsnosti
bakterija korenskih kvrzica ovih leguminoza, kako u pogledu genetickog diverziteta, tako i na osnovu
tolerancije na nepovoljne uslove sredine, PGP osobina i biokontrolnog potencijala su neophodna.
Ovakva istrazivanja daju uvid u potencijal primene autohtonih sojeva u vidu mikrobioloskih dubriva
u odrzivoj poljoprivrednoj praksi nase zemlje.

Brojna istrazivanja su potvrdila raznovrsnost Mesorhizobium spp. prisutnih u korenskim
kvrzicama zutog zvezdana, kao $to 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-Garcia et al., 2017; Lorite et al., 2018; Lorite et al., 2016; Kabdullayeva et al., 2020).
U ovom istrazivanju, u korenskim kvrzicama zutog zvezdana detektovano je prisustvo razlicitih vrsta
Mesorhizobium spp., kao $to 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 istrazivanjima drugih autora, unutar
korenskih kvrzica zutog zvezdana pronadene su i nerizobijalne vrste koje ne mogu da vrse nodulaciju,
kao sto su vrste koje pripadaju rodovima Bacillus i Pseudomonas (Ampomah & Huss-Danell, 2011,
Lorite et al., 2018). Prisustvo nenoduliSu¢ih Pseudomonas spp. takode se dovodi u vezu sa
funkcionalnim korenskim kvrzicama Lotus burttii L., dok se pojava negativne korelacije izmedu
brojnosti Pseudomonas spp. i Rhizobium spp. unutar iste kvrzice moze objasniti medusobnom
kompeticijom ove dve vrste za kolonizaciju (Crosbie et al., 2021). U korenskim kvrzicama Zutog
zvezdana u ovom istrazivanju detektovano je prisutsvo nenoduliSsu¢ih 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 istrazivanja bavio se diverzitetom rizobijalnih vrsta unutar korenskih kvrZica
lucerke Sirom sveta (Pellock et al., 2000; Timmers et al., 2000; Wang et al., 2018b; Liu et al., 2019;
Segundo et al., 1999). U korenskim kvrzicama lucerke vrste roda Sinorhizobium su najcesce
detektovane bakterijske vrste. U nasem istrazivanju, rizobijalne vrste pripadale su takode rodu
Sinorhizobium (Ensifer), a S. meliloti izvojio se kao najzastupljenija vrsta koja je nodulisala lucerku.
Zanimljivo je $to je u korenskim kvrzicama lucerke detektovano prisustvo i jedne vrste roda
Mesorhizobium ¢ija sposobnost nodulacije lucerke pri reinokulaciji nije testirana. Od nenoduli$ucih
bakterija, vrste rodova Bacillus, Microbacterium, Brevibacillus, Paenibacillus, Lysinibacillus,
Enterobacter, Pantoea, Arthrobacter, Streptomyces, kao i mnoge druge su do sada detektovane u
korenskim kvrzicama lucerke (Khalifa et al., 2015; Stajkovi¢ et al., 2009; Lai et al., 2015; Kisiel &
Kepczynska, 2016; Ilyas et al., 2022; Ramirez-Bahena et al., 2013). U ovom istrazivanju, 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
nenoduliSuc¢ih vrsta moze se primetiti da su vrste rodova Bacillus i Pseudomonas bile zastupljene u
korenskim kvrzicama obe biljne vrste, dok je prisustvo drugih rizobijalnih vrsta zavisilo od biljne
vrste.

Analiza parcijlanih sekvenci 16S rRNK omogucila je identifikaciju izolata do nivoa roda. U
slu¢aju rizobijalnih izolata, analiza dodatnih “housekeeping ” gena pokazala je razlicitu rezoluciju za
Mesorhizobium spp. i Sinorhiozobium spp. Kod izolata iz roda Sinorhizobium, identifikacija je bila
moguca do nivoa vrste (S. meliloti i S. medicae). Kako se vrste ovog roda medusobno znacajno
razlikuju, dok je slicnost unutar iste vrste veoma visoka (i do 100%), gen recA moze se smatrati
dobrim izborom za identifikaciju u okvru roda Sinorhizobium (Martens et al., 2007). Analiza sekvenci
recA gena nije omogucila precizniju identifikaciju Mesorhizobium spp. u odnosu na 16S rRNK, zbog
velikog procenta sli¢nosti razli¢itih vrsta u okvriu ovog roda. Zato bi ispitivanje vise drugih
“housekeeping” gena za identifikaciju Mesorhizobium spp. trebalo da bude tema buduc¢ih istrazivanja
U slucaju nerizobijalnih vrsta, analiza tuf gena pokazala se kao pogodna za identifikaciju izolata
Bacillus spp. do nivoa vrste. Ova analiza bila je naroCito znacajna za razdvajanje izolata gde analiza
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sekvenci za 16S rRNK nije uspela da razdvoji vrste B. thuringiensis i B. cereus, $to je i prethodno
potvrdeno (Draganic et al. 2017). Vrsta Serratia plymuthica identifikovana je sa velikom sigurnoséu
na osnovu 16S rRNK (99,48%), a gyrB gen se pokazao kao adekvatan za potvrdu identifikacije sa
maksimalnom sli¢nos¢u (100%). Vrste roda Pseudomonas nisu mogle sa sigurno$¢u da se
identifikuju do nivoa vrste na osnovu analize sekvenci gena za 16S rRNK i gyrB gena, tako da njihova
konac¢na determinacija ostaje predmet buducih istrazivanja.

U ovom istrazivanju, pokazano je da od 64 izolata iz lucerke, njih 14% ima sposobnost
nodulacije pri reinokulaciji. Kod zvezdana, potvrden je veci broj noduliSucih izolata (od 88 izolata,
23% je nodulisalo). U korenskim kvrzicama odredene biljne vrste, moguce je i1 prisutvo rizobijalnih
vrsta koje ne moraju nuzno imati sposobnost nodulacije korena te biljke, ve¢ mogu u¢i u korenske
kvrZzice istim mehanizmom kao 1 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 ¢ak 82% izolata iz korenskih kvrzica lucerke ima sposobnost
nodulacije pri reinokulaciji. U naSem istrazivanju detektovan je znaCajno vecéi broj izolata iz
korenskih kvrzica koji nisu imali sposobnost nodulacije, u odnosu na rizobijalne, nodulisuce sojeve.
Svakako se uslovi sredine kao i kompatibilnost izolata sa biljkama ne mogu zanemariti kao bitni
faktori koji uti¢u na sam proces nodulacije.

Ispitivanje efikasnosti azotofiksacije jedan je od klju¢nih koraka pri selekciji efikasnih sojeva
koji bi se koristili kao inokulanti odredenih vrsta leguminoza. Mezorizobijalni sojevi sa visokom
efikasno$cu u fiksaciji azota su identifikovani u mnogim studijama (Lorite et al., 2010; Sotelo et al.,
2011). U nasem istrazivanju, 20 izolata pokazalo je sposobnost nodulacije zutog zvezdana, od Cega
je 9 okarakterisano kao visoko efikasni u azotofiksaciji, jer su ostvarili 2.5 puta vecu SDW od kontrole
(kriterijum Pochon-a, 1954). U slu¢aju izolata rizobija poreklom iz lucerke, iako je veéina uticala na
povecanje 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 odredenog soja, osim genotipa same bakterije, zavisi i od genotipa biljke, kao i
medusobne interakcije bakterije i biljke domacina (Deli¢, et al., 2013). Pretpostavljamo da bi veci
broj lokaliteta i uzorkovanih korenskih kvrzica lucerke doprineo otkrivanju veceg broja efikasnih
izolata.

Istrazivanja diverziteta endofitnih bakterija u pogledu tolerancije na razli¢ite uslove zivotne
sredine od velikog je znacaja pri selekciji sojeva za primenu u stani§tima nepovoljnim za njihov rast.
Kako je u Srbiji preko 1140 km? zemljista zaslanjeno (Mrvi¢ et al., 2013), testiranje tolerancije izolata
na razlicite koncentracije NaCl od velike je vaznosti pri selekciji inokuluma za ovu vrstu zemljista.
Farissi et al. (2014) su pokazali da je rast rizobijalnih izolata poreklom iz korenskih kvrzica lucerke
ogranicen ili smanjen na koncentracijama NaCl ve¢im od 2%. U naSem istraZivanju, vecina izolata
iz lucerke pokazala je sposobnost rasta na koncentraciji NaCl od 3%, dok je skoro 50% rizobijalnih
izolata raslo pri koncentraciji NaCl od 4%. Takode, Farissi et al. (2014) su detektovali rast pojedinih
izolata i na koncentracijama NaCl od 10%, a sposobnost njihovog rasta su objasnili akumulacijom
zaStitnih organskih osmolita (aminokiseline ili ugljeni hidrati) unutar bakterijskih celija, koje imaju
ulogu u odrzavanju turgora ¢elije. 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
najvece testirane koncentracije NaCl (6%). 1zolat L3 je rastao pri koncentracijama NaCl ¢ak i do
10%. Kim et al. (2015) pokazali su da vijabilnost ¢elija B. mojavensis nije promenjena pri
koncentracijama NaCl do 9%. U naSem istrazivanju, od nerizobijalnih izolata iz zutog 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
koncentracije NaCl vece od 4%, u poredenju sa izolatima iz lucerke. Nase istrazivanje je potvrdilo
prisustvo pojedinih izolata otpornih na visoke koncentracije NaCl (i do 10%) iz korenskih kvrzica
lucerke i zvezdana na teritoriji Srbije.
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Osim zaslanjenosti zemljista, pH reakcija zemljista predstavlja ograni¢avajuci faktor za rast
bakterija. Farissi et al. (2014) pokazali su da samo 11% rizobijalnih izolata iz korenskih kvrzica
lucerke moze da prezivi pri pH 4, $to je manji broj u poredenju sa rezultatima naseg istrazivanja
(25%). U istom istrazivanju rizobijalni izolati imali su najbolji rast pri pH od blago kisele ka alkalnoj,
Sto je u skladu sa nasim rezultatima, dok je na pH 9 u naSem istrazivanju zabelezen slabiji rast
rizobijalnih izolata. Sli¢ni rezultati zabelezeni su i u istrazivanju 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 naSem istrazivanju, nije se mogla uociti korelacija za sve izolate
izmedu pH vrednosti zemljista sa kog su kvrzice uzorkovane 1 njihove tolerancije na te pH vrednosti.
Ovo se moze se objasniti pojavom da su uslovi sredine u rizosferi korena najc¢esce razliciti od uslova
u okolnom zemljistu (ukljucujucéi i pH vrednost zemljista), zbog luCenja razliCitih supstanci od strane
korenovog sistema (Hinsinger et al., 2003). Mesorhizobium spp. imaju vazne PGP osobine koje im
omogucavaju da ublaze bioticki 1 abioticki stres i da poboljsaju rast biljaka u nepovoljnim uslovima
zivotne 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 kvrzica zutog zvezdana imaju sposobnost rasta na pH izmedu
5,51 9. U nasem istrazivanju, nerizobijalni izolati poreklom iz zutog zvezdana pokazali su bolju
toleranciju na najnize testirane pH vrednosti u odnosu na izolate iz lucerke. Medutim, manji broj
izolata rastao je na najve¢im testiranim pH vrednostima. Ovi rezultati ukazali su da bi nerizobijalni
izolati iz zvezdana bili pogodniji za primenu na kiselim zemljistima, u odnosu na izolate iz lucerke.

Sli¢no kao 1 u naSem istrazivanju, Latrach et al. (2017) zakljucili su da je rast rizobijalnih
izolata iz lucerke najbolji pri temperaturi od 28 °C, dok je vecina rizobija mogla da raste i do 37 °C.
Visoke temperature uti¢u na procese formiranja i funkcionisanja nodula, a samim tim i na sposobnost
fiksiranja azota. Najces¢i problem je dehidracija i degradacija enzima metabolickog puta bakterija na
visokim temperaturama, dok na niskim temperaturama moze do¢i i do nereverzibilne inaktivacije
ekspresije nod gena. Ovo moze biti razlog rezultata naseg istrazivanja koji su ukazali na odsustvo
rasta izolata iz lucerke 1 Zutog zvezdana na temperaturi od 4 °C,kao 1 na 60 °C, sa
izuzetkom nerizobijalnog izolata iz lucerke (B. mojavensis L3) ¢iji je slab rast zabeleZen 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 vise temperature takode moguca. U
naSem istrazivanju nerizobijalni izolati iz kvrzica zutog 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 poredenju sa ovim izolatima, izolati iz lucerke su bili tolerantniji na temperaturu od 45
°C (15-20% izolata). Ovi rezultati pruzaju mogucnost za dalju selekciju sojeva tolerantnih na
ekstremne temperature.

Pored ispitivanja tolerancije na nepovoljne uslove Zivotne sredine, ispitivanje diverziteta
endofita u pogledu PGP osobina glavni je korak za pravilnu selekciju efikasnih bio-inokulanata.
Proizvodnja indolnih jedinjenja i siderofora medu Mesorhizobium spp. je detektovana u prethodnim
istrazivanjima (Granada et al. 2014; Menéndez et al., 2020). Takode, S. meliloti je pokazao visok nivo
proizvodnje IAA (612 pg ml?) (Kanaan & Al-Barhavi 2021). | za druge vrste rizobija,
Bradyrhizobium spp. i Rhizobium spp, je pokazano da su efikasni proizvodaci IAA (Kiruthika &
Arunkumar, 2021). Takode, bakterije korenskih kvrzica su sposobne za proizvodnju razli¢itih tipova
siderofora (Carson et. al. 2000, Datta et al. 2014). Sposobnost solubilizacije fosfata je vazno 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, §to posledi¢no
povecava masu korena i izdanaka biljke, kao 1 kvalitet biljnog etarskog ulja (Santoro et al., 2015). U
nasem istrazivanju, veci procenat izolata poreklom iz korenskih kvrzica lucerke (22%) pokazao je
sposobnost produkcije siderofora, dok je za veci broj izolata iz korenskih kvrzica zutog 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 TAA bila je vecinski zastupljena kod rizobiljanih izolata iz korenskih
kvrzica zutog zvezdana, dok je u slucaju izolata iz lucerke procentualna zastupljenost producenata
IAA bila vrlo sli¢na izmedu 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 dubriva u zemljistima 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) takode su dokazali sposobnost B. megaterium da vrsi solubilizaciju fosafata i
sugerisali njegovu primenu u formi bio-fertilizatora. lzolat ZR7Kh bio je najbolji producent
siderofora iz zutog zvezdana. Ovaj izolat bio je poreklom iz iste korenske kvrzice zutog zvezdana
kao i izolati ZR7Gm i ZR7Im2, koji su okarakterisani kao Serratia plymithica. Na osnovu morfologije
kolonije, Gram bojenja, kao 1 slicnih PGP osobina mozZe se pretpostaviti da i ovaj izolat pripada rodu
Serratia. Poznato je da vrste roda Serratia kao Sto su S. marcescens i S. plymuthica produkuju
siderofore (Weakland et al., 2020: Cleto et al., 2021). Rezultati ovog istrazivanja ukazali su na
postojanje diverziteta rizobijalnih i nerizobijalnih bakterija unutar korenskih kvrzica zvezdana i
lucerke u pogledu znacajnih PGP osobina i ukazali na potencijal njihove primene u vidu bio-
inokulanta.

Hidroliti¢ki enzimi koje proizvode endofitne ili rizosferne bakterije imaju veliki znacaj u
biokontroli razli¢itih vrsta biljnih patogena (Jadhav et al., 2017; Mota et al., 2017). Takode,
bakterijski hidroliticki enzimi pomaZu 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 sposobnos¢u produkcije hitinaza, celulaza, ksilanaza i pektinaza
ispoljava antagonisticko dejstvo prema Fusarium spp. u in vitro uslovima (Khan et al., 2018).
Proteaza iz Bacillus sp. doprinela je smanjenju intenziteta bolesti na ¢ili paprici izazvane gljiviénim
patogenom Ralstonia solanacearum (Prihatiningsih et al., 2021). Huang et al. (2022) pokazali su da
amilaza sintetisana od strane B. cereus moze 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 antagonisticki efeklat protiv
Magnaporthe oryzae. Bacon & Hinton (2011) su ukazali da endofitni soj B. mojavensis izolovan iz
zrna kukuruza pokazuje snazan 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
Vasic¢ et al. (2019) istakli su vrste roda Fusarium kao jedne od najc¢escih gljiviénih patogena biljaka
lucerke 1 Zutog zvezdana, te su vrste ovog roda i1 koriS€ene za ispitivanje antagonistickog 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 proizvodac¢ svih testiranih litickih enzima i posedovao je gene za
proizvodnju iturina, surfaktina i fengicina, mozZe se pretpostaviti da je produkcija ovih jedinjenja
osnov njegovog antifungalnog delovanja. Imajuci u vidu da ovi mehanizmi mogu imati aditivni efekat
na PGP potencijal, dodatne osobine izolata L3 treba dalje istrazivati. Takode, ispitivanje
antagonistickog delovanja ovog izolata prema drugim najc¢e$¢im gljivicnim patogenima dalo bi uvid
u potencijal njegove primene u vidu bio-fungicida Sireg spektra delovanja.

Rizobijalni izolati, tolerantni na pH 5, ukljuc¢ujuci acidotolerantne Mesorhizobium sp., Ensifer
spp. i Rhizobium sp. pokazali su potencijal da se koriste kao visoko efikasni inokulanti za povecanje
prinosa leguminoza gajenih na kiselim zemljistima (Lindstrom and Milliniemi, 1987; Brigido et al.,
2007; Stajkovi¢-Srbinovi¢ et al., 2015a,b). Stoga je u ogledu u saksijama sa kiselim zemljiStem
ispitan uticaj efikasnih sojeva Mesorhizobium sp. otpornih na niske vrednosti pH i sa drugim PGP
osobinama, na prinos i koncentracije nutrienata zutog zvezdana. U dvogodi$njem ogledu, tretmani su
povecali SDW biljaka zutog zvezdana u proseku za 59 do 72% u poredenju 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 dubrenjem (@N). Sli¢no, tretman sa Mesorhizobium sp.
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754, povecao je SDW za 86%, dok se procenat azota nije razlikovao od tretmana ON. Sve ovo ukazuje
na visoku efikasnost fiksiranja azota odabranih sojeva u kiselom zemljiStu. Granada et al. (2014) su
pokazali da inokulacija L. corniculatus nativnim rizobijalnim sojevima zna¢ajno poveéava SDW
biljaka i procenat azota u poredenju sa kontrolom sa dubrivom. Muleta et al. (2017) su pokazali da
tretman sa rizobijalnim inokulantom znacajno povecava sadrzaj azota u biljkama soje koje se uzgajaju
u kiselom zemljistu i sugerisali da je odabir rizobije otporne na nisku pH zemljista jedna od strategija
koja moze znacajno povecati performanse soje u ovim zemljistima. Stajkovi¢-Srbinovi¢ et al. (2015a)
su pokazali da je inokulacija sa R. leguminosarum bv. trifolii znacajno povecavala masu crvene
deteline uzgajane u veoma kiselom zemljistu (pH 4,38), kao i sadrzaj N, Mg, Fe, Mn i Cu u biljkama.
Rezultati naSeg istrazivanja ukazali su da izolati sa PGP osobinama i koji su tolerantni na niske pH
vrednosti, mogu biti pogodni za primenu u kiselim zemljistima.

Svi primenjeni bakterijski tretmani povecali su procenat azota u biljkama Zutog zvezdana u
poredenju sa netretiranom kontrolom. Takode, usvajanje azota (mg saksija™l) je poveéano svim
primenjenim bakterijskim tretmanima (osim 1M12), $to ukazuje na njihovu efikasnost u fiksaciji
azota. Procenat N u inokulisanim tretmanima kretao se od 3,52% (tretman 754) do 4,19% (tretman
1M12). Moze se primetiti da su najvece vrednosti procenta azota zabelezene za tretman
Mesorhizobium sp. 1M12 koji je imao najnize vrednosti SDW, u poredenju sa ostalim bakterijskim
tretmanima. Razlog moze biti pojava da usled povecanja biljne mase, koji je uzrokovan delovanjem
bakterijske inokulacije, usvajanje elemenata ne prati proporcionalno rast biljke (“efekat
razblazenja’). Ovo dovodi do vece koncentracije elemenata u biljkama sa manjim SDW vrednostima.
Sli¢na zapazanja 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 (Knezevi¢ et al., 2022). Niske vrednosti SDW biljaka tretiranih ovim izolatom mogu
biti uzrokovane sporijom stopom rasta ovog soja na pH 4,5-5,5. Takode, efikasnost azotofiksacije u
eksperimentalnim uslovima moze se zna¢ajno razlikovati od one u realnim uslovima zemljista, na Sta
uticu razliciti faktori zivotne sredine, kao $to je tekstura zemljista, vlaznost, eksudati korena i slozene
interakcije sa mikrobijalnom zajednicom zemljista.

Koncentracije pojedinih mikro- i makroelemenata su bile povecane 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). Sadrzaj Fe u
nasim istraZivanjima bio je veci od optimalnog, $to je u skladu sa njegovim visokim sadrzajem u
koris¢enom zemljistu (Kabata-Pendias, 2010). Vuckovic¢ et al. (2006) su zabelezili nizi sadrzaj Zn u
autohtonim populacijama biljaka zutog zvezdana sakupljenih u Srbiji i Bosni i Hercegovini u odnosu
na naSe istrazivanje. Ista studija je pokazala i manji sadrzaj Cu u poredenju sa nasim rezultatima, dok
su vrednosti za Fe i Mn generalno bile vece. Koncentracije makroelemenata bile su u skladu sa
prethodnim istrazivanjima (Kirsch & Jantzon, 2009). Takode, rezultati do kojih su dosli Vuckovi¢ et
al. (2006) bili su uporedivi sa nasim za sadrzaj Mg i Ca u autohtonim biljkama Zutog zvezdana, dok
su sadrzaji P 1 K generalno visi u nasem istrazivanju. Pored toga, u proseku, sadrzaj Ca, P 1 Mg je bio
vedi u nasoj studiji od rezultata dobijenih od strane Koutsoukisa et al. (2019) za biljke Zutog zvezdana
koje se uzgajaju u Grckoj. Nasi rezultati su potvrdili da se prinos 1 sastav nutrijenata biljaka zutog
zvezdana gajenih u kiselom zemlji§tu moze poboljsati odabirom i primenom efikasnih nativnih
mezorizobijalnih sojeva (tolerantnih na niske pH vrednosti), Sto ukazuje na njihovu potencijalnu
upotrebu u formi bio-inokulanata za uzgoj zutog zvezdana u kiselom zemljistu.

Prvi ogled u saksijama potvrdio je pozitivan uticaj rizobijalne inokulacije na leguminozne
biljke, u ovom slucaju zuti zvezdan. Ranije je potvrdeno da inokulacija razli¢itim nerizobijalnim PGP
bakterijama (Bacillus spp., Klebsiella spp., Azotobacter spp., itd.) moze poboljsati rast nekih trava
(kukuruz, pirinac, jezevica) i leguminoza (lucerka) (Stajkovic¢ et al. 2009; Stajkovi¢-Srbinovi¢ et al.
2016; Noori et al. 2018). Takode, rizobijalni sojevi mogu promovisati rast neleguminoznih biljaka,
kao Sto su pSenica, pirina¢, je¢am itd. (Souza et al. 2013; Mehnoob et al. 2012). Kao $to je prethodno
napomenuto, smese leguminoza i trava od velikog su znacaja za sto¢nu ishranu. Zbog toga, drugi
ogled u saksijama postavljen je u cilju pracenja uticaja inokulacije rizobijalnim i nerizobijalnim
sojevima na rast i hemijski sastav biljaka Zutog zvezdana, jezevice i njihove smeSe u kiselom
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zemljistu. Prinos (SDW) 1 ukupan sadrzaj azota u obe ispitivane biljne vrste su povecani nakon
tretmana sa B. megaterium DZK1BH i Mesorhizobium sp. 6310z, pojedinac¢no ili u koinokulaciji.
Bakterijski tretmani su povecali SDW biljaka Zutog zvezdana za 59%-83%, jezevice za 24%-50% i
njihove smese za 37%-49%, u poredenju sa kontrolom. Rezultati koji ukazuju da B. megaterium
DZK1BH pozitivno uti¢e na rast zutog zvezdana, dok je Mesorhizobium sp. 6310z imao pozitivan
efekat na jezevicu, Sto odgovara prethodnim studijama (Swarnalakshmi et al. 2020). Ranije je
pokazano da nerizobialni sojevi Klebsiella sp. i Kosakonia covanii izolovani iz korenskih kvrzica
lucerke mogu znacajno povecati rast lucerke i obezbediti adekvatan sadrzaj azota u (Noori et al.
2018). Takode, nerizobijalni endofitni sojevi B. megaterium iz kvrzica lucerke su poboljsali rast
lucerke u prisustvu i odsustvu rizobijalnog soja (Stajkovi¢ et al., 2009). Sharma et al. (2017) su
pokazali da konzorcijum koga ¢ine B. megaterium, P. fluorescens i A. chroococcum zna¢ajno mogu
poboljsati rast biljaka.

Najveci porast SDW zabelezen je u koinokulaciji, i to za jezevicu (50%) i zuti zvezdan (80%).
Prethodno je pokazano da inokulacija jezevice sa A. chroococcum ili sa A. chroococcum + B.
megaterium moze znacajno povecati SDW, takode u kiselom zemlji$tu (Stajkovi¢-Srbinovic et al.,
2016). Khalifa & Almalki (2015) su pokazali da inokulacija sa B. megaterium koji solubilizuje fosfate
i proizvodi hitinazu (izolovan iz korenskih kvrzica lucerke) i S. meliloti imaju pozitivan efekat na rast
drugih leguminoza. Inokulacija lucerke sa B. megaterium i sa S. medicae je poboljsala rast i povecala
stepen tolerancije biljaka na visoke koncentracije soli (Chinnaswayi et al., 2018). U slucaju smese
zutog zvezdana i jezevice, prethodno je dokazano da inokulacija lucerke sa R. meliloti i jezevice sa
Beigerinckia sp. i Azospirillum sp., povecava prinos biljne mesavine za 24,5% (Dragomir & Mojsuc,
2007). Sli¢no, u naSem istrazivanju smo detektovali poveéane SDW vrednosti nakon tretmana
pojedina¢nim izolatima ili koinokulacijom. Prinos (SDW) zutog zvezdana u mesavini bio je oko 50%
manji u odnosu na SDW biljaka gajenih u monokulturi. Medutim, SDW jezevice u smesi bila je slicna
ili ve¢a nego u monokulturi.

Poredenjem efekta inokulacije biljaka Zutog zvezdana sa Mesorhizobium sp. 6310z u oba
ogleda u saksijama (slicnih hemijskih osobina zemljista — kiselo zemljiSte) moZe se zakljuciti da je
ovaj izolat imao pozitivan uticaj na rast zvezdana u oba testirana zemljista. lako je prinos (SDW)
Zutog zvezdana pod uticajem inokulacije ovim izolatom bio manji u drugom ogledu, u oba tipa
zemljiSta inokulacija je indukovala povecanje SDW u odnosu na kontrolu. Takode, efekat ovog
izolata na procenat azota u biljnom materijalu bio je veoma sli¢an u oba ogleda. Ovo ukazuje na
ujednacen efekat ovog izolata na povecanje sadrzaja azota u biljkama zvezdana, u uslovima kiselog
zemljista. Takode, u pogledu hemijskog sastava biljaka Zutog zvezdana, mezorizobijalna inokulacija
obezbedila je sadrzaj mikro- i makroelemenata u biljnom materijalu koji je bio u dozvoljenim
granicama (Kabata-Pendias, 2010).

Ogled u polju postavljen je u cilju prac¢enja efekta inokulacije lucerke, jezevice 1 njihove
smese izolatima iz korenskih kvrZica lucerke na aluvijalnom zemljistu, sa poviSenim koncentracijama
Ni, Cr i Pb. Pokazano je da je nabolji efekat na ukupni prinos lucerke, jeZevice i njihove smeSe imao
tretman koinokulacijom S. meliloti L4 + B. megaterium DLK2Eh. Procenat azota u biljkama lucerke,
jezevice 1 njihove smese varirao je u zavisnosti od tretmana i biljne vrste. Tretman sa S. meliloti L4
dao je najvece ukupne vrednosti procenta azota u biljkama lucerke, tretman sa S. meliloti L 4+ B.
megaterium DLK2Eh u biljkama jezevice, dok je najveci procenat azota u smes$i zabeleZzen pod
delovanjem tretmana sa B. megaterium DLK2Eh. Rezultati dvogodisnjeg ogleda ukazali su da
inokulacija lucerke sa S. meliloti povecava SDW, u odnosu na neinokulisane biljke sto je u skladu sa
rezultatima Deli¢ et al. (2016). Khalifa & Almalki (2015) potvrdili su da inokulacija lucerke sa B.
megaterium ili S. meliloti pove¢ava duzinu korena, broj bo¢nih korenova i SDW, u poredenju sa
neinokulisanim biljkama (u saksijama, pod gnotobiotickim uslovima). Inokulacija biljaka italijanskog
ljulja sa S. meliloti imala je pozitivan uticaj na rast lucerke koja je bila gajena kao sledeci usev na
istom zemljiStu (Deli¢ et al., 2013a, Deli¢ et al., 2012). Takode, biljke lucerke inokulisane sa S.
meliloti + Bacillus sp., imale su bolje parametre rasta i razvi¢a korena, ve¢i SDW, kao i broj korenskih
kvrZica, u poredenju sa neinokulisanom kontrolom (Guifiazu et al., 2009). Stajkovi¢-Srbinovi¢ et al.
(2017) pokazali su da inokulacija lucerke sa Sinorhizobium + Bacillus spp. povecava SDW biljaka i
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povecava procenat azota u inokulisanim biljkama, ¢ije su vrednosti bile slicne onim dobijenim u
nasem istrazivanju. Chinnaswamy et al. (2018) pokazali su da inokulacija lucerke sa S. medicae + B.
megaterium daje bolje vrednosti parametara rasta biljke (SDW) u poredenju sa samostalnom
inokulacijom ovim sojevima. Takode, u istom istrazivanju pokazano je da inokulacija lucerke sa B.
megaterium povecava tolerantnost biljaka na stres saliniteta. Takode, Daur et al. (2018), utvrdili su
da inokulacija lucerke sa Bacillus sp. povecava sadrzaj azota u biljkama, SDW i visinu biljaka, kao i
sadrzaj hlorofila a i b. Dalje, pokazano je da inokulacija sa B. megaterium utice na pove¢anje SDW i
sadrzaja 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 nasem istrazivanju 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 zutog zvezdana ili lucerke ovim izolatima
dala je vrednosti sadrzaja azota koje su bile u nivou inokulacije rizobijalnim azotofiksiraju¢eim
sojevima (6310z ili L4). Produkacija IAA od strane ovih nerizobijalnih sojeva mogla bi biti osnov
povecanog sadrzaja azota u tretiranim biljkama. Osim sadrzaja azota, inokulacija IAA produkuju¢im
bakterijama ima i indirektan efekat na povecanje nadzemne biomase biljaka, omoguc¢avanjem unosa
svih neophodnih hranljivih elemenata iz zemljista (Emami et al., 2018). Dokazano je da produkcija
IAA indirektno moze uticati na povecanje usvajanja nutrijenata iz zemljiSta kroz izduzivanje
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. Primeceno je da je u biljkama lucerke (u prvoj
godini ogleda) koncentracija Cr i Ni u kontroli bez inokulacije bila u opsegu povisenih do toksi¢nih.
Pod dejstvom inokulacije lucerke sa S. meliloti L4 doslo je do smanjenja koncentracije Cr na
dozvoljene vrednosti, dok su u slucaju Ni svi primenjeni tretmani smanjili koncentracije na nivo
dozvoljenih vrednosti datim u Kabata-Pendias, 2010). Tretmani jezevice sa S. meliloti L4 i B.
megaterium DLK2Eh indukovali su smanjenje koncentracije Cr na nivo dozvoljenih. Inokulacija
lucerke bakterijskim sojevima koji proizvode 1AA i siderofore pozitivno je uticala na parametare rasta
biljaka u medijumima kontaminiranim teSkim metalima (Yahaghi et al., 2019). Takode, rast korena
i/ili izdanaka lucerke bio je znacajno 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, $to ih ¢ini dobrim kandidatima za primenu u zemljiStima kontaminiranim teSkim metalima.
Sli¢ni rezultati dobijeni su u istrazivanju Li et al. (2021), gde je utvrdeno da inokulacija lucerke sa B.
subtilis indukuje povecanje usvajanja Cd, kao i povecanje SDW biljaka od 29,4%. Inokulacija lucerke
sa Paenibacillus mucilaginosus + S. meliloti u zemljistu kontaminiranom Cu smanjila je akumulaciju
Cu u tretiranim biljkama u poredenju sa kontrolom (Ju et al., 2020). Inokulacija lucerke sa S. meliloti
I Agrobacterium tumefaciens poboljsala je fitoekstrakciju metala poveCanjem rasta biljaka i
antioksidativnih aktivnosti pod Cu/Zn stresom, Sto pruza novi pristup bioremedijaciji u zemljistu
kontaminiranom teSkim metalima (Jian et al., 2019).

Sessitsch et al. (2013) su sugerisali da bakterijska inokulacija razli¢itih biljnih vrsta u
zemljistima sa pove¢anom koncentracijom teskih metala dovodi do povecanja biljne mase. Povecanje
biljne mase u ovim uslovima su objasnili kroz produkciju bakterijskih jedinjenja kao §to su IAA,
siderofore i ACC deaminaze. Saran et al. (2020) su sugerisali da inokulacija razli¢itim sojevima moze
povecati ili smanjiti usvajanje mikroelemenata u zavisnosti od bakterijske ili biljne vrste, kao i
interakcije bakterijskog inokuluma sa postoje¢om mikroflorom zemljiSta. U oba slucaja, autori su
istakli vaznost PGP osobina izolata i njihovu potencijalnu povezanost sa usvajanjem mikroelemenata.
U naSem istrazivanju izolat B. megaterium DLK2Eh imao je pozitivan uticaj na povecanje prinosa
obe biljne vrste koriS¢ene u ogledu u polju (lucerka, jezevica i njihova smesa). Kako je ovaj izolat
pokazao sposobnost produkcije IAA i siderofora, moguce je da su ove PGP osobine bile zasluzne za
povecéanje prinosa biljaka u zemlji$tu sa pove¢anom koncentracijom Ni, Cr i Pb. Osim uloge u
biokontroli gljiviénih izazivaca bolesti biljaka i indukovanju sistemske rezistencije biljaka,
bakterijske siderofore mogu imati ulogu i u pove¢anju mobilnosti i biodostupnosti mikroelemenata
iz zemljista (Aznar & Dellagi, 2015). Pokazano je da osim helacije Fe, siderofore mogu imati afinitet
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i za druge elemenete kao $to su Co, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb i Zn (Ahmed et al., 2014). Afinitet siderofora
za ove elemente uslovljen je stabilno$¢u njihovog kompleksovanja sa odredenim elementom. Takode,
u uslovima povecane koncentracije teskih metala u zemljistu moze doc¢i do oksidativne degradacije
IAA. Medutim, pokazano je da bakterijska inokulacija sojevima koji produkuju siderofore moze
smanjiti nivo degradacije 1AA (Seneviratne & Vithanage, 2015). Mchanizam ove pojave jo$ je
nejasan i nedovoljno istrazen, ali ukazuje na dvojaku ulogu inokulacije sojevima koji produkuju
siderofore (helacija Fe i drugih elemenata i indirektan efekat na koncentraciju IAA). Oba
nerizobijalna izolata koriS¢ena za postavku ogleda u saksijama i polju imala su sposobnost produkcije
siderofora. Takode, oba izolata imala su uticaj na usvajanje mikroelemenata u odnosu na
neinokulisanu kontrolu. Moze se pretpostaviti da su bakterijske siderofore bile jedan od mehanizama
koji su omogucili poboljSanje nutritivnog sastava tretiranih biljaka.

Potvrdeno je da produkcija volatilnog jedinjenja N,N-dimetilheksadecilamina (DMHA) od
strane bakterija (S. meliloti ili P. fluorescens) moze indukovati odgovore biljke koji se aktiviraju u
uslovima deficijencije Fe u zemljistu (Singh et al., 2022). Takode, usvajanje Cu i Fe je u biljkama
lucerke poboljSano inokulacijom sojevima P. fluorescens i R. leguminosarum Kkoji produkuju
siderofore (Singh et al., 2022). Poznato je da razlicite vrste Pseudomonas spp. i Bacillus spp.
poboljSavaju rast biljaka u uslovima niske koncentracije biodostupnog Zn u zemljiStu, a mehanizam
povecavanja biodostupnosti ovog nutrijenta omoguéen je sekvestracijom Zn uz pomo¢ siderofora
(Kamran et al. 2017). Uticaj bakterijske inokulacije na odrzanje homeostaze Ni u biljkama najéesce
je posredovan smanjenjem unosa teskih metala i/ili povecanjem tolerancije biljaka na toksi¢nost jona
metala (Singh et al., 2022). Inokulacija biljaka sa Bacillus spp. povecava sadrzaj P i Ca i smanjuje
akumulaciju Ni u biljkama koje se gaje u zemljistu kontaminiranom sa Cd. Bacillus spp. ublazavaju
ovaj efekat stresa povecanjem sinteze amilaze 1 proteaze radi promovisanja rasta biljaka u zemljistu
zagadenom teSkim metalima (Pandey et al., 2013). Izolat B. megaterium DLK2Eh imao je sposobnost
produkcije amilaze, §to je potencijalno uslovilo njegov dobar efekat na poveéanje prinosa biljaka u
zemljistu sa viskom Ni, Cr i Pb. lako je evidentno da pod uticajem bakterijske inokulacije dolazi do
regulacije biljnih gena koji ucestvuju u usvajanju elemenata iz zemljista, ostaje uglavnom nejasno
koji bakterijski faktori indukuju regulaciju transkripcije u biljci, a samim tim i kako se regulacija
pokreée na molekularnom nivou (Singh et al., 2022). Koncentracije makroelemenata bile su
promenljive u zavisnosti od tretmana, biljne vrste i godine otkosa. Utvrdeno 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). Takode,
bakterijska inokulacija moze uticati i na povecanje usvajanja P iz zemljiSta koja su deficijentna u
ovom elementu. Bakterije stimuliSu usvajanje P kroz povecanje transkripcije gena koji kodiraju za
membranske transportere P na jo§ dovoljno neizucen naéin (Singh et al., 2020).

Istrazivanja bakterija iz korenskih kvrZica zutog zvezdana 1 lucerke na teritoriji Srbije ukazalo
je na postojanje diverziteta autohtonih sojeva sa dobrim potencijalom za poboljsanje rasta biljaka.
Pokazano je da inokulacija rizobijalnim sojevima pozitivno utice na prinos leguminoza (lucerka i Zuti
zvezdan), trava (jeZevica) 1 njihove smeSe. Od posebnog je znacaja Sto je poboljSanje rasta ovih
biljaka pod uticajem inokulacije bilo evidentno u zemljistima niske produktivne sposobnosti. Na
osnovu ovoga, moze se zaklju€iti da bi primena pravilno selektovanih PGP bakterija (rizobijalnih i
nerizobijalnih) mogla znacajno poboljsati rast leguminoza i1 neleguminoza u kiselim zemljiStima.
Dalja istrazivanja biljaka, bakterija i zemljista, kao neraskidive celine, trebalo bi da budu usmerena
ka razumevanju slozenih mehanizama kojima bakterije uticu na promenu nutritivnog sastava biljaka
u razli¢itim tipovima zemljista. Razumevanje ovih mehanizama dovesée do otvaranja mogucnosti za
formulisanje novih mikrobioloskih preparata za poboljsanje rasta biljaka koji se na ekoloski i
ekonomski prihvatljiv nacin mogu koristiti u savremenoj poljoprivredi.
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Sa 24 lokaliteta na teritoriji Srbije izolovana su 152 bakterijska izolata iz korenskih kvrzica
lucerke i zutog zvezdana, od ¢ega 64 iz kvrzica lucerke i 88 iz kvrzica zutog zvezdana.

Od 72 izolata preliminarno okarakterisana kao rizobijalni, njih 29 pokazalo je sposobnost
nodulacije lucerke ili Zutog zvezdana, pri reinokulaciji.

Nerizobijalni izolati poreklom iz kvrzica 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.

Rizobijalni izolati iz zutog zvezdana identifikovani su kao pripadnici roda Mesorhizobium, a
iz lucerke kao Sinorhizobium medicae i S. meliloti.

Rizobijalni izolati (GNOV4, 10-2BM, GV2-1 i DLM1Bm) iz lucerke dali su vrednosti suve
nadzemne mase (SDW) i procenta azota znacajno vece od neinokulisane kontrole. Devet
izolata iz zutog zvezdana su okarakterisani kao visoko-efikasni u azotofiksaciji (na osnovu
SDW) i sa znacajno ve¢im procentom azota u odnosu na neinokulisanu kontrolu.

Nerizobijalni izolati iz Zutog zvezdana pokazali su bolju toleranciju na najnize testirane pH
vrednosti i manju toleranciju na najvise testirane pH vrednosti, u odnosu na izolate iz lucerke.
Vedi procenat rizobijalnih izolata iz Zutog zvezdana imao je sposobnost rasta na najnizim
testiranim pH vrednostima. Nerizobijalni izolati iz Zutog zvezdana imali su slabiji rast na
veé¢im koncentracijama NaCl, u poredenju sa izolatima iz lucerke. Nisu primeéene znacajne
razlike u tolerantnosti izolata na razli¢ite temperature u zavisnosti od biljne vrste iz koje su
izolovani.

Produkcija siderofora detektovana je kod 22% izolata iz lucerke i 17% izolata iz zvezdana
(ve¢inom 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
zutog zvezdana (55%) pokazalo je odreden nivo produkcije TAA.

Od svih testiranih izolata, samo 17 nerizobijalnih je pokazalo antifungalno dejstvo prema bar
jednom fungalnom patogenu (F. oxysporum, F. graminearum ili F. proliferatum). lIzolat B.
mojavensis L3 pokazao je najbolji antifungalni efekat, sa procentom inhibicije rasta ve¢im od
30% prema svim testiranim patogenima. Pokazano je da isti izolat poseduje gene za produkciju
fengicina, surfaktina i iturina C.

Ukupno 29 izolata (nerizobijalnih) pokazalo je moguénost produkcije hidrolitickih enzima kao
Sto su celulaze, hitinaze, proteaze, amilaze, lipaze i pektinaze (17 izolata iz lucerke 1 12 iz
zutog zvezdana). Izolat B. mojavensis L3 izdvojio se kao najznacajniji jer je produkovao sve
navedene enzime.

Svi primenjeni bakterijski tretmani povecali su SDW biljaka Zutog zvezdana, u ogledu u
polukontrolisanim uslovima u kiselom zemljistu (pH 5,4). Tretmani sa Mesorhizobium sp. 754
I Mesorhizobium sp. U1C dali su najvece vrednosti SDW. Takode, svi bakterijski tretmani
imali su pozitivan uticaj na povecanje procenta azota u biljkama Zutog zvezdana tokom druge
godine ogleda, dok je procenat azota u prvoj godini bio ve¢i od neinokulisanih biljaka samo
pri inokulaciji sa Mesorhizobium sp. 6310z. Bakterijski tretmani su uticali na koncentraciju
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mikro- i makroelemenata u zavisnosti od tretmana i sezone i njihov sadrzaj je bio
zadovoljavajuéi.

Inokulacija zutog zvezdana i jezevice pojedina¢nim rizobijalnim (Mesorhizobium sp. 6310z) i
nerizobijalnim izolatima (B. megaterium DZK1Bh), kao i njihovom koinokulacijom, imala je
pozitivan uticaj na povecanje SDW zvezdana gajenog u polukontrolisanim uslovima, u
kiselom zemljistu (pH 5,37). Ukupan sadrzaj azota, u sluc¢aju obe biljne vrste, bio je povecan
inokulacijom svim bakterijskim izolatima. Koncentracije mikro- i makroelemenata u biljnom
materijalu zavisile su od biljne vrste i od nacina gajenja (monokultura ili smesa) i bile su u
opsegu zadovoljavajuéih.

Inokulacija lucerke, jezevice i njihove smese izolatima B. megaterium DLK2Eh i S. meliloti
L4 i koinokulacija ovim izolatima imala je pozitivan uticaj na povecanje suve biljne mase u
ogledu u polju, u zemljistu sa povecanom koncentracijom Ni, Cr i Pb. Najbolji efekat na
povecéanje procenta azota u biljkama lucerke, u odnosu na neinokulisanu kontrolu, imali su
tretmani sa S. meliloti i koinokulacija.

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.

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na postojanje autohtonih sojeva u zemljistima Srbije koji
pozitivno uti€u na prinos lucerke, Zutog zvezdana, jezevice i njihove smeSe u zemljiStima
niskih produktivne osobina, a posebno u kiselim zemljistima. 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 kvrzica lucerke

8. PRILOZI

_NaZIV Nacin uzgoja biljke Uzor%k Grar!"_l Nodulacija Tip izolata
izolata domacina zemljista reakcija
PLK3AH gajena lucerka PLK3 G+ stapici nod -
PLR2AH gajena lucerka PLR2 G+ Stapici nod -
L3 gajena lucerka ALX G+ Stapici nod -
4.3 gajena lucerka PLK2 G+ Stapici nod -
6.1 gajena lucerka PLK2 G+ stapici nod -
15 gajena lucerka PLK2 G+ Stapici nod -
L22 gajena lucerka MKL G+ Stapici nod -
L21 gajena lucerka MKL G+ stapici nod -
L1* gajena lucerka GRD G- stapici nod - .
LG* samonikla lucerka GRD G- Stapici nod - Ner.'ZOb”.alm
Luc2* samonikla lucerka GRD G- stapici nod - '_ZOQE'
L2Cr* samonikla lucerka GRD G- stapici nod - § o
DLK2Eh samonikla lucerka DLK2 G+ Stapici nod -
4.6R gajena lucerka PLR3 G+ Stapici nod -
L18 gajena lucerka MKL G+ Stapici nod -
PLR2Bh gajena lucerka PLR2 G+ Stapici nod -
ppN 1 samonikla lucerka GRD G- Stapici nod -
SM2 samonikla lucerka SM G+ $tapici nod -
4.3R samonikla lucerka PLR3 G+ stapici nod -
2.1B samonikla lucerka NBGL G+ Stapici nod -
PLK2Am gajena lucerka PLK2 G+ Stapici nod -
2.1B1 samonikla lucerka NBGL G+ Stapici nod -
214* samonikla lucerka * G+ Stapici nod -
219* samonikla lucerka * G- Stapici nod -
GNOV4 samonikla lucerka GRD G- stapici nod+
GPD2 samonikla lucerka GRD G- stapiéi nod+
10-2 BM samonikla lucerka GRD G- Stapici nod+
GVv2-1 samonikla lucerka GRD G- Stapici nod+
2.24 samonikla lucerka NBGL G- stapici nod+
2-1 samonikla lucerka NBGL G- Stapici nod+
2.3R samonikla lucerka NBGL G- Stapici nod+
10-2N samonikla lucerka GRD G- stapici nod+
DLM1Bm samonikla lucerka DLM1 G- stapici nod+
MS2 samonikla lucerka SM G- Stapici nod-
MS3 samonikla lucerka SM G- stapici nod-
MS6 samonikla lucerka SM G- stapici nod- Rizobijalni izolati
MS7 samonikla lucerka SM G- §tapici nod- AN
MS8 samonikla lucerka SM G- Stapici nod-
oS samonikla lucerka SM G- stapici nod-
4.6R1 samonikla lucerka PLR3 G- Stapici nod-
2.3R1 samonikla lucerka NBGL G- $tapici nod-
PLR1Bh gajena lucerka PLR1 G- Stapici nod-
DLK2Bh samonikla lucerka DLK2 G- Stapici nod-
DLK2Dh samonikla lucerka DLK2 G- Stapici nod-
DLK2Ch samonikla lucerka DLK2 G- Stapici nod-
DLM1Bh samonikla lucerka DLM1 G- Stapici nod-
DLM1Ch samonikla lucerka DLM1 G- Stapici nod-
SM8 samonikla lucerka SM G- Stapici nod-
SM1 samonikla lucerka SM G- Stapici nod-
SMO3 samonikla lucerka SM G- Stapici nod-
SMO samonikla lucerka SM G- Stapici nod-
Vo pl2 samonikla lucerka GRD G- Stapici nod-
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Prilog 1. (nastavak) Pregled bakterijskih izolata iz korenskih kvrzica lucerke

_NaZIV Nacin uzgoja biljke Uzor%k Grar_T? Nodulacija Tip izolata
izolata domacina zemljista reakcija
2.6b samonikla lucerka DLK1 G- stapici nod-
2.2b samonikla lucerka DLK1 G- stapici nod-
4.9cr samonikla lucerka DLK1 G- Stapici nod-
3.1b samonikla lucerka DLK1 G- Stapici nod- Rizobijalni izolati
2.4b samonikla lucerka DLK1 G- stapici nod- AN
2.1b samonikla lucerka DLK1 G- Stapici nod-
2.5b samonikla lucerka DLK1 G- Stapici nod-
4.8b samonikla lucerka DLK1 G- stapici nod-
3.1b samonikla lucerka DLK1 G- Stapici nod-
SMO1 samonikla lucerka SM G- Stapici nod-
DLK2Dh1 samonikla lucerka DLK2 G- stapici nod-
DLK2Eh1 samonikla lucerka DLK2 G- Stapidi nod-

*: Izolati iz prethodnih istrazivanja Instituta za zemljiSte; nod-: izolat ne noduliSe biljku domacina prilikom reinokulacije,
nod+: izolat noduliSe biljku domacina prilikom reinokulacije; GRD- Grdelicka klisura.

Prilog 2. Pregled bakterijskih izolata iz korenskih kvrzica zutog zvezdana

_Na2|v .N.acm uze0ja Uzqr %k GrarT? Nodulacija Tip izolata
izolata biljke domacina zemljista reakcija
DZM1Lm samonikli zvezdan DzM1 G- stapici nod+
DZK1Cm samonikli zvezdan DzZK1 G- Stapici nod+
PZR1Dm gajeni zvezdan PZR1 G- stapici nod+
PZNCm gajeni zvezdan PZN G- stapici nod+
PZNDm gajeni zvezdan PZN G- stapici nod+
DZR2Cm samonikli zvezdan DZR2 G- stapici nod+
PZR1Bm gajeni zvezdan PZR1 G- stapici nod+
610* samonikli zvezdan ZLT G- stapici nod+
1M12* samonikli zvezdan * G- stapici nod+
uic* samonikli zvezdan * G- Stapici nod+
63loz* samonikli zvezdan * G- Stapici nod+
754* samonikli zvezdan VH G- stapici nod+
DZM1Mm samonikli zvezdan DzM1 G- Stapici nod+ Rizobiilalni izolati
PZR1Bm1 gajeni zvezdan PZR1 G- stapici nod-
DZR2Dm samonikli zvezdan DZR2 G- stapici nod+
PZNDm1 gajeni zvezdan PZN G- stapici nod+
PZR1Em gajeni zvezdan PZR1 G- stapici nod+
DZK1Em samonikli zvezdan DzK1 G- stapici nod+
DZM1Jm samonikli zvezdan DzM1 G- Stapici nod+
DZM10m samonikli zvezdan DzM1 G- Stapici nod+
PZNDm2 gajeni zvezdan PZN G- stapici nod-
PZR1Cm gajeni zvezdan PZR1 G- stapici nod-
DZK1Cm2 samonikli zvezdan DzZK1 G- Stapici nod-
DZM1Jh samonikli zvezdan DzM1 G- Stapici nod-
DZK1Bm samonikli zvezdan DZK1 G- Stapici nod+
DZM1Km samonikli zvezdan DzM1 G- stapici nod+
DZM1Cm samonikli zvezdan DzM1 G- Stapici nod+
DZM1Hm samonikli zvezdan DzM1 G- stapici nod+
DZM1Nm samonikli zvezdan DzZM1 G- Stapici nod+
DZM1Im samonikli zvezdan DzZM1 G- Stapici nod+
PZNBm gajeni zvezdan PZN G- stapici nod -
PZR1Em1l samonikli zvezdan PZR1 G+ Stapici nod - e .
DZR2Am2 samonikli zvezdan DZR2 G- stapici nod - Nerizobijaini izolati
ZR7IM2 samonikli zvezdan ZR7 G+ Stapici nod -
DZK1Bh samonikli zvezdan DZK1 G+ §tapici nod -
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Pilog 2. (nastavak) Pregled bakterijskih izolata iz korenskih kvrzica Zutog zvezdana

Naziv RS TP O Gram — Nodulacija  Tip izolata
izolata biljke domacina zemljista reakcija
ZR7IM2 samonikli zvezdan ZR7 G+ stapici nod -
DZK1Bh samonikli zvezdan DzZK1 G+ stapici nod -
ZR7Gm samonikli zvezdan ZR7 G- Stapici nod -
DZM1INm1  samonikli zvezdan DzM1 G+ stapici nod -
DZM1LH2  samonikli zvezdan DzM1 G+ stapici nod -
PZR1Ah gajeni zvezdan PZR1 G+ $tapici nod -
DZK1Em1l  samonikli zvezdan DzZK1 G+ Stapici nod -
DZK1Dm samonikli zvezdan DzZK1 G+ stapici nod -
DZK1Jh samonikli zvezdan DZK1 G+ Stapici nod -
DZM1Hm1  samonikli zvezdan DzM1 G+ Stapici nod -
DZK1Eh samonikli zvezdan DzZK1 G+ stapici nod -
2MNK* samonikli zvezdan * G+ Stapici NT
DZK1Ah samonikli zvezdan DZK1 G+ Stapici nod -
DZM1Gh samonikli zvezdan DzM1 G+ $tapiéi nod -
DZM1Hh samonikli zvezdan DzM1 G+ stapici nod -
ZR7Mm samonikli zvezdan ZR7 G- Stapici nod -
ZR7Jm samonikli zvezdan ZR7 G- Stapici nod -
ZR7Dm samonikli zvezdan ZR7 G- Stapici nod -
ZR7Em samonikli zvezdan ZR7 G- Stapici nod -
ZR7Hm samonikli zvezdan ZR7 G- Stapici nod - Neriz bil Ini izolati
ZR7Bm samonikli zvezdan ZR7 G- Stapici nod - i e
ZR7Cm samonikli zvezdan ZR7 G- stapici nod -
DZK1Ch samonikli zvezdan DZK1 G+ Stapici nod -
DZK1Dh samonikli zvezdan DZK1 G+ Stapici nod -
DZK1Fm samonikli zvezdan DzZK1 G+ stapici nod -
DZK1Bh samonikli zvezdan DZK1 G+ Stapici nod -
DzM1Khl  samonikli zvezdan DzM1 G+ stapici nod -
DZM10h2  samonikli zvezdan DzM1 G+ $tapiéi nod -
DZM1Fh samonikli zvezdan DzM1 G+ $tapiéi nod -
DzZM1Lh1 samonikli zvezdan DzM1 G+ Stapici nod -
DzZM1Lh2  samonikli zvezdan DzM1 G+ $tapiéi nod -
DZM1Kh2  samonikli zvezdan DzM1 G+ stapici nod -
DzZM1Kh3  samonikli zvezdan DzM1 G+ Stapici nod -
DZM1Mhl  samonikli zvezdan DzM1 G+ Stapici nod -
PZR1Gh gajeni zvezdan PZR1 G+ $tapici nod -
ZR7GH1 samonikli zvezdan ZR7 G- Stapici nod -
DZR3Am samonikli zvezdan DZR3 G+ stapici nod -
ZR7Dh samonikli zvezdan ZR7 G- stapici nod -
ZR7Gh1 samonikli zvezdan ZR7 G- stapici nod -
ZR7Kh samonikli zvezdan ZR7 G- Stapici nod -
ZR7Hh samonikli zvezdan ZR7 G- stapici nod -
ZR7Jh samonikli zvezdan ZR7 G- Stapici nod -
ZR7Gh2 samonikli zvezdan ZR7 G- stapici nod -
ZR7Bh samonikli zvezdan ZR7 G- Stapici nod -

100



Pilog 2. (nastavak) Pregled bakterijskih izolata iz korenskih kvrzica Zutog zvezdana
Naziv Nacin uzgoja Uzorak Gram

wilbE  Biiedvatin  malfhn [clepnCeuRE@ Tk
DZM1IHh samonikli zvezdan DzM1 G+ stapici nod -

DzZML1lh samonikli zvezdan DzM1 G+ stapici nod -
DZM10h2 samonikli zvezdan DzZM1 G+ Stapici nod - o .
DZR3Am  samonikli zvezdan DZR3 G+ $tapiéi nod - Nerizobijalni izolati
DzZM1Kh3  samonikli zvezdan DzM1 G+ stapici nod -

PZR1Bh gajeni zvezdan PZR1 G+ Stapici nod -

DZK1Eh samonikli zvezdan DzK1 G+ $tapici nod -

DZK1Em samonikli zvezdan DzZK1 G+ Stapici nod -
DZM1Hm samonikli zvezdan DzM1 G+ $tapici nod -
DZM1Km samonikli zvezdan DzM1 G+ $tapici nod -

DZM1Jm samonikli zvezdan DZM1 G+ $tapici nod -

*Izolati iz prethodnih istrazivanja Instituta za zemljiSte; NT: nije testirano; nod-: izolat ne nodulise biljku domacina
prilikom reinokulacije, nod+: izolat nodulise biljku domacina prilikom reinokulacije; ZLT: Zlatibor, VH: Vladi¢in Han.

Prilog 3. Tolerancija izolata iz korenskih kvrzica lucerke (M. sativa) na razlic¢ite pH vrednosti
Nazivizolata pH4 pH5 pH6 pH7 pH8 pHY9 pHI10
PLK3AH - + + + + + -

PLR2AH - +
L3 - -
4.3 - -
6.1 - -
15 - -
L22 - -
L21 - +
L1 - +

LG - +

+
+

+ + + 4+ + +

Luc2 -
L2Cr
DLK2Eh
46RB
L18
PLR2Bh
ppN 1
SM2 - -

4.6R - +
2.1B - -
PLK2AmM - -
2.1B1 - +
214 - -
219 -
GNOV4 -
GPD2 -
10-2 BM -
GV2-1 -
2.24 -
2-1 -
2.3R
10-2N
DLM1Bm
MS2
MS3
MS6
MS7

+ 4+ 4+ +
+ 1
1 1

4+ 1 4+ 1
+ 4+ 4+
+ o0+ o+
+ 0+ 0+ 4
1 1 1

+ +
1
+ 4+ + 0+ o
1 1 + 4+
] 1 1

+ 1
H o+ +H + + + + + +

R T T i S S S S S S S T T T T T T T Tk T s S SE S S S s
++++++++++++ A+

+ + + + + +
1
1
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Prilog 3. (nastavak) Tolerancija izolata iz korenskih kvrzica lucerke (M. sativa) na razli¢ite pH
vrednosti

Nazivizolata pH4 pH5 pH6 pH7 pH8 pHY9 pHI10
MS8 + + + + + + -
(o] + +

4.6R1 -
2.3R1
PLR1Bh +
DLK2Bh -
DLK2Dh -
DLK2Ch -
DLM1Bh -
DLM1Ch -
SM8 -
SM1 -
SMO3 -
SMO -
Vo pl2 -
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.

I LT i SR T S S TR
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Prilog 4. Tolerancija izolata iz korenskih kvrzica zutog zvezdana (L. corniculatus) na razli¢ite pH
vrednosti

Nazivizolata pH4 pHS5 pH6 pH7 pH8 pHY9 pHI10
DZM1Lm - + + + +
DZK1Cm -
PZR1Dm +

PZNCm -
PZNDm -
DZR2Cm -
PZR1Bm -
610 +
1M12 +
uic +
+

+

+ -

+ -

+ +
+ + + +

4+

6310z

754
DZM1Mm -
PZR1Bml -
DZR2Dm -
PZNDm1 +
PZR1Em1 -
DZM1Em - -
DZM1Jm - -
DZM10m - -
PZNDm?2 - +
PZR1Cm + +

+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4

+ H o+ +
IR IR IR T TR R T T T T it St S S S S S

I I R TR T T T T 2R 2 T i T T R s

+++++++
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Prilog 4. (nastavak) Tolerancija izolata iz korenskih kvrzica Zutog zvezdana (L. corniculatus) na
razli¢ite pH vrednosti
Nazivizolata pH4 pH5 pH6 pH7 pH8 pHY9 pHI10
DZK1Cm2 + + + + - -
DzZM1Jh
DZK1Bm
DZK1Km -
DZM1Cm -
DZM1Hm -
DZM1INm -
DZM1Im +
PZNBm -
PZR1Eml -
DZR2Am?2
ZR7IM2
DZK1BH
ZR7GM
PZR1Ah
DZM1Nm1
DZM1LH2 -
DZK1Em1l -
DZK1Dm
DZK1Jh +
DZM1HmM1
DZK1Eh -
2MNK +
DZK1Ah -
DZM1Gh
DZM1Hh
ZR7Mm
ZR7Jm
ZR7Dm
ZR7Em
ZR7HmM
ZR7Bm
ZR7Cm -
DzZK1Ch -
DZK1Dh -
DZK1Fm -
DzZK1Bh +
DZM1Kh1l -
DZM10h1 -
DZM1Fh -
DzZM1Lh1 -
DZM1Lh2 -
DZM1Kh2 -
DZM1Kh3 -
DZM1Mh1
PZR1Gh
ZR7GH1
DZR3Am
ZR7Dh
ZR7Ghl
ZR7Kh
ZR7Hh
ZR7Jh

+ +

+ 4+ + + + + + +

+ + 0+ +
+ 4+ + 0+ + +
SRR S T T S S A A A A i
+ +
+ ' '

VO H

4+ + o+
+

+ H

+ 4+ + 0+

i

HH+ ++ + + + +

H,

L
+
1
1

+ o+ +
W
H_

HoH
+

+
H

+ 1
+

IR R A Tk T T T T T i i T T T e e S A e . I I Tk Tk T T T I i i i T T T I S S S s
R IR I Ak Tk T T T 2R T S i S S T e A A A T I 2R A Tk I T TR 2 2 i T T T T I S S S S

+ 4+ +
+ + +++ o+ o+
+ 4+ 4+ 4+

+
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Prilog 4. (nastavak) Tolerancija izolata iz korenskih kvrzica Zutog zvezdana (L. corniculatus) na
razlic¢ite pH vrednosti
Nazivizolata pH4 pH5 pH6 pH7 pH8 pHY9 pHI10

ZR7Gh2 + + + + - - -
ZR7Bh + + + + + - -
DZM1IHh - + + + - - -
DZML1Ih - - + + - - -
DZM10h2 - + + + + + -
DZR3Am - - + + + ¥ .
DZM1Kh3 - + + + + + -
PZR1Bh - - - + - - -
DZK1Eh - - + + + + -
DZK1Em - + + + + - -
DZM1Hm + + + + + - -
DZM1Km - - + + + - -
DZM1Jm - - + + + - -

NT: nije testirano; -: nije detektovan rast izolata.

Prilog 5. Tolerancija izolata iz korenskih kvrzica lucerke (M. sativa) na razli¢ite koncentracije NaCl
Nazivizolata 0,5% NaCl 1% NaCl 2% NaCl 3% NaCl 4% NaCl 5% NaCl 6% NaCl

PLK3AH + + + + +

PLR2AH
L3*
4.3
6.1
15
L22
L21
L1
LG

Luc2
L2Cr
DLK2Eh
46R B
L18
PLR2Bh
ppN 1
SM2
4.6R
2.1B

PLK2AmM

2.1B1
214
219
GNOV4
GPD2
10-2 BM
GVv2-1
2.24
2-1
2.3R
10-2N
DLM1Bm
MS2

+

+ + + + +
+ + + + +
+ + + + +

+ 4+ A+ H o+
| +
1 1

o
o+

+ + H H o+ A+ o+ A+
1 + 4+
1 [ |

T S S S L T Tk T T T i i i i S e S e S e e e e e S R A
++ + +++ A+ A+ A+ +
T T T S T S S S e S A T T T T T T T T S S S S S S S R
++++++++++ A+ +

H o+ W+ o+
1
1
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Prilog 5. (nastavak) Tolerancija izolata iz korenskih kvrzica lucerke (M. sativa) na razliCite
koncentracije NaCl
Naziv izolata 0,5% NaCl 1% NaCl 2% NaCl 3% NaCl 4% NaCl 5% NaCl 6% NaCl
MS3 + + +
MS6
MS7
MS8
0os
4.6R1
2.3R1
PLR1Bh
DLK2Bh
DLK2Dh
DLK2Ch
DLM1Bh
DLM1Ch
SM8
SM1
SMO3
SMO
Vo pl2
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% NacCl; -: nije detektovan rast izolata.

[ S
v+

+ H+ + + +
+H o+
1
1

+ 4+ HH+ o

+ + + + A+ A+ A+ A+

+ 0 4+
o+ o+ o+ H
.
+ 0K ' '

.

T T i T S S e S e S T T T T i I TN S S S
++ ++ A+ A+ A A A A+ A+ +

+
+ 4+ +H o+
+ +
VO
|
|

Prilog 6. Tolerancija izolata iz korenskih kvrzica zutog zvezdana (L. corniculatus) na razlicite
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

1M12

ulcC NT

6310z

754
DZM1Mm + + + - - - -
PZR1Bml + + + - - - -
DZR2Dm + + + + + - -
PZNDm1 + + + - - - -
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Prilog 6. (nastavak) Tolerancija izolata iz korenskih kvrzica Zutog zvezdana (L. corniculatus) na
razli¢ite koncentracije NaCl
Nazivizolata 0,5% NaCl 1% NaCl 2% NaCl 3% NaCl 4% NaCl 5% NaCl 6% NaCl
PZR1Eml + +
DZM1Em
DZM1Jm
DZM10m
PZNDm2
PZR1Cm
DZK1Cm2
DzM1Jh
DZK1Bm
DZK1Km
DZM1Cm
DZM1Im
PZNBm
PZR1Eml
DZR2Am?2
ZR7IM2
DzK1Bh*
ZR7GM
PZR1Ah
DZM1INm1
DZM1LH2
DZK1Em1l
DZK1Dm
DZK1Jh
DZM1HmM1
DZK1Eh
2MNK
DZK1Ah
DZM1Gh
DZM1Hh
ZR7Mm
ZR7Jm
ZR7Dm
ZR7Em
ZR7Hm
ZR7Bm
ZR7Cm
DZK1Ch
DZK1Dh
DZK1Fm
DzZK1Bh
DZM1Kh1l
DZM10h1
DZM1Fh
DzZM1Lh1
DZM1Lh2
DZM1Kh2
DZM1Kh3
DZM1Mh1
PZR1Gh
ZR7GH1
DZR3Am
ZR7Dh

+
[ |
1
1
1

1
Vo o
1
1
1

+

+
'

SR I S I
4+ + o+
+ o

+ H o+ H o+

1 4+
1

EAIE T S S S S S R
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+
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Prilog 6. (nastavak) Tolerancija izolata iz korenskih kvrzica Zutog zvezdana (L. corniculatus) na
razlicite 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
DZML1lh
DZM10h2
DZR3Am
DZM1Kh3
PZR1Bh
DZK1Eh
DZK1Em
DZM1Hm
DZM1Km
DZM1Jm - - + + + - -
*: Izolat je pokazao tolerantnost na do 10% NaCl; NT: nije testirano; -: nije detektovan rast izolata.

4+ ++ o+ 4
CH o+ o+ o+ o+
Vo H H

+ o+ o+
+ 4 0

+ 4+ + + A+ o+
+ H

+ + + + A+ + o+
+ + + + A+ + o+

o+ o+

Prilog 7. Tolerancija izolata iz korenskih kvrzica lucerke (M. sativa) na razlicite temperature
Naziv izolata 4°C 16°C 28°C 45°C 60°C
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 - -

PLK2AmM - +

2.1B1 - -
214 - -
219 - -
GNOV4 - +
GPD2 - -
10-2 BM - -
GV2-1 - -
2.24 - -
2-1 - -

[ R |
H oW W+ o

+

++++++++ A+ A+ A+ A+ A+ A A+
1
1
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Prilog 7. (nastavak) Tolerancija izolata iz korenskih kvrzica lucerke (M. sativa) na razlicite
temperature

Naziv izolata 4°C 16°C 28°C  45°C 60°C
L4 - - + - -
2.3R - -
10-2N - -

DLM1Bm - -
MS2 - +
MS3 - -
MS6 - -
MS7 - -
MS8 - -
(O} - -
4.6R1 - -
2.3R1 - -

PLR1Bh -
DLK2Bh -
DLK2Dh -
DLK2Ch -
DLM1Bh -
DLM1Ch -
SM8 -
SM1 -
SMO3 -
SMO - -
Vo pl2 -
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.

+ 0+ 0+ + 4+ o+ + 4+

]
+ +
T T T S S S S S S e T T T Tk Tk T T T T T S S S S S S S S RS
1
1

+
]
]
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Prilog 8. Tolerancija izolata iz korenskih kvrzica zutog zvezdana (L. corniculatus) na razli¢ite
temperature

Naziv izolata 4°C 16°C 28°C  45°C 60°C
DZM1Lm - - + + -
DZK1Cm - -
PZR1Dm - -
PZNCm - -
PZNDm - -
DZR2Cm - -
PZR1Bm - -
610
1M12
uic NT
6310z
754
DZM1Mm - -
PZR1Bml - -
DZR2Dm - -
PZNDm1 - +
PZR1Eml - +
DZM1Em - -
DZM1JIm - -
DZM10m - +
PZNDm2 - +
PZR1Cm - -
DZK1Cm2 - -
DZM1Jh - -
DZK1Bm - +
DZK1Km - -
DZM1Cm - -
DZM1Im -
PZNBm -
PZR1Eml -
DZR2Am?2 -
ZR7IM2 -
PZR1Ah -
DZK1BH - -
ZR7GM -
DZM1Nm1 -
DZM1LH2 -
DZK1Em1 -
DZK1Dm -
DZK1Jh -
DZM1Hm1 -
DZK1Eh -
2MNK -
DZK1Ah -
DZM1Gh -
DZM1Hh -
ZR7TMm -
ZR7Jm -
ZR7Dm -
ZR7Em -
ZR7HmM -
ZR7Bm -
ZR7Cm -
NT: nije testirano; -: nije detektovan rast izolata.

+ + + + + +

+ + 4+ + 4

+

+ + ++ A+ A+ A+ A A A A+ o+
1
1

+ + + + + A+ A+ H A+ A+

+
+
1
1
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Prilog 8. (nastavak) Tolerancija izolata iz korenskih kvrzica Zutog zvezdana (L. corniculatus) na
razliCite temperature

Nazivizolata 4°C 16°C 28°C  45°C 60°C
DZK1Ch - + + - -
DZK1Dh - +
DZK1Fm - -
DZK1Bh -
DZM1Kh1l -
DZM10h1 -
DZM1Fh -
DZM1Lh1 -
DZM1Lh2 -
DZM1Kh2 -
DZM1Kh3 -
DZM1Mh1 -
PZR1Gh -
ZR7GH1 -
DZR3Am -
ZR7Dh -
ZR7Gh1 -
ZR7Kh -
ZR7Hh -
ZR7Jh -
ZR7Gh2 -
ZR7Bh -
DZM1IHh -
DzZM1lh -
DZM10h2 -
DZR3Am -
DZM1Kh3 -
PZR1Bh -
DZK1Eh -
DZK1Em -
DZM1Hm -
DZM1Km -
DZM1Jm - + + - -
NT: nije testirano; -: nije detektovan rast izolata.

+ + 4+ + 4

+ + 4+ A+ o+ A+

+

+ + 4+ + +
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Prilog 9. PGP osobine izolata poreklom iz korenskih kvrzica lucerke (M. sativa)

Produkcija siderofora Solubilizacija fosfata

N [ T (poluprecnik halo zone mm) (polupreénik halo zone mm) Erodukcija IAA (jig 1)
PLK3AH 3,171,159 - 16,13+2,22¢
PLR2AH 4,83+0,29 - 20,15+1,14
L3 7,00+1,73¢ - 50,87+2,16%
4.3 1,83+0,58" - 5,08+0,66"
6.1 - - 19,95+0,16
15 - - 7,18+0,63"
L22 0,83+0,29' - 8,95+0,61"
L21 1,00+0,50 - 7,20+0,47"
L1 9,83+0,58¢ 1,17+0,58¢ 26,85+0,92¢
LG 13,00+2,56° 13,00+1,322 28,93+1,24¢
Luc2 17,00+1,73° 9,89+1,04°¢ 28,73+1,59%¢
L2Cr 44,83+4,072 12,17+1,76" 21,86+0,74°
DLK2Eh 11,83+1,53% - 12,20+1,22¢
4.6R - -

L18 - - 1,03+0,59%
PLR2Bh - - -

PPN 1 - - -

SM2 - 2,17+0,29% 1,95+0,10K
43R - - -

2.1B - - -
PLK2AmM - - -

2.1B - - -

214 NT - NT

219 NT - NT
GNOV4 - - -
GPD2 - - -

10-2 BM - - -
GVv2-1 - - -

2.24 - - 7,12+0,47%
2-1 - - -

2.3R - - -
10-2N 2,67+0,23" - -
DLM1Bm - - 2,25+0,42
MS2 - - 1,34+0,20
MS3 - - 0,89+0,12 1
MS6 - - -

MS7 - - -

MS8 - - -

(O] - - -
4.6R1 - - -

2.3R - - -
PLR1Bh - - -
DLK2Bh - - 3,4+0,96!
DLK2Dh - - 4,97+0,76"
DLK2Ch 4,00+0,50" - 20,3440,91°
DLM1Bh - - 27,85+1,71%¢
DLM1Ch - - -

SM8 - 1,13+0,09¢ 1,02+0,70
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Prilog 9. (nastavak) PGP osobine izolata poreklom iz korenskih kvrzica lucerke (M. sativa)
Produkcija siderofora Solubilizacija fosfata

Rgidid (poluprecnik halo zone mm) (polupre¢nik halo zone mm) Produkeija IAA (g ml™)
SM1 - R 10,02+1,42¢f
SMO3 - - -

SMO - 2,83+0,58¢ 8,65+0,49f
Vo pl2 - - 3,95:+0,45M
2.6b - - -

2.2b - - -

4.9cr - - 2,53+0,921
3.1b - - -

2.4b - - -

2.1b - - 7,01+2,42f0
2.5b - - -

4.8b - - -

3.1b - - -
SMO1 - - 30,72+1,33b
DLK2Dh1 - - 4,07+0,54"
DLK2Eh1 11,83+2,47¢% - 12,05£1,01°

NT: nije testirano; -: nije detektovana produkcija; a-1: Vrednosti u koloni oznadene istim slovima nisu statisticki razli¢ite prema Duncan
multiple range testu (P<0,05).
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Prilog 10. PGP osobine izolata poreklom iz korenskih kvrZica zutog zvezdana (L. corniculatus)
Produkcija siderofora Solubilizacija fosfata

N [ T (poluprecnik halo zone mm) (polupreénik halo zone mm) Erodukcija IAA (jig 1)
DZM1Lm - 5,00+0,00° 12,77+0,209
DZK1Cm - 3,50+1,00¢ 7,41+0,29i
PZR1Dm - - 10,002,411
PZNCm - - 13,341,429
PZNDm - 3,330,241 0,97+0,25™
DZR2Cm - 5,17+0,23° 3,01+0,24'
PZR1Bm - - 11,77+1,049"
610 - 2,17+0,24¢ 1,43+0,10™
1M12 - - 99,37+5,052
uicC - - 76,70+4,92°
6310z - - 18,7243 42¢f
754 - 2,67+0,24% 43,65+5,21°¢
DZM1Mm - - 1,00+0,10™
PZR1Bml - - 12,02+1,259
DZR2Dm - -
PZNDm1 - 4,33+0,47 1,13+0,10™
PZR1Em - 1,83+0,24°f 6,97+1,050"
DZK1Em - - -
DZM1Jm - - -
DZM10m - 2,00+0,1 3,99+0,33
PZNDm2 - - -
PZR1Cm - - -
DZK1Cm2 - - -
DZM1Jh 4,83+1,89°f - 10,42+0,86'
DZK1Bm - - 1,01+0,1 ™
DZM1Km - - -
DZM1Cm - - 3,00+0,00'
DZM1Hm - - -
DZM1INm - - -
DZM1Im - - 4,01+0,1
PZNBm - - -
PZR1Em1 - 2,50+1,00% 7,25+1,04i
DZR2Am2 - - -
ZR71M2 20,17+2,75° - 42,40+1,10°
DZK1Bh 12,00+2,65°¢ 9,83+1,53? 44,1242 44°
ZR7Gm 7,83+0,761 - 36,05+1,82¢
DZM1Nm1 - - 6,39+1,05
DZM1LH2 - - -
PZR1Ah - - 1,14+0,10™
DZK1Eml - - -
DZK1Dm - - -
DZK1Jh 2,000,501 1,83+0,58" 17,78+0,95f
DZM1Hm1 20,83+0,40° - 12,0+1,09
DZK1Eh 20,79+3,30° - 11,99+0,98
2MNK - - -
DZK1Ah - - 20,92+0,77¢
DZM1Gh - - -
DZM1Hh - - -
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Prilog 10. (nastavak) PGP osobine izolata poreklom iz korenskih kvrzica zutog zvezdana (L.
corniculatus)

Produkcija siderofora Solubilizacija fosfata

. . 4
ey [relkiz (polupre¢nik halo zone mm) (poluprecnik halo zone mm) Cindiniseliia LA (frg mil)
ZR7Mm - - -
ZR7Jm - - -
ZR7Dm - - 3,37+0,43!
ZR7Em - - -
ZR7Hm 2,16+0,24% - -
ZR7Bm - - -
ZR7Cm - - -
DZK1Ch - - 0,92+0,30™
DZK1Dh - - 16,03+0,85
DZK1Fm - - -
DZK1Bh - - -
DzZM1Kh1 - - -
DZM10h2 7,17+2,02% - 4,07+0,19
DZM1Fh - - -
DzZM1Lh1 - - -
DZM1Lh2 - - -
DZM1Kh2 - - -
DZM1Kh3 1,00+0,009 - 9,02+1,541
DzZM1Mh1 - - -
PZR1Gh - 3,00+0,00¢ 10,68+1,24"
ZR7GH1 - - -
DZR3Am - - 1,03+0,38™
ZR7Dh 2,83+0,58f 2,17+0,58¢ 2,16+0,13'm
ZR7Gh1 - - -
ZR7Kh 24,83+2,362 - 14,70+1,25f
ZR7Hh - - -
ZR7Jh 5,17+0,24¢ - -
ZR7Gh2 - - 4,41+0,434
ZR7Bh - - -
DZM1IHh 8,17+2,024 - 6,850,531k
DZM1lh 8,00+1,00¢ - 4,17+0,961
DZM10h2 - - -
DZR3Am - - 1,00+0,09™
DZM1Kh3 - - -
PZR1Bh 2,83+0,29f - 6,08+1,13
DZK1Eh - - -
DZK1Em - - 3,78+0,25K
DZM1Hm - 2,00+1,008 3,34+0,52!
DZM1Km - - 4,00+0,004
DZM1Jm 4,00+1,0° 6,00+0,50K

- nije detektovana produkcija; a-n: Vrednosti u koloni oznacene istim slovima nisu statisti¢ki razli¢ite prema Duncan multiple range
testu (P<0,05).
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Prilog 11. Pregled svih izolata determinisanih u ovoj studiji

- Procenat
Naziv izolata Sekvenca gena Vrsta slicnosti (%)

PLK3AH 165 rRNA Bacillus megaterium 99,90

tuf 99,86

PLR2AH 16S rRNA Bacillus za_nthoxyli/B. a_ryabhattai 99,90
tuf Bacillus megaterium 100

L3 165 rRNA Bacillus mojavensis 99,79

tuf 99,72

43 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

15 16S rRNA Bacillus thuringiensis/B. toyensis 99,48
' tuf Bacillus thuringiensis 100

L22 105 TNA Bacillus kochii gggg
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

16S rRNA Pseudomonas brassicacearum 99,17

Luc2

gyrB Pseudomonas sp. 100

L2C 16S rRNA Pseudomonas brassicacearum 98,80
' gyrB Pseudomonas sp. 100

DLK2Eh 16s rRNA Bacillus za_nthoxyli/B. aryabhattai 98,84

tuf Bacillus megaterium 99,74

L18 165 rRNA Bacillus megaterium/B. arygbhattai/B. zanthoxyli/B. 99,87

aryabhattai/B. flexa

214 16S rRNA Nocardia sp./Rhodococcussp. 99,90

219 16S rRNA Bosea thioxidans 99,49

PLR2Bh 16S rRNA Bacillus zanthoxyli/B. aryabhattai 99,98

opN 1 16S IRNA Agrobacterium tumefgciens/Rhizobium 99,09

nepotum/Agrobacterium fabacearum

SM2 16S rRNA Bacillus lichenoformis 98,66

43R 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 16?er;NA Sinorhizobium medicae ggig

DLM1Bm 165rer;NA Sinorhizobium meliloti gg?g
16S rRNA Sinorhizobium sp. 100

GNOv4 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 168rer;NA Sinorhizobium meliloti gg;g
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Prilog 11. (nastavak) Pregled svih izolata determinisanih u ovoj studiji

. Procenat
Naziv izolata Sekvenca gena Vrsta slicnosti (%)
16S rRNA . - _— 100
2.24 Sinorhizobium meliloti
recA 99,39
21 165 rRNA Sinorhizobium meliloti 100
recA 98
L4 16?er(;NA Sinorhizobium meliloti ggig
L5 16S rRNA Sinorhizobium meliloti 99,06
ZR7IM2 162;rRBNA Serratia plymuthica 936‘(1)8
DZK1BH 163tL$NA Bacillus megaterium 188
ZR7GM 162;FBNA Serratia plymuthica 936366
DZM1Nm1 16S rRNA Bacillus spp. 100
DZM1LH2 16S rRNA Bacillus thuringien_sis/B. cereu_s/B. paramobilis 99,72
tuf Bacillus toyensis 99,63
DZK1Em1 16S rRNA Bacillus spp. 100
16S rRNA Bacillus spp. 100
DZK1Dbm tuf Bacillus toyensis 99,66
DZK13h 16S rRNA Bacillus megaterium/B. aryabhattai/B. flexa 100
tuf Bacillus megaterium 99,77
16S rRNA Bacillus mobilis/B. hominis/B. paramobilis 100
DZM1HmI tuf Bacillus toyensis 99,69
DZK1Eh 16S rRNA Periacillus simplex/Brevibacterium frigotolerans 99,62
tuf Brevibacterium frigotolerans 99,59
PZNBm 16Srer;NA Phylobacterium loti gggg
16S rRNA Bacillus lichenoformis/B. sonorensis/B. haynesii 98,89
PZR1Em1 tuf B. paralichenoformis 99,71
DZR2Am2 16S rRNA Pseudomonas fragi 98,96
2NMK 16S rRNA Paenibacillus albidus 98,61
1IMNKsv 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
629, 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 163rer(;NA Mesorhizobium sp. 9}3(1)85
PZR1Bml 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

- Procenat
Naziv izolata Sekvenca gena Vrsta slicnosti (%)
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
1IM12 16S rRNA Mesorhizobium tianshanense 99,47
recA Mesorhizobium sp. 99,40
U1C 16S rRNA Mesorhizobium tianshanense 99,79
recA Mesorhizobium sp. 99,61
6310z 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)
Mikroelementi (mg kg™)

Biljnavrsta  Otkos Tretman

Co Fe Mn Ni Pb Zn
4] 0.83? 1132* 51.9 - 3.55%  26.0%
T1 0.35¢ 485° 456° 5.44° 0.75° 20.5°
1 2020.
T2 0.35¢ 469> 357¢ 558 0.55° 19.7°
T3 0.50° 693" 46.5° 7.45° 1.86° 2572
%) IGDM 0.79% 459 83.7° 226%* 3.07° IGDM 18.4°
11 2020, Tl IGDM 0.78* 4.68° 85.4° 214> 297° IGDM 18.8°
T2 IGDM 0.61° 6722 106.0> 25.3° 399° IGDM 25.1°
% T3 0.06 0.77*8 5.26° 115 224® 3.04* IGDM 21.3°
§ %) 0.58* 4.19*° 651> 120° 25.1* 438 IGDM 27.6%
| 2001 T1 0.12° 1.22° 6.30° 137° 32.9° 4.26° IGDM 23.9°
T2 0.07° 0.65° 5.34® 89.6° 28.0® 4.31* IGDM 26.72
T3 IGDM 0.81°¢ 5.91% 82.4° 21.6° 3.76° IGDM 20.4°
%) 0.38% 4.25* 6.69° 581* 37.6° 7.61° 0.07° 18.5%
11 2021, T1 0.33% 3.93* 6.85° 462" 353*® 870° 0.82* 17.8%

T2 0.13* 1.83* 7.02® 194¢ 333" 6.81*° IGDM 17.7¢

T3 0.18> 2.07° 8.03* 236° 322* 6.61° IGDM 17.4°

Vrednosti obeleZene crvenim su u opsegu koje se smatraju povisenim ili toksi¢nim po Kabata-Pendias, 2010; a-c: VVrednosti u koloni
oznalene istim slovima nisu statisti¢ki razli¢ite prema Duncan multiple range testu (P<0,05); IGDM: ispod granice detekcije metode
(Co i Pb: <0,05mg kg1); 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; @: netretirana kontrola.

Prilog 14. Koncentracija mikroelemenata u biljkama jezevice (D. glomerata) (Ogled u polju)
Mikroelementi (mg kg™)
Co Cr Cu Fe Mn Ni Pb Zn
o o050 [JUBEN 503 804° 012° 864° 299° 218
T1 0.12° 332 224° 213° 82.0° 4.33° IGDM 12.6°

Biljpavrsta ~ Otkos  Tretman

| 2020.
T2 041" 470 3170 201° 928 566° IGDM  15.4b
T3 033 - 307° 449° 99.1° 645 097° 19.0°
®  IGDM 410® 151° 123° 1034° 597° IGDM  15.9°
s | TE 008 3700 220° 1125° 1002 572 IGDM 15.70°
N T2 009" 380° 211% 897¢ 111.9* 578° IGDM 14.3°
- T3 007° 493 281* 138 946° 580° IGDM 21.9°
D ®  IGDM 197° 156" 512% 558" 488 IGDM 18.3°
ey TL O 1GDM 4110 103 462 605 493 IGDM 150°
T2 IGDM  142° 104® 545 460° 4030 IGDM 12.9¢
T3 IGDM  121° 175 522 57.3% 460% |GDM  18.4°
0 040° 477" 5428 8528 047° 1447 269
oy | TH 03 3740 481> 754> 8150 090 246

T2 021 4.94* 314° 655° 718 049" 348
T3 019 JOMORN 4670 332 6870 7.24° 0.90® 27.7°

*Vrednosti obeleZene crvenim su u opsegu koje se smatraju poviSenim ili toksi¢nim po Kabata-Pendias, 2010; a-c: VVrednosti u koloni
oznalene istim slovima nisu statisti¢ki razli¢ite prema Duncan multiple range testu (P<0,05); IGDM: ispod granice detekcije metode
(Co i Ph: <0,05mg kg™?); 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; @: netretirana kontrola.
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Prilog 15. Koncentracija mikroelemenata u smesi lucerke (M. sativa) i jezevice (D. glomerata)
(Ogled u polju)

Mikroelementi (mg kg™)

Biljna Otkos Tretman i
vrsta Co Cr Cu Fe Mn Ni Pb Zn

o 025 JOMON) 557 384> 75.7° 5440 093 2040
TL  030% 449 4860 400° 637° 587 071 230°

1 2020.
T2 026° 399° 465 363 612 542 043 2219

T3 026° 503 390° 345° 7L1® 580° 062" 17.3°

@  006° 381° 306° 132° 837 564 IGDM 2220

S oo L 006" 335 205 13 684 466 IGDM 158

E T2 010° 176> 438 172 349° 393 IGDM  23.0°
g2 T3 IGDM  107° 480° 73 313 293 IGDM  18.4°
5 ©@  IGDM 133 070° 49.8° 625° 239° IGDM 140°
2 gy TL IGDM 116 231° 4048 57.2° 472 I1GDM 200
= " T2 IGDM 148 367" 510° 414 465 IGDM 18.3%
T3 IGDM 129" 205 397° 441° 396" IGDM  17.1°

o o027 BB 428 411° 715 796 080° 26.0°

g | TE 014 436 671 270° 669° 640° IGDM 234

T2 0.11° 484> 538> 231° 64.7° 6.09° IGDM 22.7°

T3 0.19% 499> 6.41* 286" 61.5° 6.88% 0.898  31.5

*Vrednosti obeleZene crvenim su u opsegu koje se smatraju povisenim ili toksiénim po Kabata-Pendias, 2010; a-d: Vrednosti u koloni
oznalene istim slovima nisu statisti¢ki razli¢ite prema Duncan multiple range testu (P<0,05); IGDM: ispod granice detekcije metode
(Co i Pb: <0,05mg kg); 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; @: netretirana kontrola.

Prilog 16. Koncentracija makroelemenata u biljkama lucerke (M. sativa) (Ogled u polju)
Makroelementi (g kg™)

Ca K Mg P
4] 33,23 30,028 24,21* 2,27%
Tl 24,32° 1593 584> 2,17%®

Biljna vrsta Otkos  Tretman

1 2020.
T2 22,89° 14,38> 598> 1,99
T3 16,31° 16,70° 5,33 2,67°
0] 15,52 17,03 4,17% 2 46?
T1 12,62° 16,14° 3,14°> 2,242
11 2020.
© T2 18,502 21,228 4,42* 3,27
'GE, T3 13,60° 14,25° 337° 2,242
o
3 0] 19,91 16,42¢ 6,54* 245°
a b b a
1 2021 T1 24,90 21,52 5,44 3,10
T2 20,38% 23,202 512" 3,332
T3 15,98° 21,76 4,18° 2,80%
0] 33,79° 10,70> 7,07 2,29
b b a a
11 2021 T1 33,63 10,15 7,27 2,33

T2 35,29% 13,17% 6,31° 2,49
T3 39,85 12,47® 6,69° 2552

a-C: Vrednosti u koloni oznacene istim slovima nisu statisti¢ki razli¢ite 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; @:
netretirana kontrola.
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Prilog 17. Koncentracija makroelemenata u biljkama jezevice (D. glomerata) (Ogled u polju)
Makroelementi (g kg™)

Biljna vrsta Otkos Tretman
Ca K Mg P
%} 6,068  27,95° 2,93 207"
1 2020 T1 2,132 30,52> 1,93  1,86P
' T2 2,268 32,818 2,19% 2402
T3 2,158 30,54 1,97 2.17%®
1%} 2,01%  3116° 325% 4260
Il 2020 T1 2,64 31,93 312> 4,09
3 ' T2 2,55°  32,86°  3,04> 4,08
2 T3 446 30,200 3,688 4,212
ﬁ) %) 1,17° 28518  1,44%  2,45b
| 2021 T1 1,30 21,70  1,28%  2,14b
' T2 1,618 27,868 1,43 2,45b
T3 1,478 28218  1,75% 3,132
%} 5,48 2423 371 3112
T1 7,732 21,86> 4,188 3,092
i 2021. T2 6,38°  21,40° 3,620 2,928
T3 484  2169° 3,39 3,102

a-b: Vrednosti u koloni ozna¢ene istim slovima nisu statisti¢ki razli¢ite 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; @:
netretirana kontrola.

Prilog 18. Koncentracija makroelemenata u smesi lucerke (M. sativa) i jezevice (D. glomerata)
(Ogled u polju)

Makroelementi (g kg™)

Biljna vrsta Otkos Tretman
Ca K Mg P
o 18,45* 1536 5,76° 2,657
b a c b
| 2020. T1 10,72 25,12 3,46 2,13

T2 10,50°  16,84° 3,73 1,08
T3 16,11 23,70 406> 2,21%®

o 571°  3214% 3020 3628
_ T1 533  30,10° 283" 3,01°
s 11 2020. . .
2 T2 15522  19.89° 375° 2,84
(5]
S T3 13,40°  16,08° 376% 2,75
g
% g o 1,35° 31,01 122° 1,92
(0]
S T1 149> 27,79 154> 2,32
g | 2021.
T2 3350 21,16° 193 2,35
T3 294% 27550 190  258°
o 4820 2401° 3,63  2,61°
b a a a
— T1 4470 25428 344 251
T2 6,11% 2419 356% 2,428
T3 6,62°  2169° 345 268

a-c: Vrednosti u koloni oznacéene istim slovima nisu statisti¢ki razli¢ite 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; @:
netretirana kontrola.

121



BIOGRAFIJA

Magdalena M. Knezevi¢ rodena je 03.11.1992. godine u Beogradu. Osnovne akademske studije na
Bioloskom fakultetu, Univerziteta u Beogradu, upisala je 2011. godine na studijskom programu
Molekularna biologija i fiziologija. Master akademske studije je zavrsila 2016. godine na mati¢cnom
fakultetu, na modulu Biologija mikroorganizama. Skolske 2016/17 upisala je doktorske akademske
studije na BioloSkom fakultetu u Beogradu, na modulu Mikrobiologija. Od aprila 2017. godine,
zaposlena je kao istraziva¢-pripravnik na Institutu za zemljiste u Beogradu. U maju 2019. godine
izabrana je u zvanje istraziva¢-saradnik. U periodu od 2017. do 2019. godine bila je angazovana na
projektima finansiranim od strane Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike
Srbije: 11146007 pod nazivom ,,Novi autohtoni izolati bakterija Lysobacter i Pseudomonas kao vazan
izbor metabolita korisnih za biotehnologiju, stimulaciju rasta biljaka i kontrolu bolesti bilja: od izolata
do preparata” i OI173026 pod nazivom “Molekularna karakterizacija bakterija iz rodova Bacillus i
Pseudomonas kao potencijalnih agenasa za biolosku kontrolu”. U periodu od 2020. do 2022. godine
bila je angazovana na projektu Fonda za inovacionu delatnost Dokaz koncepta pod nazivom
,,Ekolosko upravljanje biomasom miskantusa za dobijanje sredstava za oplemenjivanje i povecanje
produktivnosti poljoprivrednog zemljiita”, kao rukovodilac projektnog zadatka. Clan je UdruZenja
mikrobiologa Srbije i Srpskog drustva za proucavanje zemljista. Do sada je kao autor ili koautor
objavila 7 radova u medunarodnim nau¢nim casopisima i 6 radova u ¢asopisima od nacionalnog
znacaja. Na domacim i inostranim nau¢nim skupovima ucestvovala je sa 8 radova i 12 saopstenja.



obpasay uzjage o aymopcmey

H3jasa o ayTropcTBY

Nwme u npesume ayropa Marnanena M. Kauexxesuh

bpoj nnnekca b3018/2016

U3jaBipyjem
71 je TOKTOpCKa JMCepTallrja Mo 1 HaCJIOBOM

JuBep3uter GakTeEpPUja N30JI0BAHNUX U3 KOPEHCKUX KBpxkuia aviuepke (Medicago sativa L.) u sxytor
3Be3nana (Lotus corniculatus L.) ¥ BUX0B MOTEHIH]a] 32 TOOOJBIIAKE PAcTa OUIbAKA

® pe3yJITaT CONCTBEHOT UCTPAKUBAUYKOT paja;

® Ja IucepTanMjay UeIWHU HU Y IeJIOBUMA HHje OMiia MpeUIoKeHa 3a CTHIAbEe PyTe JUILIOME
peMa CTyIWjCKAM IPOTrpaMuMa JIPYTUX BHCOKOIIKOJIICKUX YCTaHOBA

® J1a Cy pe3yJTaTh KOPEKTHO HAaBEJCHU U

e J1a HECAM KPUINO/JIa ayTOPCKa MpaBa U KOPUCTHUO/JIa UHTENEKTYaIHy CBOJUHY APYTHUX JIUIA.

IHoTnuc ayropa

VY beorpany,

i

/ C e Zerrny




0bpasay uzjage 0 UCMOBEMHOCIMU WMAMNAHE U eNeKMPOHCKeE 6ep3uje OOKMOPCKo2 paoa

N3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje TOKTOPCKOr

pana
Nwme u npe3ume aytopa Marnanena M. Kuexesuh
bpoj nnnekca b3018/2016

Crynujcku mporpam buonoruja

HacnoB paga [luBep3uteT OakTepyja M30JI0BaHUX U3 KOPEHCKUX KBpxkHIa tynepke (Medicago

sativa L.) u »xvror 3Be3mana (Lotus corniculatus L.) 1 BHUX0B IoTeHIMjad 32 TO000JBIIAKE PACTA

Oonspaka

Mentop __np Onusepa CrajxoBuh-Cpounosuh u ipod. ap Tama bepuh

W3jaBspyjem ja je mraMiana Bep3uja MOT TJOKTOPCKOT pajia HCTOBETHA €JIEKTPOHCKO) BEP3UjU KOjY
caM Ipefao/na paau noxpamwupama y JJururaganom peno3uropujymy YHusepsurera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM Jla ce 0OjaBe MOjU JIMYHM IOJALM BE3aHM 3a JI00Mjare aKaJeMCKOT Ha3HBa JIOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UMe U Mpe3uMe, TOANHA U MECTO pol)erma U AaTyM o0paHe paja.

OBM JNMYHM TOAALM MOTY ce 00jaBUTM Ha MPEXKHUM CTpaHUIaMa IUTUTalHe OuOIMOTEKe, y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIory U y nmyOnukanujama Y HuBep3uteta y beorpany.

IMorniue ayropa

VY beorpany,

e

/ C e Zerrny




obpaszay uzjase o kopuwihersy

H3jasa o kopumhemwy

Ognamthyjem YHuBep3urercky oubnmoreky ,,CBero3ap MapkoBuh™ na y Jlururanau peno3uTopujym
VYuuBep3urera y beorpany yHece Mojy JOKTOPCKY JUCEPTALH]y 10/ HACIOBOM:

JluBep3uTeT OAKTEPHja N30J0BAHUX M3 KOPEHCKUX KBpxuia aviepke (Medicago sativa L.) u xxyTor
3ge3nana (Lotus corniculatus L.) ¥ BUX0B OTEHLH]aT 32 TOOOJbIIAKE pacTa OMJbaKa

KOja je MOje ayTOPCKO JEJo.

Jlucepranujy ca CBUM IpUJIO3UMa Mpeaao/aa caM y eJIeKTPOHCKOM (opMmaTy MOTOJHOM 3a TPajHO
apXUBHUPAE.

Mojy IOKTOpCKY HAMCEepTalyjy MOXpambeHy y JIUruTaiHoOM perno3uTopujymy YHHBEp3UTETa Y
beorpagy u IOCTYNHY y OTBOPEHOM TMPHUCTYIy MOTY Ja KOPHUCTE CBH KOJH IOIITYjy ojapende
caapkane y ogabpanom tumny nunenne Kpeatusne 3ajeqnuiie (CreativeCommons) 3a K0jy caM ce
OJUTYy4YHO/J1a.

1. Ayropctso (CC BY)
2. AytopctBo — Hekomepujainao (CC BY-NC)
@AyTopCTBo — HekoMepirjaHo — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)
4. AyTopcTBO — HEKOMEpIHjaTHO — neauTu moja uctum yciaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyrtopctBo — 6e3 npepaia (CC BY-ND)
6. AytopcTBo — nenuth noj uctuM ycnosuma (CC BY-SA)
(MonuMo 1a 3a0KpY>KUTE caMO JeHY O/ IIeCT MOHYh)eHUX JIUIIeHIIH.

Kparak onuc nuieHIM je cacTaBHH JIE0 OBE U3jaBe).

ITornuc ayropa

VY beorpany,

——

/(/ C e Ferrn




1. AyropceTBo. Jl0o3BojbaBaTe YMHOXKABAME, IUCTPUOYIIH]Y 1 JaBHO CAOIIITABAE JIeNa, U TIpepaje,
aKo ce HaBeJe MME ayTopa Ha HauuH oapeleH on cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JIMLEHIE, YaK U Y
KoMepuujanHe cBpxe. OBo je HajcII000JHIja O] CBUX JIMIICHIIH.

2. AyrtopcTBO — HekoMepuujaiaHo. Jlo3BospaBaTe YMHOXKaBame, AUCTPUOYIU]y U jaBHO
caomInTaBame Jeia, ¥ pepaje, ako ce HaBeJie UMe ayTopa Ha HauuH oJipel)eH oJ] cTpaHe ayTopa Wil
naBaolia jguinenie. OBa JIMIEHIIa He 103B0JbaBa KOMEPIIHMjaHy yIoTpeOy nena.

3. AyTOpPCTBO — HEKOMePUHjaJIHO — 0e3 mpepaaa. J[03BoJbaBaTe yMHOXKABAkE, TUCTPUHOYIH]Y U
jaBHO CaoMIITaBame Jiena, 0e3 MpoMeHa, MPEoOIMKOBakba I YIIOTpeOe /Iena y CBOM JIeTy, ako ce
HaBeJle UME ayTopa Ha HauuH ojpeheH oj cTpaHe ayropa wiu naBaolia juieHie. OBa JHIEHIa He
JI03BOJbaBa KOMEPIIMjaIHy yHoTpeOy aena. Y oaHOCY Ha

CBE OCTaJIe JUIICHIIC, OBOM JIMIICHIIOM CE€ OrpaHu4aBa Hajeehu oOMM mpaBa Kopuiihema Jaena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjAJIHO — JeJUTH MO HCTUM ycaoBuMa. [l03BojbaBaTe yMHOXKABamHbE,
AUCcTpUOYLIM]y U JaBHO CaONIlTaBambe Jeja, U Ipepajie, ako ce HaBeJle Me ayTopa Ha HauKH ojpeheH
0]l CTpaHe ayTopa WJIM JaBaola JULEHIIE U aKo ce Ipepaaa AUCTPUOyUpa Mo UCTOM WU CIMYHOM
muuentoM. OBa JHIIEHIA He 103B0JbaBa KOMEpLUjaJIHy yHOTpeOy Aera U npepaja.

5. AytopcTBOo — 6e3 mpepana. J[03BosbaBaTe YMHOXKaBaWbe, JUCTPUOYIIM]Y U jaBHO CAOIIITABAE
nena, 6e3 mpomMeHa, MpeodIMKOBamka UIH YIIOTpeOe ena y CBOM Jelly, ako ce

HaBeJle UMe ayTopa Ha HayuH ojpeheH oa cTpaHe ayTopa WM JAaBaona juieHie. OBa JHIleHIa
JI03BOJbaBa KOMEPIIMjaIHy yHIOTpeOy aena.

6. AyTOpCTBO — 1eJINTH MO HCTUM ycaoBuUMA. [[03BoJbaBaTe YMHOXKABAKE, JUCTPUOYIU]Y U jABHO
CaolITaBame Jelia, ¥ pepajie, ako ce HaBe/Ie MMe ayTopa Ha HauuH ojjpel)eH o1 cTpaHe ayTopa Uin
JaBaolia JIMIEHIIE U aKO Ce Mpepaia qTUCTpHOyHpa Mo UCTOM WIIHA CIIMYHOM JuIieHoM. OBa JTUIeHIa
J103BOJbaBa KOMEPILIMjaTHy yrnoTpeOy fena u npepaaa. CiuyHa je copTBEPCKUM JIHIIEHIIaMa, OTHOCHO
JUIEHIIaMa OTBOPEHOT KO/1a.



