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PGP mikroorganizmi (Plant Growth Promoting) su predmet mnogobrojnih
istrazivanja, ¢iji je glavni cilj pronalazenje adekvatnog nacina njihove primene u
izolacija i karakterizacija mikroorganizama sa PGP svojstvima iz rizosfere engleskog ljulja,
ispitivanje sposobnosti njihovog prezivljavanja nakon unoSenja u zemljiste, kao i1 pracenje
uticaja njihove primene na parametre prinosa i mikrobiolosku aktivnost u rizosferi biljke.

Karakterizacija izolata roda Pseudomonas, Bacillus i Streptomyces obuhvatila je
odredivanje fizioloskih, biohemijskih i PGP osobina. Uticaj introdukcije odabranih izolata i
gljive Trichoderma asperellum na brojnost i mikrobiolosku aktivnost u rizosferi engleskog
ljulja, odredivan je standardnim metodama na selektivnim hranljivim podlogama, a
dehidrogenazna aktivnost spektrofotometrijskom metodom. U laboratorijskim uslovima
ispitivan je efekat primene izolata na klijavost, duzinu korenka i stabaoca klice semena
engleskog ljulja. U toku godine, uzimana su tri otkosa i pri tome su odredivani duZina
nadzemnog dela i korena biljke (cm) i prinos zelene i suve materije nadzemnog dela biljke
po otkosu (t/ha).

Na osnovu morfoloskih, fiziolosko-biohemijskih, kao i PGP osobina koje su izolati
pokazali, te na osnovu rezultata mnogobrojnih dosadas$njih istrazivanja, moze se zakljuciti
da izolati P1 i P9 pripadaju vrsti Pseudomonas putida, izolat P12 Pseudomonas fluorescens,
izolati B1, B3 i B6 vrsti Bacillus subtilis, a izolati A1, A2, A3 rodu Streptomyces. Brojnost
pojedinih sistematskih i fizioloSkih grupa mikroorganizama kao i enzimatska aktivnost u
rizosferi engleskog ljulja, zavisila je od primenjenih inokulanata. Primena izolata
Pseudomonas sp. P12 pozitivno je uticala na povecanje ukupnog broja mikroorganizama,
brojnost gljiva, aminoheterotrofa i aktinomiceta. Izolat Bacillus sp. Bl uticao je na
povecanje ukupnog broja mikroorganizama, brojnosti gljiva i azotobaktera. Primena izolata
Streptomyces sp. A3 dovela je do povecanja broja aktinomiceta i oligonitrofila, dok je
primena Trichoderma asperellum uticala pozitivno na povecanje broja aminoheterotrofa i
azotobaktera. Primena izolata Pseudomonas sp. P12 i Streptomyces sp. A3 imala je najveci
efekat na dehidrogenaznu aktivnost. Inokulacija je imala pozitivan uticaj na klijavost, svezu
i suvu masu biljke, visinu i duzinu korena biljaka. Primena gljive Trichoderma asperellum i
izolata Streptomyces sp. A3 delovala je pozitivno na klijavost, duZinu korenka i stabaoca
Klice. U proseku, najbolji efekat na prinos sveze i suve materije, kao i na visinu nadzemnog
dela i duzinu korena biljke, imala je primena izolata Pseudomonas sp.P12 i Bacillus sp. B1.



U proizvodnji krmnih trava mikroorganizmi joS nisu nasli znacajniju prakti¢nu
primenu iako je veci i kvalitetniji prinos jedan od ciljeva stoCarske proizvodnje. Rezultati
ovih istrazivanja su pokazali da se primenom mikroorganizama mogu posti¢i pozitivni
efekti i u proizvodnji engleskog ljulja. Zbog toga je veoma znacajno da se vrSe dalja
ispitivanja uzajamnog odnosa primenjenih mikroorganizama i engleskog ljulja u poljskim
uslovima, kako bi se optimizirao nacin i vreme primene inokulanata.
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Abstract:

AB

PGP microorganisms (Plant Growth Promoting) have been the subject of many research
projects, whose main goal is to find appropriate methods of their use in agriculture, horticulture,
forestry and environmental protection. The aim of this study is the isolation and characterization
of microorganisms with PGP characteristics from the rhizosphere of perennial ryegrass, testing
their ability to survive after entering the soil, and monitoring the impact of their application on
yield parameters and microbial activity in the rhizosphere of plants.

Characterization of Pseudomonas, Bacillus and Streptomyces included determination of the
physiological, biochemical and PGP characteristics. Impact of the introduction of selected
isolates and fungi Trichoderma asperellum on quantity and microbial activity in the rhizosphere
of ryegrass was determined by using the standard method of selective media; dehydrogenase
activity by the spectrophotometric method. The effects of the implementation of isolates on
germination, seedling length sprouts seeds of perennial ryegrass were studied under laboratory
conditions. During the year, three cuttings were taken. At each of the three cuttings, length of
stem and roots of plants (cm) and yields of fresh and dry matter of the plant (t / ha) were
measured.

Based on morphological, physiological and biochemical characteristics and PGP characteristics
observed in the isolates, and based on the results of many previous studies, it can be concluded
that (1) P1 and P9 isolates belong to the species Pseudomonas putida, (2)Pseudomonas
fluorescens P12 isolate, isolates of B1, B3, B6, belong to the species Bacillus subtilis, and (3) A1,
A2 and A3 isolates belong to the ordo Streptomyces. The quantity of systematic and
physiological groups of microorganisms and enzymatic activity in the rhizosphere of ryegrass
depended on the applied inoculants. Application of Pseudomonas sp. P12 had positive effects on
increasing the total number of microorganisms, fungi, aminoheterotrophs and actinomycetes.
Isolate Bacillus sp. B1 affected the increase of the total number of micro-organisms in the fungi
and Azotobacter. Application of Streptomyces sp. isolates A3 led to an increase in the number of
actinomycetes and oligonitrophyls, while the application of Trichoderma asperellum had positive
impact on increasing the number aminoheterotrophs and Azotobacter. Application of
Pseudomonas sp. P12 and Streptomyces sp. A3 had the greatest effect on dehydrogenase activity.
Inoculation had a positive effect on germination, fresh and dry weight of plant, height and root
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length of plants. Introduction of fungus Trichoderma asperellum and Streptomyces sp. A3 isolate
acted positively on germination, length of seedling of germs. On average, the best effects on the
yield of fresh and dry matter, the height of the stem of the plant and the length of the root were
attained by the application of Pseudomonas sp.P12 and Bacillus sp. B1 isolates.

Microorganisms have not yet found significant practical use in the production of forage grasses,
even though more qualitative yield has been sought in livestock production. The results of this
study demonstrate that positive results in the production of perennial ryegrass can be achieved by
the use of microorganisms. Therefore, it is very important to carry out further studies of the
relationship between applied microorganisms and ryegrass under field conditions in order to
optimize the method and time of application of inoculants.
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1. UvOD

Raznolikost 1 brojnost mikroorganizama u zemljistu daleko premaSuje diverzitete
organizama u drugim ekosistemima. Brojnost mikroorganizama u razli¢itim tipovima zemljiSta
varira od 10° do 10°g™* suvog zemljista (Whitman et al.,1998). Samo jedan gram zemljista moze
biti staniSte za viSe od 10 biliona mikroba, sa viSe hiljada razli¢itih vrsta (Rosello-Mora i
Amann, 2001.). Sastav populacija mikroorganizama u zemlji$tu rezultat je interakcija izmedu
tipa zemljista, biljne vrste i lokalizacije mikroorganizma u rizosferi (Marschner et al., 2001).

Pojam rizosfera, prvi put je uveo nemacki agronom Hiltner (1904), da opiSe zonu
zemljiSta koja se nalazi oko povrSine korena biljke, a u kojoj su brojnost, aktivnost i
metabolizam mikroorganizama odredeni i usmereni korenskim izlu¢evinama. Razlikuju se dve
zone rizosfere: spoljna egzorizosfera, koja obuhvata sloj zemljista do 0,5 cm od korena i

unutradnja histosfera, koja obuhvata tanki sloj na samoj povrsini korena. Rizosfera predstavlja
dinami¢an sistem u kome zemljiSni mikroorganizmi i biljni koren c¢ine jednu celinu
(Raaijmakers et al., 2009).

Biljka svojim izlu¢evinama, eksudatima, sekrecijama i lizatima, stvara specificne,
selektivne uslove u rizosferi, 1 na taj nacin uti¢e na sastav populacije mikroorganizama (Garsia
et al.,, 2001). Korenske izlucevine se razlikuju po hemijskom sastavu. Eksudati su lako
razgradivi Seceri, organske i aminokiseline koje nastaju izlu€ivanjem iz zivog korena u toku
metabolizma. Sekrecije koje se oslobadaju iz korena biljaka su rastvorene mineralne materije,
dok lizati sadrZe i aromati¢ne aminokiseline, a nastaju autolizom korena (Kozdroj and van Elsas,
2000; Macek et al., 2000).

U odnosu na okolno zemljiste, zbog povoljnih uslova za razvoj, broj mikroorganizama u
rizosferi je i do 100 puta veci (Paul i Clark, 1989). Razli¢iti mikroorganizmi, kao $to su bakterije,
gljive, aktinomicete, protozoe i alge, koegzistiraju u rizosferi. NajviSe su zastupljene bakterije,
posebno diazotrofi iz familije Azotobacteraceae i Enterobacteraceae (Wayne et al., 1977;
Rennei, 1981), potom rodovi Bacillus (Nelson et al., 1976), Azospirillum sp., Pseudomonas sp.
(Juhnke et al., 1989). Posto su u rizosferi bakterije najbrojnije, smatra se da one u najve¢oj meri

uticu na fiziologiju same biljke (Zak et al., 1994; Antoun and Kloepper, 2001).
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Mikroorganizmi koji Zive u rizosferi, mogu imati negativan ili pozitivan uticaj na rast i
razvice biljke (Whipps, 2001). U prvu grupu spadaju patogeni mikroorganizmi (Beattie, 2006),
dok u drugu grupu spadaju mikroorganizmi poznati kao mikroorganizmi promotori biljnog rasta,
odnosno PGP mikroorganizmi (Barriuso et al., 2005; Beattie, 2006; Bashan and de-Bashan,
2010). Zbog aktuelne zabrinutosti u vezi nepoZeljnih dejstava hemijskih sredstava, postoji
povecano interesovanje za dublje razumevanje kooperacije izmedu ovih korisnih rizosfernih

mikroorganizama i biljaka, kao i za nacin primene tih saznanja u poljoprivredi.
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2. PREGLED LITERATURE

Pojam PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) je prvi put upotrebljen 1978.
godine (Kloepper i Schroth, 1978) da definiSe heterogenu grupu bakterija, koje se mogu naci u
zoni rizosfere, na povrsini ili u asocijaciji sa korenom biljke (Glick, 1995), a kada se koriste kao
inokulanti imaju znacajan uticaj na biljni rast, prinos i kvalitet poljoprivrednih kultura. PGPR se
takode nazivaju rizobakterije koje pozitivno utiu na zdravlje biljaka (PHPR, Plant Health
Promoting Rhizobacteria) ili bakterije koje pospeSuju nodulaciju (NPR, Nodule promoting
Rhizobacteria) (Burr and Caesar, 1984). Somers et al. (2004) podelili su PGP mikroorganizme
prema njihovoj aktivnosti na: biofertilizatore (povecavaju dostupnost hranljivih materija
biljkama); fitostimulatore (stimuliSu rast biljaka putem produkcije hormona); rizomedijatore
(razlazu organske polutante) i biopesticide (kontroliSu bolesti biljaka produkcijom antibiotika i
antifugalnih metabolita).

PGP mikroorganizmi su predmet mnogobrojnih istrazivanja, Ciji je glavni cilj

pronalaZenje adekvatnog nacina njihove primene u poljoprivredi, hortikulturi, Sumarstvu i

.....

2.1. MEHANIZMI DELOVANJA PGP MIKROORGANIZAMA

PGP mikroorganizmi uti¢u na rast biljke razli¢itim direktnim i indirektnim mehanizmima.
Direktni mehanizmi uticaja na biljni rast podrazumevaju ucesée u ciklusima hranljivih elemenata
(pri ¢emu se biljke snabdevaju ugljen-dioksidom, lakodostupnim azotom, fosforom i sumporom),
produkciju biljnih hormona (auksina, giberelina, citokinina), kao i smanjenje nivoa biljnog
etilena ( Van Loon te al, 1998; Glick et al, 1999; Perret et al, 2000).

Indirektni mehanizmi PGP mikroorganizama ukljucuju antibiotsku zastitu od patogena
(Shanahan et al., 1992), produkciju siderofora (Scher and Baker, 1982) i cijanida (Flaishman et
al., 1996), sintezu enzima koji katalizuju lizu celijskog zida gljiva i kompeticiju sa Stetnim

mikroorganizmima (Weller et al., 2002).
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2.1.1. Uloga PGP mikroorganizama u ciklusima hranljivih elemenata

Za ishranu biljaka od velike vaznosti je dinamika odvijanja procesa mineralizacije i
imobilizacije, a koji su pod kontrolom mikroorganizama (Cross and Schlesinger, 1995). U toku
ovih procesa PGP mikroorganizmi obezbeduju biljne asimilative i tako direktno pospeSuju biljni

rast.
Uloga PGP mikroorganizama u ciklusu ugljenika (C)

Iako se u prirodi ne nalazi u velikoj koli¢ini, svega oko 0,1% , ugljenik (C) spada u
najvaznije elemente jer ulazi u sastav celokupnog organskog sveta. U prirodi se javlja u
slobodnom i vezanom stanju. U slobodnom stanju je u obliku dijamanta i grafita, a u vezanom je
u obliku neorganskih (oksidi i karbonati) i organskih (ugljeni hidrati, proteini, lipidi i dr.)
jedinjenja.

Mikrobna biomasa C ¢ini oko 1-5% organskog ugljenika u zemljistu (Jenkinson and
Ladd, 1981; Smith and Paul, 1990). U intezinvnoj proizvodnji, koja podrazumeva primenu
plodoreda i plodosmenu, mikrobna biomasa C je oko 1%. Mikrobna biomasa C je u pozitivnoj
korelaciji sa prinosom zitarica u organskoj proizvodnji (Mader et al., 2002).

U odnosu na izvore ugljenika, mikroorganizmi se dele na heterotrofe, autotrofe i
miksotrofe. Heterotrofi koriste organske izvore ugljenika, autotrofi koriste CO, za sintezu
organske materije, a miksotrofi mogu da koriste i organske i neorganske izvore ugljenika, Sto
zavisi od prisustva svetlosti.

Organska jedinjenja ugljenika u zemljiSte dospevaju uglavnom s biljnim ostacima. Po
hemijskom sastavu to su monosaharidi, polisaharidi (celuloza, hemiceluloza, skrob, pektin),
lignin, lipidi, voskovi i smole. Njihova transformacija u zemljiStu odvija se razli¢itom brzinom u
zavisnosti od hemijskog sastava, mikrobioloSke aktivnosti, tipa zemljista i ekoloskih uslova.
Transformacija celuloze zauzima znacCajno mesto u bioloskom kruzenju ugljenika u prirodi i
neposredno utice na stvaranje humusa u zemljiStu. To je slozen i spor proces u prirodi. Posebno
je veliki znacaj gljiva (Trichoderma sp., Mucor sp., Rhizopus sp. Aspergillus sp., Penicillium sp.)
i aktinomiceta (Streptomyces sp., Actinomyces sp.) u razlaganju celuloze i lignina, dveju
osnovnih gradivnih komponenti biljnih tkiva, s obzirom da se time u velikoj meri uslovljava
plodnost zemljista ( Burns, 1982). Gljive produkuju velike koli¢ine celulaza direktno u staniste

(Rhee 1 sar., 1987). U zemljistu, narocito u poljoprivrednim ekosistemima, bakterije razlagaci
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celuloze takode zauzimaju znacajno mesto, ali su u odnosu na gljive bakterije znatno slabiji
razlagaci celuloze. Medu poznatije rezlagace celuloze ubrajaju se bakterije iz rodova Bacillus sp.,
Pseudomonas sp., Cellvibrio sp. i Cellulomonas sp. Sa aspekta biljne proizvodnje najvaznija
uloga heterotrofnih mikroorganizama je produkcija ugljenik-dioksida (CO,) kao biljnog
asimilativa i sinteza humusa.

NajceS¢a neorganska jedinjenja ugljenika su oksidi i karbonati. Oksidi ugljenika se
uglavnom nalaze u atmosferi i vodi, a u manjoj meri u zemljiStu. Najvazniji oksid ugljenika je
ugljenik-dioksid (CO,). Alge, autotrofni mikroorganizmi, u procesu fotosinteze, u prisustvu
sunceve svetlosti, pigmenata i vode, vezuju ugljenik-dioksid iz atmosfere i prevode ga u
organsko jedinjenje, ugljeni hidrat. Osim $to ucestvuju u ciklusu ugljenika, alga Chlorella sp.
takode produkuje hormone rasta (auksine i citokinine), aminokiseline i vitamine te na taj nacin

pozitivno utice na rast biljke (Pulz and Grass, 2001).

Uloga PGP mikroorganizama u ciklusu azota (N)

U atmosferi azot ¢ini oko 78% zapremine (Galloway et al., 2004). Biljke ne mogu da
usvajaju elementarni azot; da bi bio dostupan biljkama N mora biti fiksiran u obliku jedinjenja
vodonika ili kiseonika. U zemljiStu azot se nalazi u organskom i neorganskom obliku. Oko 90%
azota nalazi se u organskom obliku, ulaze¢i u sastav proteina, nukleoproteida, aminosecera,
aminokiselina 1 karbamida (Foth and Ellis,1997). Od ukupne koli¢ine azota u zemljistu, oko 40%
nalazi se u obliku proteina (Schulten and Schnitzer, 1999).

U najvec¢em broju teresticnih ekosistema azot je nutrijent koji je nedovoljno dostupan
biljkama (Robertson and Groffman, 2007). Rosswal (1976) procenjuje da je raspodela azota na
kopnu sledeca: u biljkama 4%, biljnim ostacima 1%, mikroorganizmima 0,2%, organskoj materiji
oko 85%, a manje od 1% prisutno je u mineralnim oblicima koji su pristupacni biljkama.
Priblizno 2-3% organskog azota se godiSnje mineralizuje, a ve¢i deo oslobodenog azota se
imobiliSe 1 usvoji od strane mikroorganizama (Rosswall, 1976). Uloga azota u zivim sistemima je
viSestruka: ucestvuje u brojnim fizioloSkim procesima, ulazi u sastav jedinjenja kao Sto su
strukturni i kataliti¢ki proteini, nukleinske kiseline ( DNK, RNK) i dr. (Strasburger et al., 1988;
Ulchida, 2000; Kastori i sar., 2005).
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Biogeohemijski ciklus azota je od sustinskog znacaja za poljoprivrednu proizvodnju, kao i
za prirodne ekosisteme (Kavadia et al., 2011). Mikroorganizmi koriste organske i neorganske
izvore azota 1 tako obezbeduju kruzenje ovog elementa u prirodi. Zbog Ceste obrade zemljista, u
agroekosistemima ovaj ciklus je poremecen, te nedostatak azota predstavlja ogranicavajuéi faktor
u proizvodnji biljaka (Vitousek et al., 2002; Shah et al., 2003).

Mikrobioloska transformacija azota protice kroz nekoliko faza: amonifikacija,
nitrifikacija, denitrifikacija i azotofiksacija.

Amonifikatori obuhvataju veliku grupu bakterija, gljiva i aktinomiceta koji ucestvuju u
procesu amonifikacije tj. procesu razgradnje proteina do amonijum jona (NH4"). Raznovrsnost i
nespecifi€nost amonifikatora je razlog da je ova grupa mikroorganizama u zemljiStu brojna.
Prema Alexanderu (1977) broj amonifikatora u povrinskim horizontima se kreée od 10 ° do 10 ’
po gramu zemljiSta, a njihov broj zavisi od koli¢ine i vrste supstrata, tipa zemljista i uslova koji tu
vladaju. Za ovu grupu mikroorganizama je zajednicko da imaju sposobnost stvaranja
ekstracelularnih proteolitickih enzima koji uzrokuju hidroliticku razgradnju velikih proteinskih
lanaca na manje jedinice, koje c¢elija moze usvojiti. Hidroliti¢ka razgradnja proteina do
aminokiselina predstavlja prvi korak amonifikacije i naziva se degradacija. Dalja razgradnja
aminokiselina do amonijum jona naziva se dezaminacija. Amonija¢ni azot usvajaju biljke i
mikroorganizmi, gubi se u procesu volatizacije, fiksira se u zemljistu ili podleze procesu
nitrifikacije.

Najve¢i deo amonijaka (amonijum jona) koji dospeva u zemljiSte u toku razlaganja
organskih azotnih jedinjenja ili putem dubriva ukljucuje se u proces nitrifikacije. Sa aspekta
poljoprivredne proizvodnje, bioloSka nitrifikacija je koristan proces, a brojnost nitrifikatora i
njihova aktivnost Cesto se koriste kao indeks plodnosti zemljista. Nitrifikacija je proces u okviru
ciklusa azota gde se amonija¢ni azot oksidiSe u prvoj fazi do nitrita (NO" ) i u drugoj oksidacija
se odvija do nitrata (NO3’). Kao glavni ekoloski faktor koji utice na zastupljenost nitrifikatora
navodi se aciditet i aerisanost zemljiSta . U slucaju visoke koncentracije vodonikovih jona
nitrifikatori se retko ili se uopste ne pojavljiju (Redzepovic i sar.,1985; Sikora,1990).

U zavisnosti od uslova koji vladaju u zemljistu, biljne vrste, aktivnosti mikroorganizama i
agrotehnickih mera, nitrati se na viSe nacina ukljucuju u dalje transformacije u kojima se vrsi
njihova redukcija. Proces redukcije nitrata nazvan je denitrifikacija. U zavisnosti od toga da li se

denitrifikacija odvija u aerobnim ili anaerobnim uslovima, razlikuje se asimilaciona,
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disimilaciona i1 prava denitrifikacija. U slu¢aju asimilacione 1 disimilacione denitrifikacije, nitrati
se unutar biljnih ili mikrobnih ¢elija redukuju do amonijum jona a potom ulaze u proces
biosinteze amino-kiselina. U slu¢aju prave denitrifikacije, nitrati se redukuju do elementarnog
azota koji u gasovitom stanju odlazi iz zemljista.

Najveca koli¢ina azota iz atmosfere vraca se u zemljiSte bioloskim putem u toku procesa
koji se zove bioloSka azotofiksacija. BioloSku azotofiksaciju vrSi posebna grupa prokariotskih
mikroorganizama sa zajednickim imenom- azotofiksatori ili diazotrofi.

PGP bakterije koje fiksiraju azot u rizosferi neleguminoznih biljaka bez direktnog
kontakta sa biljkom jesu slobodni azotofiksatori (Glick et al. 1999). Slobodni azotofiksatori
pripadaju rodovima Azotobacter, Beijerinckia, Derxia, Azoarcus (Reinhold-Hurek et al., 1993),
Azospirillum (Bashan and de- Bashan, 2010), Burkholderia (Estrada de los Santos et al., 2001),
Gluconacetobacter (Fuentes-Ramirez et al., 2001) i Pseudomonas (Mirza et al., 2006). Jedan od
najviSe proucavanih slobodnih azotofiksatora je Azospirillum sp., izolovan iz zemljista
siromasnog azotom (Holguin et al. 1999). Koli¢ina fiksiranog azota ovim putem u podruc¢ju
umerenog klimata iznosi 20-60 kg, a po nekim rezultatima i do 150 kg /ha (Dobereiner et al.,
1972; Misustin i Emcev, 1978; Umarov, 1985).

Slobodni azotofiksatori mogu pozitivno uticati na rast mnogih neleguminoznih biljaka
kao Sto je to kod rotkve (Antoun et al., 1998), pirin¢a (Mirza et al., 2006), kukuruza (Hajnal,
2010) 1 dr., ali 1 leguminoznih, npr. crvene deteline (Stamenov, 2009). Na taj nacin biljne kulture
se mogu gajiti sa manjom upotrebom hemijskih dubriva (Bhattacharjee et al., 2008).

Endofitni mikroorganizmi koji kolonizuju unutrasnje biljno tkivo korena, stabla ili lista,
su takode sposobni da fiksiraju azot, i da na taj nacin pozitivno uticu na rast biljke (James and
Olivares, 1997). Endofitni mikroorganizmi pirinca, kukuruza, Secerne trske, kao Sto su
Azotobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, Azoarcus sp., Enterobacter asburiae i
Burkholderia sp. u slucaju nedostatka izvora azota u zemljiStu fiksiraju azot iz atmosfere
(Reinhold et al. 1986, Dobereniner et al. 1993; Kirchhof et al. 1997).

Mikroorganizmi koji ucestvuju u procesu simbiozne azotofiksacije, bakterije iz rodova
Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorizobium, Mesorhizobium, Allorizobium i Azorhizobium, (sa
zajedni¢kim imenom rizobium) prodiru u koren ili stablo leguminoznih biljaka, formirajuci
pritom izraStaje, koji se nazivaju nodule ili kvrzice (Gage, 2004; Wang et al., 2010). Medutim,

ove bakterije poseduju i mnoga PGP svojstva. Rizobiumi mogu produkovati fitohormone,
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siderofore, HCN, mogu rastvarati organska i neorganska jedinjenja fosfora. Nekoliko istrazivanja
ukazuje da su rizobiumi endofitni mikroorganizmi i pojedinih neleguminoznih biljaka. Antoun et
al. (1998) navodi da rizobiumi kolonizuju koren mnogih neleguminoznih biljaka. Prinos zrna
pSenice inokulisane sa Rhizobium legumonisarum bv. trifolii bila je za 25% veca u odnosu na
neinokulisanu pSenicu (Hilali et al., 2001). Mclinroy i Kloepper (1995) su izolovali
Bradirhizobium japonicum iz korena pamuka i kukuruza Secerca. Takode, Reiter et al. (2002) i
Sturz et al. (1999) su izolovali Rhizobium giardinii i Sinorhizobium meliloti iz korena paradajza.
Prema ovim autorima, u ovim slu¢ajevima posebno dolaze do izrazaja PGP svojstva simbioznih

azotofiksatora.

Uloga PGP mikroorganizama u ciklusu fosfora (P)

Dinamika fosfora u zemljiStu je tesno povezana sa dinamikom bioloskog ciklusa u kojem
mikroorganizmi imaju centralnu ulogu (Tate and Salcedo, 1988; Wakelin et al., 2004; Vassilev
etal., 2006). Fosfor se u prirodi nalazi u zemljistu, biljkama i mikroorganizmima u razli¢itim
organskim i neorganskim jedinjenjima. Najvece rezerve fosfora nalaze se u zemljiStu 1 iznose oko
96-160 x10 kg, od Gega je vise od 50% u organskom, a ostatak u neorganskom obliku (Borie et
al., 1989). Fosfor ¢ini od 1.5 do 2,5% suve mase bakterija i aktinomiceta, 0.5 do 1.0 % micelije
gljiva 1 0.05 do 0.5 % biljaka (Walker,1979). I pored velike koli¢ine fosfora koji se nalazi u
zemljistu, samo mali deo nalazi se u obliku koji je biljkama dostupan (Stevenson and Cole,
1999). Biljke mogu da usvoje fosfor samo ukoliko se nalazi u vidu H,PO, i HPO, jona.

Mikroorganizmi koji rastvaraju organska i neorganska jedinjenja fosfora pripadaju grupi
mikroorganizama koji poboljSavaju i unapreduju rast biljaka (Chabot, 1996). Poljski i
laboratorijski ogledi su pokazali da se mikroorganizmi koji rastvaraju u vodi nerastvorne fosfate
mogu koristiti u poljoprivredi kao alternativna fosforna dubriva (Illmer and Schinner, 1995;
Richardson, 2001).

Mikroorganizmi utiCu na stepen snabdevenosti biljke fosforom putem mineralizacije
organskih jedinjenja fosfora, imobilizacijom pristupatnog fosfora kao 1 rastvaranjem
nerastvorljivih minerala fosfora kao Sto je tri-kalcijum fosfat (Chen et al., 2006; Kang et al.,
2002; Pradhan and Sukla, 2005). Oni to ¢ine sekrecijom organskih kiselina i enzima (Kim et al.,

1998).
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Organska jedinjenja fosfora u zemljiStu predstavljaju znacajnu rezervu ovog hraniva za
biljke, ali tek poSto se mineralizuju (Beck and Sanchez, 1996; Gyaneshwar et al., 2002). Od
organskih jedinjenja fosfora, u zemljiStu su najprisutniji inozitol-fosfati (fitati), fitin,
nukleoproteini, fosfolipidi, glukozofosfati, adenozin-di-fosfat (ADP) i adenozin-tri-fosfat (ATP)
(Borie et al., 1989). Uloga mikroorganizama u transformaciji ovih jedinjenja je nezamenjiva
(Oberson et al., 2001), a kataliSu je enzimi fitaza, nukleaza, fosfolipaza i fosfataza (Naseby et al.,
1998; Klose et al., 1999). Greaves and Webley (1965) su ustanovili da oko 70%
mikroorganizama koji vrSe mineralizaciju organskih jedinjenja fosfora poseduju fosfatazu, 20%
lecitinazu, 40% fitazu, 40% ribonukleazu 1 30% dezoksiribonukleazu. Veliki broj
mikroorganizama u zemljiStu ima sposobnost da oslobada ortofosfat iz organskih fosfata:
Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas, Arthrobacter, Proteus, Staphylococcus
Serratia, Streptomyces, Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, mikorizne gljive (Richardson and
Hadobas, 1997; Hussin et al., 2007; Shedova et al., 2008).

Mikroorganizmi u zemljiStu konkuriSu sa korenom biljke za pristupacne oblike fosfora.
Rast mikroorganizama se odvija u prisustvu pristupa¢nih formi fosfora, jer on ucestvuje u
¢elijskoj sintezi i metabolizmu. Na taj nacin se fosfor ponovo ugraduje u organski oblik.
Ukljucivanje ortofosfora u mikrobioloske ¢elije oznacava se kao imobilizacija.

Od neorganskih jedinjenja fosfora u neutralnom zemljiStu su najzastupljeniji fosfati
kalcijuma (Goldstein and Krishnaraj, 2007), a u kiselim zemljiStima fosfati aluminijuma i gvozda
(Mullen, 2005). Ovi minerali su slabo rastvorljivi u vodi. Manji deo neorganskog fosfora se
nalazi u obliku rastvorljivog primarnog kalcijum-fosfata.

Mikroorganizmi mogu transformisati ova teSko rastvorljiva jedinjenja direktnim ili
indirektnim putem. Direktan uticaj na povecanje koli¢ine pristupacnog fosfora za biljke imaju
mikorizne gljive i pojedine bakterije, kao Sto je to Bacillus calcis, koja direktno iz tercijarnog
kalcijum-fosfata koristi kalcijum, nakon ¢ega se oslobada primarni ili sekundarni fosfat
kalcijuma. Indirektna transformacija tercijarnih kalcijum-fosfata odvija se hemijskim putem,
produkcijom organskih kiselina (Gyaneshwar et al., 1999; Mullen, 2005). Utvrdeno je da su to
bakterije koje pripadaju rodovima Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella, Kluyvera,
Streptomyces, Pantoea, Pseudomonas, Rhizobium, Achromobacter, Agrobacter, Micrococcus,
Aerobacter, Flavobacterium i Erwinia (Chung et al., 2005; Hariprasad and Niranjana, 2009;
Oliveira et al., 2009).
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Prema BDordevi¢ i sar. (2000) inokulacija kukuruza bakterijama roda Bacillus,
Microococcus, Enterobacter, Serratia, Pseudomonas i Flavonobacterium, ¢ije kulture odlikuje
aktivnost kisele, neutralne i /ili alkalne fosfomonoesteraze, dovodi do povecanja duzine biljke,
mase suve materije, sadrzaja ukupnog fosfora u biljci kukuruza, kao i do povecanja ukupnog
broja bakterija, biomase ugljenika i fosfora i aktivnosti alkalne fosfataze.

Takode utvrdeno je da znacajan broj bakterija u rizosferi razlicitih biljaka ima sposobnost
da rastvara teSko rastvorljiva jedinjenja fosfora : Azotobacter chroococcum u rizosferi pSenice
(Kumar and Narula, 1999), Bacillus cirsulans i Cladosporium herbarium kod pSenice (Singh and
Kapoor, 1999), Enterobacter agglomerans kod paradajza (Kim et al., 1998).

Medu veoma vazne mikroorganizme koji biljku obezbeduju pristupacnim fosforom
spadaju i mikorizne gljive. One u zajednici sa biljkama grade tvorevine nazvane mikorize koje se
formiraju unutar korena ili na povrsini korena. Svojim hifama usvajaju fosfate iz zemljista i

direktno ih predaju biljci domacinu.

Uloga PGP mikroorganizama u ciklusu sumpora (S)

Sumpor se u zemljiStu nalazi u organskim i neorganskim jedinjenjima, kao i
elementarnom stanju (Landers et al., 1983). Potice iz primarnih minerala, biljnih, zivotinjskih i
mikrobioloskih ostataka, iz vode, iz atmosfere i iz mineralnih dubriva.

U zemlji$tu je sumpor zastupljen najvise u organskom obliku sa ¢ak 90%. Organska
jedinjenja sumpora ¢ine aminokiseline (metionin, cistein, cistin), koenzimi ( tiamin, biotin,
koenzim A), gvozde-sumporni proteini, glutation i penicilin, u kojima je sumpor vezan za
ugljenik. (Freney et al., 1975). Neorganski oblici sumpora u zemljiStu su elementarni sumpor,
sulfidi i sulfati.

Transformaciju sumpora u zemljiStu vrSe mnogobrojne bakterije i gljive. Ovaj proces
obuhvata mineralizaciju organskih jedinjenja do vodonik-sulfida, oksidaciju vodonik-sulfida

preko elementarnog sumpora do sulfata i redukciju sulfata.

Mineralizaciju organskih jedinjenja sumpora i prevodenje u oblik dostupan biljkama i
mikroorganizmima katali§e enzim sulfataza (Eivazi and Bayan, 1996; Hayes et al., 2000). Cak i u
zemljiStima gde je pH izuzetno niska (pH 3 do 5) utvrdeno je da postoji aktivnost enzima

sulfataze, ali je sam mehanizam delovanja u ovim ekstremnim uslovima nepoznat (Kahkonen et
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al., 2002). Proces se odvija po tipu amonifikacije, a obavlja ga veliki broj mikroorganizama kao
Sto su to bakterije iz roda Bacillus, Chromobacterium, Pseudomonas, Micrococcus i gljive iz
rodova Aspergillus, Penicillium, Mucor i Rhizopus. Organska jedinjenja u kojima je sumpor
vezan za kiseonik razlazu se hidrolizom na jone vodonika, sulfatni jon i holin -ROH. Razlaganje

ovih jedinjenja vrse bakterije iz roda Pseudomonas.

2.1.2. Produkcija biljnih hormona

Fitohormoni su organske materije, koje ve¢ u veoma malim koncentracijama uti¢u na sve
biohemijske i fizioloSke procese u biljci (Fuentes-Ramirez and Caballero-Mellado, 2006). Biljke
se snabdevaju hormonima na dva nacina: endogeno, hormonima produkovanim iz sopstvenog
tkiva i egzogeno, hormonima koji su produkovani od strane PGP mikroorganizama (Baca and
Elmerich, 2007). PGP mikroorganizmi produkuju auksine (IAA), gibereline i citokinine Kkoji
mogu stimulisati rast biljke (Bottini et al., 2004; Spaepen et al., 2008) (Slika 1.).
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Slika 1. Fitohormoni produkovani od strane PGP mikroorganizama

Produkcija fitohormona od strane PGP mikroorganizama smatra se jednim od najvaznijih
mehanizama kojim oni uti¢u na rast biljaka (Spaepen et al., 2007). Veliki broj vrsta gljiva i
bakterija moze da produkuje fitohormone (Tsavkelova et al., 2006).

Auksini stimuliSu izduzivanje biljne celije, diferencijaciju ksilema i floema, razvoj
cvetnih pupoljaka, indukuju formiranje plodova i dr. Utvrdeno je da oko osamdeset procenata
mikroorganizama izolovanih iz rizosfere razli¢itih biljaka ima sposobnost da produkuje auksine

(Kampert et al. 1975; Loper and Schroth, 1986). lzmedu produkcije auksina razli¢itih PGP
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mikroorganizama i njihove sposobnosti da povecaju broj izdanaka 1 mahuna postoji pozitivna
korelacija ( Asghar et al., 2002).

Fizioloski najaktivniji auksin u biljkama je IAA (indol-siréetna kiselina), koja je poznata
po tome Sto stimuliSe izduzivanje ¢elija, njihovu deobu i diferencijaciju (Salisbaury, 1994).

Glick et al. (1999) i Kumar et al. (2002) su utvrdili da PGP mikroorganizmi produkuju
indol-sir¢etnu kiselinu i druge metabolicki aktivne materije i na taj nacin dovode do povecanja
duzine korena, visine nadzemnog dela biljke i njenog prinosa.

Od PGP mikroorganizama koji produkuju 1AA, bakterije roda Azospirillum najvie su
ispitane (Dobbelaere et al., 1999). Druge IAA produkujue bakterije pripadaju rodovima
Aeromonas (Halda-Alija, 2003), Agrobacterium (Barazani and Friedman, 1999), Azotobacter
(Ahmad et al., 2008), Bradyrhizobium (Antoun et al., 1998), Bacillus (Swain et al., 2007),
Burkholderia (Halda-Alija, 2003), Enterobacter (Shoebitz et al., 2009), Pseudomonas
(Hariprasad and Niranjana, 2009), Rhizobium i Xanthomonas (Ghosh et al., 2008), kao i bakterije
Alcaligenes faecalis i Acetobacter diazotrophicus (Patten and Glick, 1996).

Citokinini su druga vazna grupa fitohormona. Pod uticajem ovog fitohormona u biljkama
se stimuliSe deoba celija, morfogeneza, rast lateralnih pupoljaka, olistavanje, otvaranje stoma,
kao i razvice korena i korenskih dlacica (Salisbury, 1994., Arshad i Frankenberger, 1993).

Citokinine produkuju veliki broj rizosfernin mikroorganizama kao Sto su Paenibacillus
polymoxa , Pseudomonas fluorescens , Rhizobium leguminosarum, Azospirillum sp. (Noel et al.,
1996; Garcia De Salamone et al., 2001; Bent et al., 2001) . Upadhaya et al. (1991) navodi da
pojedini sojevi Rhizobium sp. produkuju dve vrste citokinina: izopenteniladenin i zeatin. Prema
Barea et al. (1976) oko 90% izolovanih bakterija iz rizosfere razlicitih biljaka ima sposobnost da
produkuje citokinine.

Giberelini stimuliSu izduZivanje stabla i razvoj plodova. Dobbelaere et al. (2003) su
numerisali preko 89 do sada poznatih giberelina (od GA1 do GA89). Najpoznatiji je giberelin
GA3 (giberelinska kiselina), a najaktivniji u biljkama je GA1, koji je odgovoran za izduzivanje
izdanaka. Prema Gutierrez-Manero et al. (2001) Bacilus pumilis i Bacilus lichenoformes
produkuju Cetiri razlicite vrste giberelina.

Abscisinska kiselina (ABA) indukuje sintezu rezervnih proteina u semenu i utie na
klijanje. Primarna uloga ABA je u zatvaranju stoma, kao i usvajanju i transportu materija u biljci.

Prisustvo ABA u rizosferi je od izuzetnog znacaja za biljku u uslovima stresa usled nedostatka
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vode. Utvrdeno je da mikroorganizmi koji zive u suvim i polusuvim klimatima produkuju

abscisinsku kiselinu, te je njihova uloga u u uslovima suSe veoma vazna.

2.1.3. Sinteza enzima

PGP mikroorganizmi produkuju enzime, koji mogu da reguliSu nivo biljnog hormona,
etilena, tako Sto degradiraju prekursore ovog hormona (Glick, 1995).

Etilen je veoma vaZzan fitohormon za rast i razvice biljke, ali u specifi¢nim situacijama
dolazi do povecane akumulacije ovog fitohormona, §to moze prouzrokovati inhibiciju rasta biljke
ili njenu smrt (Li et al., 2005). U uslovima stresa za biljku, kao Sto je to niska temperatura, susa,
prisustvo teSkih metala, infekcija patogenom, biljka sintetiSe 1-aminociklopropan-1-karboksilat
(ACC), koji je prekursor etilena (Chen et al., 2002; Glick et al., 2007). Deo sekretovanog ACC
se ponovo reabsorbuje putem korena, gde se prevodi u etilen. Akumulacija etilena u korenu biljke
dovodi do niza negativnih efekata, a pre svega do slabijeg rasta korena, $to za posledicu ima
slabiju sposobnost biljke da usvaja vodu i hranljive elemente. Istrazivanja su pokazala da PGP
mikroorganizmi produkuju ACC deaminazu (1-aminociklopropan-1-karboksilat- deaminaza) koja
hidrolizuje ACC, Sto rezultira smanjenjem nivoa etilena u korenu, a dalje stimulacijom rasta
korena (Glick et al., 1998). Bakterije mogu da koriste proizvode ove hidrolize, amonijum i o-
ketobutirat, kao izvor azota i ugljenika za svoj rast (Slika 2.).
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Amino-kiseli

Izduzivanje Celije sudacija
SAM T / A \
IAlA < IAA «— Amino-kiselina
ACC sintetaza
ACC » ACC
l ACC oksidaza lACC deaminaza
Etilen Amonijak
l o-ketobutirat
Odgovor na stres Bakterija
Biljna éelija /

Slika 2. Regulacija nivoa etilena u biljnom tkivu bakterijama koje produkuju ACC deaminaze
(Glick et al., 1998)

Babalola et al (2003) su utvrdili da mnoge PGP bakterije odlikuje ACC deaminazna
aktivnost. Produkcija ACC deaminaze utvrdena je kod Bacillus firmus, Bacillus globisporus,
Bacillus circulans, Alcaligenes sp., Variovorax paradoxus, Pseudomonas cepacia, Pseudomonas
putida i Enterobacter cloacae (Saleh and Glick, 2001; Belimov et al., 2001). Prema Grichko and

Glick (2001) efekat ACC deaminaze posebno dolazi do izrazaja u stresnim uslovima za biljku.

2.1.4. Produkcija antibiotika

Antibiotici obuhvataju hemijski heterogenu grupu organskih jedinjenja (Raaijmakers et

al., 2002). PGP mikroorganizmi produkuju razli¢ite antibiotike (Tab.1.).

Tabela 1. Antibiotici produkovani od strane PGP mikroorganizama (Whipps, 2001)
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Pseudomonas sp. Bacillus sp. Streptomyces sp.
Antifugalni antibiotici Kanosamin Hloramfenikol
Fenazini Cvitermicin A Fenazin
Fenazine-1-karboksilna kiselina  Bacilomicin Daptomicin
Fenazine-1-karboksiamid Plipastatin A1 B Fosfomicin
Pirolnitrin Lincomicin
Pioluteorin Neomicin
2,4diacetilfloroglucinol Puromicin
Ramnolipidi Streptomicin
Oomicin A Tetraciklin i dr.
Cepaciamid A

Ekomicini

Viscosinamid

Butirolaktoni
N-butilbenzen
Sulfonamid
Piocianin

Antibakterijski antibiotici
Pseudomonasna kiselina
Azomicin

Antitumorni antibiotici
FR901463
Cepafungini

Antiviralni antibiotici
Karalicin

Na produkciju antibiotika uti¢u pH, temperatura i vlaznost zemljiSta, raspolozivost
hranljivim materijama, starost ¢elije i dr. (Shanahanet et al., 1992; Ownley et al., 1992). Prema
Koji¢ i Venturi (2001) bakterije u najvecoj koli¢ini produkuju antibiotike kada se nalaze u
stacionarnoj fazi.

Produkcija antibiotika od strane PGP mikroorganizama smatra se jednim od najmo¢nijih
biomehanizama jer antibiotici i u malim koli¢inama imaju inhibitorno dejstvo na razmnozavanje i
metabolizam patogenih mikroorganizama (Bowen i Rovira, 1999; Thomashow et al., 1997).

Antifugalno dejstvo pokazuju DAPG, pioluteorin, pironitril, fenazin, iturin, cviteromicin i

hloramfenikol (Hammer and Evensen, 1993; Loper and Gross, 2007; Rezzonico et al., 2007).
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Antibakterijsko dejstvo imaju DAPG, pioluteorin, iturin A i hloramfenikol (Yoshida et al.,
2001, 2002; Velusamy et al., 2006).
Zbog sposobnosti da proizvode antibiotike, PGP mikroorganizmi se mogu primenjivati i u

poljoprivrednoj proizvodnji.
2.1.5. Produkcija siderofora

Siderofore (od grcke reci ,, nosioci gvozda“) se definiSu kao visokoafinitetna Fe¥'-
helatna jedinjenja relativno male molekulske tezine, u kojima su atomi metala uhvaceni od strane
elektronegativnih atoma vezanih za jedan organski radikal. Gvozde je neophodni element za rast
biljaka, a u zemlji§tu se nalazi u njima nepristupacnom obliku. Biljke usvajaju gvozde u obliku
fero jona Fe?*, a u zemljistu on je najedée prisutan u obliku feri jona Fe**, odnosno u vidu oksida
1 hidroksida gvozda (crvenkasta i Zuta boja zemljista potice od njihovog prisustva) (Salisbury and
Ross, 1992). U uslovima nedostatka pristupa¢nog gvozda, biljke i mikroorganizmi proizvode
siderofore. Uloga siderofora je da izazove otpustanje jona gvozda iz oksida i hidroksida gvozda i
da ga veze formiraju¢i Fe**- siderofora kompleks. Ovaj kompleks biva transportovan ili do
povrsine korena ili do celije bakterije, gde zahvaljuju¢i prisustvu specificnih membranskih
receptora dolazi do redukcije Fe** jona u Fe®* jon, koji potom biva usvojen (Slika 3.) (Neilands,
1995).
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Fe*"-siderofor kompleks
s

Fe-siderofor receptor Spoljasnja

membrana

) ﬁ Periplazmaticni
\ % :& ‘@* prostor

Citoplazmina
membrana
l RS

Fe2+ -f———  Fel+

Slika 3. Usvajanje Fe**-siderofor kompleksa (http://www.ohsu.edu/xd/education)

Siderofore se najceS¢e klasifikuju na osnovu liganda ¢iji je zadatak da heliraju jon
gvozda. Najveci broj siderofora pripada grupi kateholata (fenolata), hidroksamata i1 karboksilata.
Limunska kiselina se takode moze ponasati kao siderofora (Winkelmann and Dreschel, 1999).

Istrazivanja siderofora mikrobioloSkog porekla pocela su pre oko pet decenija, i do danas
je utvrdeno da vecina aerobnih 1 fakultativnih anaerobnih mikroorganizama sintetiSu najmanje
jednu sideroforu. Tako Ustilago sphaerogena sintetiSe ferihrom, Streptomyces pilosus i
Streptomyces coelicolor deferoksamin, Fusarium roseum fuzarinin, Burkholderia cepacia
ornibaktin, Echerichia coli enterobaktin, Bacillus subtilis bacilibaktin, Azotobacter vinelandii
azotobaktin, Pseudomonas aeruginosa pioverdin i dr. (Boopathi and Rao, 1999; Khandelwal et
al., 2002; Kuffner et al., 2008).

Biljke mogu da usvoje bakterijski kompleks Fe*- siderofor (Bar- Ness et al., 1991;
Wang et al., 1993) ali postoje razli¢ita misljenja o znacajnosti ovakvog nacina snabdevanja biljke
gvozdem. Prema Glick (1995), koli¢ina gvozda koju biljka usvoji na ovaj nacin je veoma mala u
odnosu na potrebe koje biljka ima. S druge strane, Duijff et al. (1994) smatraju ovaj nacin

snabdevanja biljke gvozdem veoma vaznim, a prema Masalha et al. (2000), za biljku je ovo od
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vitalnog znacaja, posebno u karbonatnim zemljistima. Bar-Ness et al. (1992) su utvrdili da su dve
vrste bakterijskih siderofora (pseudobaktin i ferioksamin B) bile neefikasne za biljku, i da su ove
rizosferne bakterije i biljka bile u kompeticiji. Prema Hiifte et al. (1994) PGP mikroorganizmi

koji produkuju siderofore Stite biljku od patogenih mikroorganizama.

2.1.6. Produkcija cijanida (HCN)

Cijanid (HCN) je sekundarni metabolit koji potiskuje razvoj mikroorganizama, a takode
negativno uti¢e na rast i razvoj biljaka (Siddiqui et al., 2006). Pojedini PGP mikroorganizmi
imaju sposobnost da produkuju HCN (vodonik-cijanid, poznat i kao samo cijanid) (Rezzonico et
al., 2007). Pripadaju vrstama iz rodova Alcaligenes, Aeromonas, Bacillus, Pseudomonas i
Rhizobium (Devi et al., 2007; Rezzonico et al., 2007; Ahmad et al., 2008).

Pojedine PGPR produkuju HCN koji inhibira citohrom oksidazu fitopatogenih
mikroorganizama, a sami poseduju cijanid rezistetnu citohrom oksidazu. Medutim, sojevi koji
produkuju u manjim koli¢inama HCN su i manje efikasni u kontroli trulezi pSenice i crne trulezi
korena duvana (Voisard, 1989).

Produkcija HCN mozZe pospesiti simbioznu vezu izmedu biljke 1 mikroorganizama Sto je

utvrdeno u istrazivanjima Cattelan et al. (1999).

2.2.UTICAJ PGP MIKROORGANIZAMA NA BILIJKU

Prema mestu koje nastanjuju, PGP mikroorganizmi se dele na rizosferne i endofitne
(Vessey, 2003).

U rizosferne spadaju mikroorganizmi koji naseljavaju rizosferu, povrSinu korena i
povrsinski meducelijski prostor (McCulley, 2001). Sastav mikrobioloSke zajednice u rizosferi
zavisi 1 od biljne vrste ( Macek et al., 2000). PoSto su mikroorganizmi rizosfere pod direktnim
uticajem korenskih izlucevina, izluevine korena ili semena su prvi faktor u uspostavljanju veze
izmedu mikroorganizma i biljke (Currier and Stobel, 1977; Heinrich and Hess, 1984; Scher et al.
1985). Takode tip zemljista, koli¢ina kiseonika i koli¢ina hranljivih materija uti¢u na brojnost i
rasprostranjenost rizosfernih mikroorganizama (Broeckling et al., 2008). Utvrdeno je da svi

mikroorganizmi ne mogu ziveti u rizosferi, jer je ovaj deo zemljiSta izlozen raznim fizickim i



Mr Dragana Stamenov doktorska disertacija

hemijskim promenama: menja se pH zemljista, parcijalni pritisak O, vodni potencijal i dr (Xu et
al., 2011). Broj vrsta mikroorganizama u rizosferi moze da varira od nekoliko hiljada do nekoliko
miliona (Nihorimbere et al., 2011). U odnosu na okolno zemljiste, broj mikroorganizama u
rizosferi moze biti i do sto puta veci (Paul and Clark, 1989). PGP mikroorganizmi Kkoji
naseljavaju povrsinu korena biljke mogu biti razli¢ito rasporedeni po povrsini korena (Andrews
and Harris, 2000). Kolonizacija povrSine korena od strane razli¢itih PGP mikroorganizama nije
unifomna. Na primer, Kluyvera ascorbata nastanjuje dve tre¢ine povrSine korena repice, ali
nikada sam vrh korena (Ma et al., 2001).

Endofitni PGP mikroorganizmi Zive u ¢elijama biljke domacina. U zavisnosti od biljke,
PGP endofitni mikroorganizmi mogu nastaniti parenhimsko tkivo i ksilemske cevc€ice razlicitih
delova biljke: seme, koren, stablo, list, plod (Fuentes- Ramirez, 1999).Najpoznatiji endofitni PGP
mikroorganizmi su oni koji formiraju kvrzice na korenu leguminoznih biljka. Proces
uspostavljanja veze izmedu biljke 1 mikroorganizma je veoma slozen i1 regulisan razliCitim
enzimima, a zavisi od genotipova oba simbionta (Kouchi et al., 2004). U simbiozi sa
neleguminoznim biljkama zivi manji broj bakterija, kao Sto su Rhizobia (Antoun et al., 1998),
Frankia (Huss-Danell, 1997), Anabaena (Peters and Meeks, 1989), Nostoc (Bergman et al.,
1992) i dr. Neki endofitni PGP mikroorganizmi poseduju enzime kao $to su pektinaza i celulaza
(Verma et al., 2001) za koje je utvrdeno da imaju vaznu ulogu u fazi infekcije biljke (McCulley,
2001).

2.2.1. Primena PGP mikroorganizama u biljnoj proizvodnji

Na efektivnost PGP mikroorganizama uticu vrsta i starost biljke, korenske izlucevine
(Benizri et al. 2001), klimatski uslovi, fiziCko-hemijske i mikrobioloSke karakteristike zemljista,
(Buyer et al., 1993) kao i primenjene agrotehnicke mere (Germida and Siciliano, 2001;
Marschner et al., 2004). Nakon unoSenja u zemljiSte, PGP mikroorganizmi su izlozeni svim
napred navedenim faktorima.

Frommel et al. (1993) navode da je doSlo do slabe kolonizacije korena krompira u
poljskim uslovima od strane PGP mikroorganizama jer je pH vrednost zemljista bila niska, za
vreme vegetacije temperature su bile visoke, a padavine retke. Benizri et al. (2001), navode da je

kolonizacija rizobakterija bila uspesnija na temperaturama oko 5°C nego na 25°C. U neplodnim
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zemljiStima je veca stimulacija rasta pSenice od strane PGP mikroorganizama, nego u plodnim
zemljistima (De Freitas i Germida, 1990). Nepovoljne meteoroloske prilike mogu biti jedan od
najvaznijih faktora koji uticu na efektivnost PGPR inokulata (Suslow i Schroth, 1982;
Dobbelaere, 2001; Jevi¢, 2006). Mrkovacki i1 sar (2003) su utvrdili da je maksimalno povecanje
klijavosti 1 prinosa Secerne repe bilo kod biljaka inokulisanih PGPR sojevima izolovanim iz
rizosfere biljke domacina. RazliCita istrazivanja su pokazala da su biljke tretirane PGP
mikroorganizmima koji produkuju ACC deaminazu imale vecu otpornost na stresne uslove
zivotne sredine. Grinchko and Glick (2001) su inokulisali seme paradajza bakterijama
Enterobacter cloacae i Pseudomonas putida, za koje je bilo utvrdeno da imaju sposobnost
produkcije ACC deaminaze. Nakon 55 dana rasta i nakon Sto su biljke bile devet dana izlozene
plavnim uslovima, utvrdeno je da su inokulisane biljke bile jace i razvijenije. Mayak et al. (2004)
su ispitivali uticaj inokulacije paradajza bakterijom Achromobacter piechaudii u uslovima visoke
koncentracije soli u zemljistu 1 utvrdili znacajno povecanje sveze i suve mase inokulisanih biljaka
u odnosu na neinokulisane.

PGP mikroorganizmi se mogu primenjivati kao multipni (zdruzeni) i kao pojedinac¢ni
inokulanti. I jedan i drugi naCin primene uglavnom daje dobre rezultate.

Dobar efekat na prinos i snabdevanje azotom i fosforom postignut je u proizvodnji
psSenice, pirin¢a, kukuruza i drugih ratarskih i povrtarskih biljaka primenom multipnih
inokulanata odnosno smeSe azotobaktera i fosfomineralizatora (Bashan, 2010; Compant et al.,
2010). Primena smeSe A. brasilense i P.striata znacajno je uticala na prinos biljke, usvajanje
azota i fosfora od strane kineske Secerne trske (Alagawadi and Gaur, 1992). Oliveira et al. (1997)
su utvrdili da inokulacija smese A. brasilense sp.7 i Rhizobium sp. uti¢e pozitivno na nodulaciju i
suvu masu korena biljke. U istrazivanjima Jarak i sar. (2007a), najveca visina i masa biljke
lucerke dobijena je primenom polivaletnog inokuluma koji je sadrzao smeSu rizobiuma,
azotobaktera i aktinomiceta. Inokulacijom zdruzenim kulturama ovih mikroorganizama kod
graSka je ubrzan porast biljaka (Jarak i sar., 2006). Ruiz-Lozano i Bonfante (2001) su utvrdili da
asocijacija bakterija-mikorizna gljiva pozitivno uti¢e na usvajanje nutrijenata od strane biljke
domacina kao i na transport nutrijenata od mikorizne gljive ka biljci.

Ponekad se dobije bolji efekat primenom pojedina¢nih inokulanata (Nieto and
Frankenberger, 1991., MiloSevi¢ i Govedarica, 2001). Znacajno povecanje prinosa i sadrzaja

azota u biljnoj materiji pSenice dobija se uz inokulaciju sojevima Azospirillum brasilense
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(Boddey i Dobereiner, 1988). Carrillo-Castaneda et al. (2002) je utvrdio pozitivan efekat
pojedinac¢ne primene siderofor produkujué¢ih Pseudomonas, Rhizobium i Azospirillum na rast
deteline. EI Mohandes (1999) je utvrdio pozitivan efekat primene Azospirillum-a na prinos
pSenice u staklari i u poljskim uslovima. Barbieri et al. (1986) su dokazali da primena
Azospirillum brazilence povecava broj i duzinu bo¢nih korenova kod pSenice. Sojevi
Azospirillum brasilense koriste se Sirom sveta za inokulaciju brojnih biljnih vrsta (Lucy et al.,
2004; Okon and Labandera-Gonzales, 1994, Dobbelaere et al., 2001). U radu Stamenov (2009)
najve¢i porast crvene deteline je utvrden u varijantama gde je izvrSena inokulacija
rizobiumom.Niz rizobakterija pospeSuju biljni rast pirin¢a, pSenice, Secerne trske, SeCerne repe,
pamuka, povecavajuci njihov vegetativni rast i prinos (Mrkovacki and Mili¢, 2011; Mrkovacki
and Mezei, 2003; Kennedy et al., 2004). Kod biljaka inokulisanih aktivnim sojevima kvrzi¢nih
bakterija znatno se povecava prinos Kao i kvalitet i koli¢ina proteina i vitamina B grupe (Stevovi¢
et al., 2005). Prema Yanni and El-Fattah (1999), primena azotobaktera poveéava prinos pirinca,
a prema Mrkovacki et al. (2002, 2008, 2009, 2010) utvrdeno je u poljskim ogledima da je
inokulacijom Secerne repe sa Azotobacter chroococcum dobijeno povecanje prinosa korena i
prinosa kristalnog Secera, kao 1 poboljSanje kvalitativnih osobina. Pozitivne rezultate primene
PGPR kod kukuruza, psenice i drugih Zzitarica utvrdili su i Glick et al.(1999), Sharma and Johri
(2003) i Hajnal (2010). Primenom azotofiksatora u proizvodnji kukuruza, deo potrebnog azota
moze biti obezbeden bioloskim putem (Govedarica i sar., 1997, 1998, 1999; Milosevi¢ i sar.,
2003; Mili¢ i sar., 2004). Biljke inokulisane mikoriznom gljivom su u stanju da usvajaju
nerastvorljive oblike P (Smith and Read, 1997).

Produkcijom egzopolisaharida mikroorganizmi menjaju strukturu zemljiSta Sto utice
pozitivno na rast biljaka u uslovima suse. Alami et al. (2000) su inokulisali suncokret Rhizobium
sp. Rast inokulisanog suncokreta bio je bolji nego kod neinokulisanih biljaka zahvaljujuci
produkciji egzopolisaharida. Lapinskas et al. (2005) su utvrdili da se primenom sojeva R. meliloti
adaptiranih na poviSenu kiselost zemljiSta moZe povecati simbiozna azotofiksacija.

Nakon unoSenja inokulanata u zemljiSte, postoji moguénost da oni uti¢u na autohtone
mikroorganizme, ali isto tako i da autohtoni mikroorganizmi uti¢u na inokulante. Kakav ¢e se
uticaj ostvariti zavisi od interakcije unutar i izmedu autohtonih populacija, od biljke 1 zemljista.
Odredene grupe mokroorganizama mogu biti stimulisane, druge inhibirane, a takode se deSava

da introdukovani mikroorganizmi ne uti¢u na strukturu autohtone populacije (Dobbelaere et al.,
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2003). Johansen and Binnerup (2002), Nannipieri et al. (2003),Vivas et al. (2006), Artursson et
al. (2006) su utvrdili da se primenom inokulacije u biljnoj proizvodnji povecava broj i
enzimatsku aktivnost mikroorganizama, mikrobna biomasa, mikrobni divezitet u rizosferi te da
se poboljSavaju proizvodne osobine zemljiSta. Efekat bakterijske inokulacije na promenu
mikrobioloSke aktivnosti u zemljiStu zavisi od uslova u zemljistu, biljne vrste, sposobnosti
adaptacije introdukovanih mikroorganizama i dr. (Dobbelaere et al., 2003; Egamberdiyeva,
2007).

Kao Sto je napred navedeno, velika je raznovrsnost PGP mikroorganizama u zemljistu.

Izmedu ostalih to su rodovi Pseudomonas sp., Bacillus sp., Streptomyces sp. i Trichoderma sp.

Efekat primene Pseudomonas sp. u biljnoj proizvodnji

Pseudomonas su gram negativne bakterije, ¢ija je PGP aktivnost ve¢ duzi niz godina
dobro poznata (Lucas et al., 2004). Rasprostranjenost ovog roda je velika, jer su mnogobrojne
vrste izolovane iz rizosfere rali¢itih biljaka, iz razliCitog zemljista Sirom sveta, a takode se mogu
naci i u barama, otpadnim vodama, pa i u hrani.

Pojedine vrste ovog roda produkuju metabolite kao Sto su antibiotici i vodonik-cijanid
(HCN) (Weller and Thomashow, 1993), neke produkuju siderofore sa velikim afinitetom za
absorbciju Fe** (Kloepper et al., 1980), a neke auksin (Khakipour et al., 2008). Svi ovi metaboliti
snazno uti¢u na sredinu, time $to inhibiraju rast pojedinih $tetnih mikroorganizama, a sa druge
strane biljkama povecavaju raspolozivost hranljivih materija. Dokazano je da su pojedini sojevi
roda Pseudomonas sposobni da razlazu tesko rastvorna fosforna jedinjenja i da na taj nacin biljku
obezbeduju neophodnim hranivom (Sundara et al., 2002). Istrazivanjima u polju utvrden je
pozitivan efekat ovih bakterija na mnoge leguminoze. Patten and Glick (2002) su utvrdili da
Pseudomonas sp. produkcijom IAA uti¢e pozitivno na rast i razvoj korena kod repice (Brassica
rapa), povecavaju¢i duzinu korena za 35-50% u odnosu na kontrolu. Prema Kloepper et al.
(2004), primena Pseudomonas sp. moze da poveca prinos biljke i za 144%. U zemljiStu sa
visokim sadrzajem bakra, Reed i1 Glick (2005) su utvrdili povecanje suve mase korena biljaka
inokulisanih Pseudomonas asplenii, za koju je bilo utvrdeno da produkuje ACC deaminazu.
Bakterije koje poseduju ACC deaminazu stimuliSu rast biljaka u razli¢itim tipovima zemljista
(Belimov et al., 2007). Nakon ugradnje gena za ACC deaminazu utvrdeno je da Pseudomonas

fluorescens izaziva stimulaciju rasta kod uljane repice i poboljSava zastitu ponika krastavaca i
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krtola krompira od fitopatogenih gljiva (Wang et al., 2000). S druge strane, prema Begoniaand
Kremer (1994), pseudomonasi izolovani sa korena Abutilon theophrasti (teofrastova lipica) su
negativno uticali na rast biljke. Astrom and Burst (1989) navode da produkcijom HCN,
pseudomonasi inhibiraju rast korena pasulja. Zbog negativnog uticaja HCN, na biljku, PGP
pseudomonasi koji produkuju HCN mogu se primenjivati za kontrolu rasta korova (Kremer and
Souissi, 2001). Prema rezultatima Rokhzadi et al. (2008), primena Pseudomonas fluorescens ima
pozitivne efekte na rast i prinos graska, a Menhaz et al. (2009) su utvrdili pozitivan efekat ovih
bakterija na svezu i suvu masu Secerne trske. Kloepper et al. (1980) su primenom vrsta roda
Pseudomonas postigli povecanje prinosa krompira, Se¢erne repe i rotkvice. Za soj Pseudomonas
putida GR 12-2, izolovan u Kanadi, utvrdeno je da promovise rast repice fiksiranjem azota,
prevodenjem nerastvornih fosfata u biljci dostupan oblik, sintezom siderofora, produkcijom
fitohormona IAA i snizavanjem koncentracije etilena produkcijom enzima ACC deaminaze
(Glick et al. 1994b, 1995; Lifshitz et al. 1986,1987; Xie et al. 1996)

Bakterije roda Pseudomonas su poznate i po svojoj sposobnosti da suzbijaju rast brojnih
biljnih patogena. U Kanadi, Pseudomonas fluorescens se koristi kao bioloSko sredstvo za
kontrolu rasta fitopatogenih gljiva roda Pythium (Paulitz and Belanger, 2001) i drugih biljnih
patogena, povecavajuci na taj nacin prinos i rast paradajza i rotkve (Burr et al. 1978; Kloepper et
al. 1980; Howie and Echandi 1983).

Pseudomonas fluorescens pomaze i u odrzavanju prirodnih svojstava zemljiSta
(Lugtenberg and Dekkers, 1999; Lata et al., 2002).

Efekat primene Bacillus sp. u biljnoj proizvodnji

Bacillus je najrasprostranjeniji rod bakterija u rizosferi, a njegova PGP aktivnost poznata
je ve¢ godinama. Brojnost bakterija ovog roda varira od 10° u hladnijim, do 107 i vise u gramu
zemljista, u toplijim oblastima (Alexander, 1961). U rizosfernom zemljistu B. subtilis, B.
mycoides, B. pumilus, B. megaterium, B. thuringiensis i B. firmus su najprisutnije vrste ovog roda
(Wipat and Harwood, 1999; Garbeva et al., 2003). Bakterije ovog roda su Stapicaste, pokretne,
grampozitivne, aerobne ili fakultativno anaerobne, sposobne da formiraju endospore. Poznato je
da ove bakterije sintetiSu veliki broj sekundarnih metabolita kojim uticu na svoju okolinu,

povecavajudi na taj nacin pristupacnost hranljivih materija biljkama (Barriuso and Solano, 2008).
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Bakterije roda Bacillus povecavaju prinos i rast razlicitih biljaka (Orhan et al., 2006).
Introdukcija bacilusa imala je pozitivne efekte na prinos sirka (Broadbent et al., 1977), kukuruza
(Pal, 1998), pirin¢a (Sudha et al., 1999), Secerne repe (Cakmakci et al., 1999), je¢ma (Sahin et al.,
2004) i jabuke (Aslantas et al., 2007).

UnoSenje Bacillus sp. u rizosferu paprike pokazalo se kao dobra alternativa hemijskim
dubrivima prilikom uzgajanja ove biljke u staklenicima (Garcia et al., 2004). Utvrdeno je da
primena Bacillus pozitivno uti¢e na prinos, rast i ishranu malina u uslovima organske proizvodnje
(Orhan et al., 2006). Bacillus sp. izolovan iz rizosfere zelenog ¢aja (Camellia sinensis) ima
sposobnost da produkuje IAA i1 da na taj nain stimuliSe rast biljke (Chakraborty et al., 2006).
Swain et al. (2007) su utvrdili pozitivan efekat primene Bacillus subtilis koji produkuje 1AA na
Dioscorea rotundata L (gvinejski jam).

Kokalis-Burelle et al. (2002) su utvrdili statisticki znacajno povecanje rasta paradajza u
toku dve vegetacione godine, inokulacijom sa Bacillus amyliquefaciens. Povecana je povrSina
listova, broj listova, kao i tezina korena i stabla. Primena Bacillus subtilis u kontrolisanim
uslovima utice na zna¢ajno povecanje mase stabla i korena 1 visine stabla kod belog luka (Reddy
i Rahe, 1989). Neki bacilusi proizvode fitazu $to je utvrdeno i u istrazivanjima lIdriss et al.
(2002). Autori su inokulisali seme kukuruza sa Bacillis amyloliquefaciens. Biljke su gajene u
uslovima limitiranim koli¢inama fosfora. Inokulisane biljke su imale bolji rast nego
neinokulisane. Garcia et al. (2004) su utvrdili pozitivan efekat inokulacije Bacillus lichenoformis-
om na prinos paradajza i paprike. Uporedujuci efekat primene Bacillus sp. i Pseudomonas sp. na
prinos i suvu masu paradajza, spanaca i okra, Adesemoye et al. (2008) nisu utvrdili statisticki

znacajnu razliku izmedu ova dva inokulanta.

Efekat primene Streptomyces sp. u biljnoj proizvodnji

Aktinomicete su jedna od glavnih komponenti mikrobioloske zajednice u zemljistu. One
pripadaju velikoj i Siroko rasprostranjenoj grupi gram pozitivnih aerobnih, micelarnih bakterija
koje imaju vaznu ulogu u kruZenju materije (Halder et al., 1991). Prema Williams et al. (1984),
aktinomicete predstavljaju aktivne razlagace organske materije. Mogu da razlazu lignin, pektin,
najotpornije materije humusa, stvarajuci na taj na¢in neophodne asimilative za biljku (Crawford,

1988; Nolan and Cross, 1988). Aktinomicete produkuju antibiotike, fitohormone i vitamine, koji
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deluju povoljno na rast razli¢itih biljaka (Fermino - Soares et al., 2007). Neke su antagonisti
fitopatogenim gljivama (Getha et al., 2005; Minuto et al., 2006) a neke inhibiraju rast
fitopatogenih bakterija - Erwinia amylovora i Agrobacterium tumefaciens (Oskay et al.,2004).

Vecina aktinomiceta u zemljistu pripadaju rodu Streptomyces (Suzuki et al., 2000).
Naseljavaju rizosferno zemljiSte koje je bogato korenovim izlu¢evinama i zbog toga je pogodna
sredina za rast ovih mikroorganizama (Aldesuquy et al. 1998). Kao i druge aktinomicete, tako i
rod Streptomyces proizvodi materije rasta, antifugalne i antibakterijske supstance. Smatra se da
60% svih bioloski aktivnih materija u zemljistu poti¢e od vrsta iz roda Streptomyces (llic et al.
2007). Primenom Streptomyces u biljnoj proizvodnji pospesuje se klijanje i pocetni rast biljaka
(Jarak i sar., 2007). Primenom S. olivaceoviridis, S. rimosus, S. rochei i Streptomyces spp. koje
produkuju IAA, poboljSava se klijanje semena, rast mlade biljke i bolje ukorenjavanje paradajza
(Tokala et al. 2002.; El-Tarabily, 2008).

Efekat primene Trichoderma sp. u biljnoj proizvodnji

Trichoderma sp. je Siroko rasprostranjena gljiva, izolovana iz rizosfere brojnih biljaka
(Harman et al., 2004). Dobar je razlaga¢ polisaharida i lignina te je znacajna u sintezi i
mineralizaciji humusa. Neke vrste roda Trichoderma su posebno znac¢ajne zbog svoje sposobnosti
da produkuju antibiotike i enzime (Howell, 2003), razgraduju ksenobioticke materije (Zhou et al.,
2007) i povecavaju otpornost biljaka prema razli¢itim bolestima (Hanson and Howell, 2004).
Osim toga, poznato je da su ove gljive paraziti i antagonisti brojnih fitopatogenih gljiva i da na taj
nacin uti¢u na brojnost i razvoj patogena (Brunner et al., 2005; Sahebani and Hadavi, 2008).

Trichoderma razli¢itim mehanizmima utice na brojnost fitopatogenih gljiva. To su:
kompeticija za nutrientima i prostorom, mikoparazitizam, produkcija inhibitornih materija,
inaktivacija enzima fitopatogenih gljiva (Elad et al., 1999; Roco and Perez, 2001). Gljive ovog
roda veoma brzo rastu, Sire¢i se po substratu, i na taj nain onemogucavaju patogenim gljivama,
kao Sto je Fusarium sp., da se nastane (Papavizas, 1985). Zahvaljujuéi tome, seme tretirano
preparatima koja sadrZze trihodermu, ima oko sebe zonu zaStite od patogenih gljiva (Howell,
2003). U zemljistu tretiranom sporama trihoderme potisnut je razvoj fitopatogenih gljiva
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum i F. oxysporum f. sp. Melonis (Sivan and Chet, 1989).

Ozbay and Newman (2004) navode da je rast fitopatogenih gljiva Rhizoctonia solani, Pythium
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ultimum i Chalara elegans bio inhibiran trihodermom u in vitro uslovima. Trichoderma parazitira
na nekoliko fitopatogenih gljiva (Chet et al., 1981). Na ovaj nacin ona limitira rast i aktivnost
ovih gljiva, i $titi biljku od njihovog uticaja. Trihoderma lu¢i enzime B-1,3-glukanazu, celulazu i
hitinazu, koji razlazu glukan u ¢elijskom zidu Pythium sp., hitin i glukan u zidu Rhizoctonia
solani (Harman et al., 1980). Smatra se da su ovi enzimi kljuéni u procesu parazitiranja
trihoderme na patogenim gljivama (Cherif and Benhamou, 1990). Inaktivacija enzima
sekretovanih od strane fitopatogenih gljiva, jedan je od vaznih mehanizama kojima trihoderma
Stiti biljku. Elad et al. (1999) navode da su enzimi fitopatogene gljive Botrytis cinerea, pektinaza,
glukanaza 1 hitinaza bili blokirani sekrecijom proteaze od strane trihoderme. Takode, u
istrazivanjima Roco and Perez (2011), aktivnost enzima endopoligalakturonaza i pektinliaza,
sekretovanih od strane fitopatogene gljive Alternaria alternata, bila je inhibirana aktivnos$éu
trihoderme.

Thihoderma produkuje organske kiseline, kao Sto su limunska, fumarna i glukuronska
kiselina, koje snizavaju pH zemljiSta, i na taj na¢in omogucava biljci da solubilizuje fosfate,
katjone, kao Sto su gvozde, mangan i magnezijum, i ostale mikronutrijente neophodne za
normalan metabolizam biljke (Benitez et al., 2004; Harman et al., 2004).

Zbog svojih osobina, gljive ovog roda imaju veliku primenu u poljoprivredi, i to kao
biopesticidi 1 biofertilizatori (Harman, 2000; Harman et al., 2004; Lorito et al., 2004).
Trichoderma sp. se danas uspeSno koristi u suzbijanju bolesti izazavnih gljivama R.solani,
Sclerotium sp., Pythium sp. i Macrophomina phaseolina i to kod pasulja, paradajza, kikirikija,
pirinCa, salate, susama, Secerne repe, duvana i graska (Coley-Smith et al., 1991). Bolesti trava
izazvanih R. solani, Sclerotinia homoeocorpa i Pythium graminicola su u znacajnoj meri
smanjene primenom trihoderme (Lo et al., 1996).

Primena gljive Trichoderma sp. povecava klijavost semena paprike, pasulja, rotkve,
paradajza 1 krastavca, duzinu klijanaca, veli¢inu povrsine lista kod paprike, 1 suvu masu biljke
krastavca (Kleifeld and Chet, 1992). Povecana produktivnost useva kao posledica primene
trihoderme utvrdena je kod brojnih vrsta biljaka kao Sto su: karanfil, hrizanteme, petunije,
krastavac, patlidZan, graSak, paprika, rotkva, duvan, paradajz, zelena salata, Sargarepa, kukuruz,
mak, proso, pasulj, kakao i kod trava (Resende et al., 2004; Gravel et al., 2007; De Souza et al.,
2008 ).
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2.2.2. Primena PGP mikroorganizama u proizvodnji engleskog ljulja

Engleski ljulj ( Lolium perenne )

Engleski ljulj (Lolium perenne L.) je medu prvim gajenim i najviSe koriStenim
viSegodiS$njim travama. U Engleskoj se gaji jo§ od XVII veka na podru¢ju Oxforda, pa je zbog
toga dobila ime Engleski ljulj (Pukié¢, 2002). Rasprostranjen je u Evropi, severnoj Americi,
Africi, Australiji i srednjoj Aziji. Ubraja se medu najkvalitetnije trave (Hannaway, 1999).
Akumulira visok nivo ugljenih hidrata u toku prolec¢a i jeseni. Morvan-Bertrand et al. (2001) su
utvrdili da se oko 70 % ukupnog sadrzaja fruktoze nalazi u stablu biljke. Na vrhu lista sadrzaj
fruktoze je najmanji, a koli¢ina fruktoze se povecava prema korenu lista odnosno stablu biljke
(Pavis et al. , 2001). Koristi za ispaSu svih vrsta stoke, za seno i silazu (Hannaway et al., 1999;
Hubbard, 1992). Takode se koristi za ukrasne travnjake i igraliSta te za zaStitu od erozije,
posebno u smesama s drugim vrstama trava.

Korenov sistem engleskog ljulja je povrsSinski, do 10 cm dubine zemljiSta. Stabljike su
kratke, nezne i veoma polegljive. U vreme cvetanja biljka dostiZe visinu od 20 do 80 cm. Lisce je
uzano, kratko, svetlozelene boje i nezno. Cvast je klas. Engleski ljulj je trava ozimog tipa rasta
(Delagarde et al., 2000). Dobro podnosi niske temperature, ali ne i mraz i duboki snezni pokrivaé¢
(Hannaway et al., 1999). Optimalna temperatura za razvoj biljaka engleskog ljulja je od 18 do
20°C . Dugotrajne suSe smanjuju prinos, a temperature od 25 — 30 °C mogu da zaustave njegov
rast. U podru¢jima umerenijih temperaturnih uslova, sa ve¢om vlaznos¢u, raste i generise se vise
puta tokom leta (Puki¢, 2002). Prilicno dobro uspeva na alkalnim zemljiStima, ako ima vode.
Dobra predkultura za engleski ljulj su jednogodiSnje mahunarke, zitarice, kukuruz i suncokret.
Vek trajanja je 3 — 6 godina ako se koristi za seno, a ako se koristi za ispaSu u povoljnim
uslovima traje i do deset godina. Izmedu dve ispaSe ili koSnje, preporucljivo je da se trava ostavi
da naraste od 10 — 25 cm (Fulkerson and Donaghy, 2001; Hannaway et al., 1999). Tokom godine
engeski ljulj moze dati 4 do 6 otkosa. Prinosi zelene mase variraju zavisno od klimatskih uslova i
agrotehnike, a mogu iznositi 60 i vide t/ha. Razlikuju se dva tipa engleskog ljulja: vegetativni tip
formira puno liS¢a i malo stabala 1 generativni tip formira malo li§¢a 1 puno stabljika, a daje puno

semena.
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Prilikom gajenja ljulja, primena mineralnih dubriva bi trebalo da omoguc¢i najpotpunije
iskori§¢avanje proizvodnog potencijala sorti za prinos (Puki¢, 2002). Primena azotnih mineralnih
dubriva preporucuje se tokom jeseni, $to bi dovelo do brzog kretanja vegetacije u prolece, a time
1 povecanje sadrzaja sirovih proteina u suvoj masi. Efikasnost dubrenja tokom jeseni je posebno
izrazena ukoliko je zima bila blaga, bez mrazeva koji bi uticali na eventualno izmrzavanje useva,
¢ak i na plodnim zemljiStima.

Rezultati ispitivanja primene razli¢itih mikrobnih inokulanata u proizvodnji engleskog
ljulja pokazali su da efekat zavisi od sorte, vrste inokulanata i tipa zemljista. Stamenov et al.
(2011a) su ispitivali uticaj primene gljive Trichoderma asperellum na sveZu i suvu masu Lolium
perenne, sorta Calibra kao i na brojnost mikroorganizama u njegovoj rizosferi. Sveza masa
inokulisanih biljaka bila je za 44,3% veca u odnosu na kontrolu, dok je suva masa inokulisanih
biljaka bila za 43,75% veca od kontrole. Primenom ove gljive postignut je pozitivan efekat na
brojnost vecine ispitivanih grupa mikroorganizama.

Ispitivanjem efekta primene Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, Streptomyces sp.
I Trichoderma sp. na prinos engleskog ljulja sorta Esquire posle prvog, drugog i treceg otkosa
utvrdeno je da je najvece procentualno povecanje prinosa sveze 1 suve mase biljaka bilo nakon
prvog otkosa, i to u varijantama gde su bili primenjeni Pseudomonas fluorescens i Bacillus
subtilis (Stamenov et al., 2012a). Na varijantama gde je primenjen Pseudomonas fluorescens
postignut je najbolji efekat na broj gljiva, dok je primena Bacillus subtilis imala najbolji efekat na
broj aktinomiceta i azotobaktera. Primenom Trichoderma asperellum postignut je nabolji efekat
na ukupan broj mikroorganizama i broj aminoheterotrofa.

Kod sorte Calibra, primenom Bacillus subtilis prinos sveze mase biljaka povecéan je za
63%, dok je prinos suve mase bio za 84% veci. Prinos sveze materije biljaka inokulisanih sa
Pseudomonas fluorescens bio je za 51% veci nego kontrolnih, dok je prinos suve materije bio za
63% veci (Stamenov et al., 2012b).

Primenom tri soja Streptomyces sp. i jednog soja Azotobacter chroococcum kod sorti
Eminent i Leia utvrdeno da su svi inokulanti uticali pozitivno na visinu i suvu masu biljke sorte
Eminent, a kod sort Leia efekat je bio slabiji (Stamenov et al., 2012c). Najbolji efekat na porast
biljke kod obe sorte engleskog ljulja postignut je primenom soja Streptomyces sp.5 . Efekat
inokulacije na brojnost mikroorganizama zavisio je od sorte engleskog ljulja i primenjenih

inokulanata.
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Kincses i Sipos (2008) su ispitivali efekat primene bakterijskog inokulanta na sadrzZaj
azota u Engleskom ljulju gajenom na ¢ernozemu, kiselom i neutralnom peskovitom zemljiStu. Za
inokulaciju koris¢ene su razlicite koli¢ine smeSe sojeva bakterija roda Bacillus, Pseudomonas,
Azotobacter i Azospirillum. Rezultati su pokazali da primenjeni inokulanti uti¢u pozitivno na
koli¢inu azota u biljkama koje su rasle na ¢ernozemu i alkalnom zemljiStu. Kod biljaka koje su
rasle na kiselom zemljistu rezultat primene smeSe sojeva bakterija roda Bacillus bio je negativan

jer je koli¢ina azota u biljkama bila znacajno smanjena.
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3. RADNA HIPOTEZA

Primenom mikrobioloskih preparata koja sadrze efektivne PGP mikroorganizme smanjuje
se upotreba azotnih dubriva, omogucava se biljci lakSe usvajanje fosfora, utiCe se na pravac i
dinamiku mikrobioloskih procesa koji uticu na odrzavanje i povecanje plodnosti zemljista.
Primena ovakvih preparata kao dodatak ili zamena mineralnim dubrivima ili pesticidima je
posebno opravdana kod biljnih vrsta koje se gaje na velikim povrSinama kao Sto su krmne trave.

U cilju postizanja $to boljih rezultata potrebno je izolovati §to vec¢i broj mikroorganizama
iz rizosfere trava, utvrditi njithovu efikasnost na poboljSanje rasta biljke, pronaci najadekvatniji
nain primene inokulanata, kao i utvrditi koji faktori doprinose boljem prezivljavanju unetih
mikroorganizama u zemljiSte. MikrobioloSka aktivnost u rizosferi krmnih trava, kao Sto je
engleski ljulj, je do sada veoma malo istrazivana.

U ovim istrazivanjima o¢ekuje se da ¢e primena izolata roda Pseudomonas, Bacillus,
Streptomyces i gljive Trichoderma asperellum ispoljiti efekte na brojnost pojedinih sistematskih i
fizioloskih grupa mikroorganizama, kao i dehidrogenaznu aktivnost u rizosferi engleskog ljulja
(Lolium perenne).

Na osnovu rezultata dosadasSnjih istrazivanja primene mikroorganizama na drugim
biljkama, pretpostavlja se da se mikroorganizmi mogu uspesno koristiti i u proizvodnji engleskog
ljulja i drugih trava.

Ocekuje se da ¢e unoSenje mikroorganizama promotora biljnog rasta (Pseudomonas sp. i
Bacillus sp.), te mikroorganizama mineralizatora organske materije i producenata antibiotika (
Streptomyces sp., i Trichoderma asperellum) uticati na ispitivane parametre prinosa engleskog
ljulja.

Rezultati ovih istrazivanja bi trebalo da pokazu da se koris¢enjem PGP mikroorganizama
koji pospesuju porast biljaka i obezbeduju biljku neophodnim hranivima, postizu pozitivni efekti

1 u proizvodnji trava, §to je posebno znacajno sa ekoloSkog ali 1 sa ekonomskog aspekta.
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4. CILJ ISTRAZIVANJA

Primena prevelikih koli¢ina mineralnih dubriva i pesticida dovodi do degradacije
zemljista 1 naruSavanja prirodne ravnoteze izmedu organizama u zemljiStu. Intenzivna
proucavanja su pokazala da PGP mikroorganizmi mogu imati znacajnu ulogu u poljoprivredi i
hortikulturi i da predstavljaju alternativu upotrebi hemijskih sredstava, koja se Koriste za
povecanje biljnog rasta. Primenom PGP mikrooganizmama postignut je dobar efekat u uzgajanju

razli¢itih biljnih vrsta.

Cilj ovih istrazivanja je izolacija i karakterizacija mikroorganizama sa PGP svojstvima iz
rizosfere engleskog ljulja, ispitivanje sposobnosti njihovog prezivljavanja nakon unoSenja u
zemljiste, kao i pracenje uticaja njihove primene na parametre prinosa i mikrobiolosku aktivnost

u rizosferi biljke.
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5. MATERIJAL | METODE

IstraZivanja su vr3ena u toku tri godine (2010, 2011 i 2012 godine).

Prvi deo istrazivanja odnosio se na izolaciju mikroorganizama iz roda Pseudomonas,
Bacillus i Streptomyces, i odredivanje njihovih fizioloSkih, biohemijskih i PGP osobina.

Drugi deo istrazivanja odnosio se na ispitivanje efekta inokulacije odabranih izolata
(Pseudomonas sp., Bacillus sp. i Streptomyces sp.) i gljive Trichoderma asperellum (iz
mikrobioloSkog preparata Trifender) na mikrobioloSku aktivnost rizosfernog zemljista, klijavost
semena engleskog ljulja i parametre prinosa biljke. U toku prve i tre¢e godine istrazivanja,
odredivana je brojnost mikroorganizama introdukovanih grupa u rizosferi engleskog ljulja.

Engleski ljulj (Lolium perene) je iz kolekcije Instituta za krmno bilje, Krudevac, Srbija.

MikrobioloSke analize su radene na Odeljenju za mikrobiologiju, Poljoprivrednog
fakulteta u Novom Sadu. Ogled je izveden u polukontrolisanim uslovima u zi¢ari
Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu, u vegetacionim sudovima zapremine 10 [, u tri

ponavljanja.

Slika 4. Ogled u polukontrolisanim uslovima
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5.1.  1ZOLACIJA, DETERMINACIJA | KARAKTERIZACIJA
IZOLATA

5.1.1. lzolacija mikroorganizama iz roda Bacillus, Pseudomonas i Streptomyces

Prilikom izolacije bakterija roda Bacillus birani su izolati koji se sastoje od katalaza
pozitivnih, grampozitivnih, Stapicastih ¢elija koje formiraju endospore.
Prisustvo katalaze detektovano je na osnovu oslobadanja mehuri¢a kiseonika u kontaktu

kolonija sa razblazenim rastvorom vodonik peroksida.

Prilikom izolacije bakterija roda Pseudomonas birani su izolati za koje je utvrdeno da su
im Celije gramnegativne, Stapicaste i da produkuju pigment fluorescin.

Produkcija fluorescina testirana je na Pseudomonas Flo agaru (proteose pepton 20 g I,
bacto maltoza 10 g I*, K,HPO, 1,5 g I, MgSO,4 0,73 g I, glicerol 10 ml/l, agar 15 g I™).

Fluorescencija je vidljiva pod kratkim UV-zracima (KneZevi¢-Vuk¢evic i Simié, 1997).

Za izolaciju aktinomiceta iz roda Streptomyces koriSten je selektivni medijum sa
glukozom i nitratom (glukoza 10 g I, NaNO; 10 g I, K;HPO, 10g I*, KCI 10g I, MgSO, x
7H,010gI*, agar 15 g I'™).

Iz rizosfere engleskog ljulja, izolovano je 12 bakterija roda Pseudomonas, 20 bakterija
roda Bacillus i 10 bakterija roda Streptomyces. Bakterije su na osnovu morfoloskih karakteristika
razvrstane u po tri grupe. Za deo istrazivanja koji se odnosio na karakterizaciju mikroorganizama,
odabrano je devet izolata, po tri iz svakog roda. Takode, odredivane su i morfoloSke i pojedine

biohemijske osobine gljive Trichoderma asperellum.
5.1.2. Morfoloske osobine

Za ispitivanje morfoloskih osobina ¢elija odredivan je: oblik, pokretljivost, bojenje po

Gramu i prisustvo endospora (Jarak i Puri¢, 2004).

Za opis kolonije odredivane su: oblik, povrSina, ivica, polozaj, boja (Jarak i Puri¢, 2004).
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5.1.3. Fizioloske osobine

Od fizioloskih osobina odredivani su: odnos prema izvoru ugljenika, temperaturi, reakciji

sredine, koncentraciji NaCl, teSkim metalima, antibioticima i pesticidima.

Za odredivanje odnosa prema izvoru ugljenika koristena je Hugh-Lifsson-ova podloga
(pepton 2 g, K;HPO,4 0,3 g, NaCl 5 g, secer 10 g, brom-timol plavo 0,03 g, agar 3 g) (Hugh and
Leifson, 1953). U ovim istrazivanjima koriSteni su slede¢i Seceri: glukoza, galaktoza, fruktoza,
saharoza, laktoza 1 ksiloza. U slu¢aju pozitivne reakcije primecuje se oko kolonija promena boje
iz zelenkaste u Zutu.

Rast na temperatuma (5°C, 15°C, 28°C, 37°C, 45°C), na podlogama razli¢ite kiselosti (pH
4, 5, 6, 7) 1 na podlogama sa razli¢itim koncentracijama NaCl (3%, 5%, 7%), pracen je na
odgovaraju¢im hranljivim podlogama Pseudomonas na King-B (King et al., 1954), Bacillus na
hranljivom agaru, a aktinomicete na PDA (krompirov-dekstrozni agar). Prilikom ispitivanja
uticaja pH i NaCl, inkubacija je u termostatu na 28°C. Nakon 48 h (za Pseudomonas i Bacillus) i
5 dana (za aktinomicete) inkubacije, merena je Sirina rasta i uporedivana sa kontrolom. Potpuno

odsustvo rasta obeleZeno je sa -, minimalan rast sa +, optimalan sa ++, a obilan rast sa +++.

Za odredivanje otpornosti prema antibioticima primenjena je metoda antibiograma-
postupak sa diskovima. Postupak se sastoji u gustom zasejavanju hranljive podloge
mikroorganizmima. Na povrsinu hranljive podloge se postave diskovi sa antibioticima. Ispitivana
je otpornost mikroorganizama na sledece antibiotike: ampicilin (10 pg, 25 pug), neomicin (10 pg,
30 pg), erithromicin (5 pg, 15 pg), streptomicin (10 pg, 300 pg), hloramfenikol (10 pg),
kanamicin (30 ug).

Difuzionom metodom ispitivana je otpornost mikroorganizama na rastvore sledecih
metala: kadmijum (CdCl,), mangan (MnCl,x4H,0) i olovo (PbCl,), u razli¢itim koncentracijama:
10, 10, 10°® (mol/dm?®). Nakon gustog zasejavanja podloge, na povrsinu se postave diskovi sa

rastvorima teSkih metala.
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Difuzionom metodom ispitivana je otpornost na sledeée pesticide: metribuzin (0,5-1 kg
ha), oksifluorfen (1-1,25 | ha) i bentazon (3-4 | ha™). Ispitivan je uticaj preporudene doze
pesticida, doze koja je 10 1 100 veéa od preporucene.

Inkubacija je trajala 48 h za Pseudomonas i Bacillus i 5 dana za Streptomyces na 28°C. U
toku perioda inkubacije na podlozi se formira gust bakterijski tepih na kome se oko diskova
uocavaju zone inhibicije rasta kulture. Veli¢ina zone inhibicije zavisi od osetljivosti bakterije
prema antibiotiku, teSkom metalu ili pesticidu. Ukoliko je bakterija otporna prema odredenoj
supstanci, nece biti zone inhibicije (-), a ako je osetljiva, zona inhibicije ¢e biti manja (+) ukoliko
ispitivanu supstancu. Intezivniji rast oko diska dokaz je stimulativhog dejstva ispitivane

supstance na rast mikroorganizma.

5.1.4. Biohemijske osobine

Od biohemijskih osobina ispitivane su: hidroliza Zelatina, aktivnost lipaze, amilaze,
pektinaze, proteaze, celulaze, ureaze 1 sposobnost koriS¢enja citrata kao izvora energije. Kod
izolata roda Pseudomonas, odredivana je sposobnost produkcije pigmenata piocijanina (plavo-

zeleni pigment). Ispitivan je i odnos izolata prema pojedinim gljivama.

Hidroliza Zzelatina ispitivana je na dubokom Zelatinoznom agaru (Govedarica i Jarak,
1999). Duboki Zelatinozni agar se pravi tako da se hranljivom buljonu (MPB) doda 10-15%
Zelatina, izvrSi sterilizacija i epruvete ostave uspravno da se dobije duboki agar. Zasejavanje sa
bakterijama se vrSi ubodom, a inkubacija traje najmanje sedam dana na temperaturi 22-23°C.

Otapanje Zelatina dokaz je sposobnosti mikroorganizma da hidrolizuje Zelatin.

Produkcija lipaze ispitivana je na podlozi (pepton 10 g I, NaCl 5 g I'*, CaCl, -H,0 0,1 g
I"", agar 15 g I') kojoj je dodat Tween 80 (Lanyi, 1987). Period inkubacije je sedam dana na

26°C. Zamucene zone oko kolonije dokaz su lipoliticke aktivnosti.

Za odredivanje sposobnosti mikroorganizma da hidrolizuje skrob koristi se metoda
agarnih plo¢a na skrobnom agaru ( skrob u prahu 10 g 1'1, KH,PO, 0,5 g I'l, K>HPO, 0,5 g I'l,
MgSO, x 7H,0 0,2 g I'*, agar 15 g) (Rodina, 1965). Inkubacija se vrsi 48 h za Pseudomonas sp. i
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sp., 5 dana za aktinomicete na 28°C . Kolonije se zatim preliju rastvorom lugola. Skrob se u
prisustvu joda boji plavo. Ako bakterije vrse hidrolizu skroba, oko njihovih kolonija pojavice se
neobojena zona (zona hidrolize), koja ne sadrzi skrob, dok ¢e se ostali deo podloge na kome nije
doslo do hidrolize obojiti plavo. Ako bakterije ne razlazu skrob, podloga ¢e biti ravnomerno

plavo obojena.

Sposobnost produkcije pektinaze ispitivana je metodom agarnih ploca na pektinoznom
agaru (KoHPO, 2 g I, NaH,PO, 1 g I, MgSO4 x 7H,0 0,5 g I, NH4sNO3 2 g I, ekstrakt
kvasca 1g I"*, pektin 10 g I, agar 16 g I™"). Inkubacija traje 24 h na 37°C, nakon &ega se izrasle
kolonije preliju lugolom. Pojava neobojenih zona oko kolonije dokaz su pektinazne aktivnosti
(Soares et al., 1999; Soriano et al., 2000).

Za dokazivanje produkcije vodonik sulfida (H,S), kao krajnjeg proizvoda katabolizma
proteina, peptida i aminokiselina, koristi se pepton-gvozde duboki agar (pepton 15 g 1"}, proteose
pepton 5 g I, feri amonijum citrat 0,5 g I, Na,S,03 0,08 g I'*, agar 15 g I'*), u koju je ubodom
zasejan mikroorganizam. U reakciji sa jonima gvozda, H,S formira crni, nerastvorljivi talog FeS.
Inkubacija traje 48 h na 30°C, nakon ¢ega se posmatra da li je doslo do promene boje podloge u

crno.

Produkcija celulaze ispitivana je na CMC agaru (karboksi metil celulozni agar) (Kasing,
1995). Period inkubacije je sedam dana na 28°C. Nakon inkubacije, petri kutije su prelivene
rastvorom Congo-red (1mg/cm3vode). Nakon petnaest minuta, Congo-red je odliven a petri kutije
su prelivene sa 1M rastvorom NaCl. Obezbojene zone oko kolonija dokaz su celulazne aktivnosti

mikroorganizma.

Sposobnost razgradnje ureje ispitivana je na podlozi po Kristensen (Govedarica i Jarak,
1999). Period inkubacije iznosi 24 h na 37°C. Pojava crvene boje indikatora u hranljivoj podlozi

dokaz je razgradnje ureje.

Sposobnost koriS¢enja citrata, kao izvora energije, odredivana je na Simonsovom
citratnom agaru (MgSO4x7H,0 0,2 g I, NHsH.PO, 1 g I*, K,HPO, 1 g I, Na-citrat 2 g I,
NaCl 5 g I"!, brom timolplavo 0,08 g I}, agar 15 g I™). Inkubacija se vrsi na 30°C 48h. Na osnovu

rasta i promene boje podloge iz zelene u plavu, odredeno je koji izolati mogu da koriste citrat.
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Produkcija piocijanina testirana je na Pseudomonas P agaru (bakto pepton 20 g I, DL-
alanin 2 g I, Na-citrat 10 g I'!, K,S04 8,6 g I'*, KCI 1,4 g I'*, MgS0,4 1,4 g I, glicerol 10 ml I,
agar 15 g I'™"). Plavo-zeleni pigment se razvija posle 6-7 dana inkubacije.

Za ispitivanje odnosa antagonizma izmedu ispitivanih bakterijskih izolata i pojedinih
gljiva (Fusarium sp., Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Sclerotinium sclerotiorum)
primenjena je metoda po Dennis and Webster (1971). Ispitivani izolati zasejani su uz ivicu petri-
kutije, na jednoj strani, na PDA (krompirov dekstrozni agar) podlozi. Na suprotnoj strani,
postavljeni su diskovi gljiva. Inkubacija je vrSena na temperaturi od 28°C. U kontrolnoj petri
kutiji postavljeni su samo diskovi gljiva, takode uz ivicu petri kutije. Nakon 5-7 dana, u
kontrolnoj i oglednoj petri kutiji meri se rast micelije gljiva. Inhibitorni uticaj izolata na gljivu
moZe se izraziti u procentima prema formuli po Vincent (1927): 1 (%) = (C-T) / C x 100, gde je I-
inhibicija; C-duzina micelije gljive u kontrolnoj petri kutiji; T- duzina micelije gljive u oglednoj

petri kutiji.

5.1.5. Produkcija materija rasta

Od Plant-Growt Promotion osobina ispitivane su: produkcija indol-sir¢etne kiseline
(IAA), egzopolisaharida, siderofora, HCN i sposobnost rastvaranja organskih i neorganskih

jedinjenja fosfora.

Produkcija indol siréetne kiseline (IAA) ispitivana je metodom po Gordon and Weber
(1951). Upotrebom Salkowski reagensa (FeCl3-HCIO,), utvrdena je produkcija IAA u medijumu
koji sadrzi 0, 200 pg ml™ i 500 pg ml™ L-triptofana. 100 pl suspenzije bakterija starosti 24h
preneto je u 100 ml podloge: bakterije roda Pseudomonas u podlogu King-B (King et al.,1954),
bakterije roda Bacillus u podlogu LB (Gerhardt et al. 1994; Sambrook and Russell, 2001).
Aktinomicete su gajene na podlozi PDA (krompirov dekstrozni agar), i potom su sa povrSine od
226,9 cm? sastrugane i prenete u 100 ml PDB (krompirov dekstrozni buljon) podloge. Da bi se
utvrdila koli¢ina produkovane IAA, nakon 24 i 48 h kod bakterija, odnosno 7 i 14 dana kod
aktinomiceta, 5ml suspenzije se centrifugira na 5 000 o/min u trajanju od 15 minuta. Jednom ml
supernatanta dodaje se 2 ml FeCls;-HCIO,4 reagensa. Nakon 25 minuta vrsi se oitavanje na UV-

spektrofotometru na 530 nm.
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Ispitivanje produkcije egzopolisaharida (sukcinoglukana) za bakterije Pseudomonas sp. i
Bacillus sp. izvrsena je po metodi Cote and Krull (1988) i Liu et al. (1998). Bakterije su gajene
na mesopeptonskom agaru (MPA) sa dodatkom 0,02% kalkofluor boje (Calcofluor White M2R,
Sigma) tokom sedam dana da bi se uocile jasne razlike u fluorescenciji. Efekat kalkofluor

fluorescencije ocitan je po Reed et al. (1991).

Sposobnost produkcije siderofora odredivana je po metodi Milagres et al. (1999)
upotrebom chrom-azurol agara (CAS agar). Prema ovoj metodi, CAS agar je smeSa dva rastvora
koji se pripremaju i steriliSu zasebno. Prvi rastvor sadrzi: 60,5 mg CAS, 50 ml vode, 10 ml
rastvora (1M FeCL3.6H,0, 10 mM HCI), 40 ml vodenog rastvora HDTMA
(heksadeciltrimetilamonium) (1,82 mg ml™). Drugi rastvor pripremljen je rastvaranjem 30,24 g
PIPES (1,4-piperazindietansulfonska kiselina) u 750 ml vode, 15 g agara i 12 g rastvora 50%
NaOH (pH se podesi na 6,8). Nakon sterilizacije rastvori se meSaju. Boja CAS agara je tamno
plava do zelena. U petri kutije razliju se hranljive podloge koje se nakon §to o¢vrsnu preseku na
pola i polovina izbaci. U praznu polovinu petri kutije sipa se CAS agar. Zasejavanje se vrsSi na
polovini na kojoj je hranljiva podloga, a prati se promena boje CAS agara na liniji razdvajanja
ove dve podloge. Promena boje iz plavo zelene u narandzasto crvenkasto dokaz je da

mikroorganizam produkuje siderofore.

Produkcija HCN ispitivana je na podlozi sledeéeg sastava: Tripton iz soje 30 g 1™, glicin
44 g I'', agar 15 g I"* (Frey-Klett et al., 2005). Nakon inokulacije na podlogu je postavljen
Whatman disk, koji je predhodno potapan u rastvoru sastava 0,5% pikrinska Kiselina i 2%
Na,COs. Period inkubacije iznosi 4 dana na 28°C. Promena boje diska iz Zute u narandzasto

braon boju dokaz je sposobnosti mikroorganizma da produkuje HCN.

Sposobnost mineralizacije organskih jedinjenja fosfora ispitivana je na podlozi Menkina,
modifikovanoj po Rodinoj (Menkina, 1963). Sposobnost izolata da solubilizuju neorganske
fosfate ispitivana je na podlozi po Pikovskaya (Pikovskaya, 1948). Nakon 5 dana inkubacije na
28°C, pojava providnih zona oko kolonija dokaz su sposobnosti mikroorganizma da rastvara

fosfate.
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Na osnovu dobijenih rezultata u prvom delu istraZivanja, za ispitivanje efekta inokulacije
na mikrobiolosku aktivnost rizosfernog zemljiSta i prinos biljke, odabrana su tri izolata, po jedan
iz svakog roda (Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces).

5.2. ISPITIVANJE EFEKTA INOKULACIJE NA MIKROBIOLOSKU
AKTIVNOST RIZOSFERNOG ZEMLJISTA

5.2.1. Broj mikroorganizama

Broj mikroorganizama odredivan je metodom agarnih plo¢a na odgovarajucim
selektivnim hranjivim podlogama (Wollum, 1982.). Zasejavanje svih grupa mikrooganizama
vrseno je sa 0,5 ml, a za azatobakter 0,2 ml suspenzije zemljiSta iz odgovarajuceg razredenja.

Odredivane su slede¢e grupe mikroorganizama:

Ukupan broj mikroorganizama na podlozi prema Poshon i Tardieux (1962), iz 107
razredenja;
- Gljive na Chapek- Dox agaru, (Shalau,2000.), iz 10* razredenja;
- Aktinomicete na sintetickom agaru Waksman-Carey (Shalau,2000.), iz 10 razredenja;
- Oligonitrofilne bakterije na Fjodorovoj podlozi (Anderson i Domsch, 1958.), iz 107
razredenja;
- Amonifikatori na meso-peptonskom agaru, iz 10~ razredenja;
- Broj roda Azotobacter na podlozi Fjodorova (Anderson i Domsch,1958), iz 107
razredenja;
Mikroorganizmi su inkubirani na temperaturi od 28°C. Period inkubacije za ukupan broj
mikroorganizama i aktinomiceta iznosio je sedam dana, za gljive pet dana, Cetiri dana za

oligonitrofile, tri dana za aminoheterotrofe i dva dana za azotobakter.
5.2.2. Dehidrogenazna aktivnost

Dehidrogenazna aktivnost zemljiSta odredivana je spektrofotometrijskom metodom po

Lenhard (1956), modifikovanoj po Thalmann (1968).
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Metoda se zasniva na sposobnosti enzima dehidrogenaze da vodonik sa supstrata prenosi
na bezbojni 1.3.5.- trifeniltetrazolijum-hlorid (TTC), pri ¢emu ga redukuje i prevodi u crveno
obojeni trifenil-formazan (TPF). Aktivnost dehidrogenaze odreduje se na osnovu merenja
inteziteta crvene boje TPF-a.

Reagensi:

0,15M TTC: priprema se u 0,1M Tris (hidroximethylaminomethan- C4H1103N) puferu
(pH 7,4).

Rastvor za ekstrakciju se priprema od acetona i ugljentetra-hlorida u odnosu 9:1.

Rastvor TPF za standardnu krivu: za zemljiSta bogatija organskom materijom standardna
kriva se pravi sa ve¢im, a za siromasnija zemljiSta sa manjim vrednostima TPF. Najcesce se
koristi 0.25 do 5 ug TPF. TPF se rastvara u rastvoru za ekstrakciju i tris-puferu u odnosu 4:1, a
koriste se odmerne tikvice od 50 do 100ml.

Postupak:

Odmeri se 10 g vazdus$no suvog zemljista prosejanog kroz sito pre¢nika rupica 2 mm i
prenese u tamne boce od 100 ml, doda se 10 ml 0.5% rastvora TTC u Tris- puferu, promesa i
inkubira 24 Casa u termostatu na 30°C. Uporedo se na inkubaciju stavlja kontrolni uzorak (slepa
proba) koji sadrzi samo rastvor TTC u Tris-puferu, a ne sadrzi zemljiSte. Nakon inkubacije u
uzorke i u kontrolu se doda 40 ml rastvora za ekstrakciju da bi se ekstrahovao TPF, promucka se i
inkubira jo§ dva Casa na sobnoj temperaturi i profiltrira. Zapremina filtrata treba da bude
identi¢na zapremini rastvora koji se koriste za pravljenje standardne krive. Oc¢itavanje se vrsi na
slede¢i nacin : u jednu kivetu se sipa slepa proba, a u druge dve filtrat. Prvo se slepa proba stavi
na talasnu duzinu od 546 nm i skala se podesi na 0 (tako se izvrSi korekcija izmerenih vrednosti
za uzorak). Nakon toga se ocitava intezitet crvene boje (ekstinkcija) uzoraka. Ocitane vrednosti
se uporeduju sa ocitanim vrednostima na standardnoj krivi. Odredivanje dehidrogenaze treba
vrsiti u poluzamracenim prostorijama jer je TPF fotolabilno jedinjenje.

Aktivnost dehidrogenaze izrazava se u ug TPF na g zemljista.
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5.2.3. Pracenje brojnosti mikroorganizama introdukovanih grupa u rizosferi engleskog

ljulja

U toku prve i treCe godine istrazivanja pracena je brojnost mikroorganizama
introdukovanih grupa.

Nakon tre¢eg otkosa, na osnovu predhodno utvrdenih morfoloskih 1 fizioloSko-
biohemijskih osobina izolata, odredivana je brojnost bakterija Pseudomonas sp. (na podlozi
King-B), Bacillus sp. (na podlozi L-agar), Streptomyces sp. (na sintetickoj podlozi) i gljive
Trichoderma asperellum (na Capekovoj podlozi).

Brojnost mikroorganizama introdukovanih grupa na kraju vegetacione sezone biljke,
uporedivana je sa brojem mikroorganizama u kontrolnoj posudi i brojem unetih ¢elija prilikom

setve.

5.4. ISPITIVANJE EFEKTA INOKULACIJE NA PARAMETRE
PRINOSA BILJKE

5.4.1. Sorta Engleskog ljulja
Ispitivanja su vrSena na sorti engleskog ljulja Calibra.
5.4.2. Varijante ogleda
Pre setve engleskog ljulja u posude je uneto po 50 ml inokuluma:

- Pseudomonas sp. (10° éelija u ml)

- Bacillus sp. (10° éelija u ml)

- Streptomyces sp. (10° ¢elija u ml)

- Trichoderma asperellum (10° ¢elija u ml)

- Kontrola - bez inokulacije

Za potrebe istrazivanja koriS¢ene su Micerlihove posude, zapremine 10 litara. Na dno
suda stavljen je Sljunak granulacije od 6 do 11 mm koji je imao ulogu drenaze i sudovi su
dopunjeni zemljistem do 2 cm ispod vrha suda. Na inokulisanu povrsSinu zemljista zasejano je po

0,1 g semena Engleskog ljulja (Lolium perenne Calibra).
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5.4.3. Tip zemljista

Zemljiste koje je koriS¢eno u ogledu je neutralne do slabo-bazno (pH u KCI je 7,59)

reakcije, sa visokim sadrzajem azota (0,3%), dobro snabdeveno karbonatima, fosfatima i

kalijumom (Tab.2).

Tabela.2. Fizicko-hemijske karakteristike zemljiSta

pH Humus |N CaCO3 |mgP,0s |mgK,0
Zemljiste
uvodi |[uKCl |% % % ulo0g |ul00g
¢ernozem 8,11 7,59 4,51 0,3 3,53 20,89 19,68
5.4.4. Ispitivanje uticaja izolata na klijanje semena i duzinu klice

U laboratorijskim uslovima ispitivan je uticaj inokulanata na klijanje semena i duZinu
klice. Pre inokulacije je izvrSena sterilizacija semena 70%-nim etanolom i 0,1% rastvorom HgCl,
1 ispiranje sterilnom vodom. Zatim su semena potopljena u toku 3 sata u inokulum, nakon ¢ega su
postavljeni na filter-hartiju na naklijavanje.

Po 100 semena engleskog ljulja inokulisanih odgovaraju¢im izolatom naklijavano je u
tami, na 22°C. Ocitavanja su vr$ena nakon 5 i 14 dana.

5.4.5. Ispitivani parametri prinosa

U toku godine, uzimana su tri otkosa (prolece, leto, jesen) 1 pri tome su
odredivani slede¢i parametri prinosa:

- Duzina nadzemnog dela biljke (cm)

- Duzina korena (cm)

- Prinos zelene mase nadzemnog dela biljke po otkosu (t ha™)

- Prinos suve mase nadzemnog dela biljke po otkosu (t ha™)
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5.4. STATISTICKA OBRADA DOBIJENIH REZULTATA

Statisticka obrada podataka izvrSena je koriS¢enjem programa STATISTIKA 10
(Hamburg, Nemacka). Znacajnost razlike izmedu primenjenih tretmana odredena je na osnovu
FiSerovog LSD testa.
Sve fotografije u radu su originalne.
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6. REZULTATI ISTRAZIVANJA

6.1. KARAKTERIZACIJA MIKROORGANIZAMA 1Z RIZOSFERE ENGLESKOG
LJULJA

6.1.1. Morfoloske karakteristike ¢elije i kolonije Pseudomonas sp., Bacillus sp.,

Streptomyces sp. i Trichoderma asperellum

Bakterije roda Pseudomonas su Stapicaste, veli¢éine 0,7-1 um x 0,2 — 4 um,
gramnegativne, aerobne. Nemaju kapsulu i ne stvaraju spore (Tabela 3) (Slika 5). Kolonije ovih
bakterija rastu na podlozi King B, okruglog su oblika i srednje veli¢ine. Profil kolonije je blago
ispupcen, povrsina sjajna i glatka (Tabela 4) (Slika 6). PoloZaj kolonije na podlozi je povrsinski,
boja krem, ivica kolonije je ravna, blago zupcCasta, struktura homogena. Kod sva tri izolata (P1,
P12, P9) utvrdena je sposobnost produkcije pigmenta fluorescina. Nijedan od ispitivanih izolata

nije produkovao plavo-zeleni pigment (piocijanin).

Slika 5. Pseudomonas sp. P12 Slika 6. Kolonija Pseudomonas sp.P12
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Tabela 3. Morfoloske karakteristike ¢elija izolata

Izolati Oblik éelije Pokretljivost Celijski zid Spore

P1 Stapicaste Da G Nema
P12 Stapicaste Da G Nema

P9 Stapicaste Da G Nema

Bl Stapicaste Da G Centralne
B3 Stapicaste Da G Centralne
B6 Stapicaste Da G’ Centralne
Al koncaste - G U lancima
A2 koncaste - G’ U lancima
A3 koncaste - G U lancima
Trichoderma Koncast, septiran | - - konidije
asperellum

P1,P12,P9 — izolati

roda Streptomyces;

roda Pseudomonas; B1,B3,B6 — izolati roda Bacillus; A1,A2,A3 — izolati

Bakterije roda Bacillus su Stapicastog oblika, veli¢ine oko 0,3 — 2,2 um x 1,2 — 7,0 pm,

gram pozitivne (Slika 7). Formiraju spore koje su centralne. Kolonije rastu na L-agaru. Okruglog

su oblika, srednje veliCine. Profil je ravan a povrSina glatka do blago naborana. Polozaj na

podlozi je povrSinski. Ivica kolonije je ravna do talasasta, struktura homogena, boja krem do
svetlo Zuta (Slika 8).

Slika 7.

Bacillus sp.B1

Slika 8. Kolonija Bacillus sp.B1
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Tabela 4. MorfoloSke karakteristike kolonije izolata

Izolati Oblik lvica Povrsina Boja PolozZaj
kolonije kolonije kolonije kolonije kolonije

P1 Okrugao Ravna Glatka-sjajna | Krem PovrSinski

P12 Okrugao Zupcasta Glatka Krem PovrSinski

P9 Okrugao Zupdasta Glatka-Sjajna | Krem Povrsinski

Bl Nepravilan Talasasta Naborana Svetlo Zuta Povrsinski

B3 Okrugao Ravna Naborana Svetlo Zut PovrSinski

B6 Nepravilan Talasasta Naborana Krem Povrsinski

Al Okrugao- Zupcasta Rapava Tamno zelena | PovrSinski
nepravilan

A2 Okrugao- Talasasta Rapava Svetlo plava | PovrSinski
nepravilan

A3 Okrugao- Talasasta Rapava Bela Povrsinski
nepravilan

Trichoderma | Okrugao Koncasta Rastresita Zelena PovrSinski

asperellum

P1,P12,P9 — izolati roda Pseudomonas; B1,B3,B6 — izolati roda Bacillus; A1,A2,A3 — izolati

roda Streptomyces;

Celije roda Streptomyces su kon&aste, gram pozitivne. Kolonije su évrste konzistencije,
okrugle do nepravilnog oblika, sa talasastom ivicom, rapave povrsine, razli¢itih boja. Formiraju

supstratni, nadsupstratni i vazdusni micelijum, na kome se stvaraju spore u nizovima (Slika 9).

Slika 9. Kolonije izolata roda Streptomyces sp.
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Trichoderma asperellum ima septiranu hifu. Stvara zelenkast micelijum, a konidije su
okrugle i li¢e na plod maline (Slika 10).

Slika 10. Trichoderma asperellum

6.1.2. FizioloSke osobine izolata

Mikroorganizmi su u svojoj zivotnoj sredini neprekidno izlozeni Cestim 1 brzim
promenama spoljasnjih uslova $to se odrazava na brzinu rasta i broj jedinki u populaciji.

U ovim istraZivanjima ispitivan je odnos izolovanih mikroorganizama prema razli¢itim
izvorima ugljenika. Takode ispitivan je 1 uticaj temperature, koncentracije vodonikovih jona,

NaCl, teskih metala, antibiotika i pesticida na rast i prezivljavanje izolata.
Koriscenje razlicitih izvoria ugljenika

U svojoj ishrani bakterije koriste veoma razli¢ite izvore ugljenika. Za ispitivanje odnosa
izolovanih mikroorganizama prema izvoru ugljenika koriSteni su slede¢i Seceri: glukoza,
galaktoza, fruktoza, saharoza, laktoza i ksiloza.

Utvrdeno je da izolati roda Pseudomonas kao izvor ugljenika koriste sve ispitivane Secere,

osim laktoze (Tabela 5).
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Slika 11. KoriS$¢enje razlicitih izvora Secera

(a) laktoza; negativna reakcija; (b)- saharoza; pozitivna reakcija

Izolati roda Bacillus kao izvor ugljenika koristili su glukozu, fruktozu i ksilozu. lzolat B6
nije koristio ksilozu.

Tabela 5. Rast na razli¢itim Se¢erima

Izolati Glukoza | Galaktoza | Fructoza Saharoza | Laktoza Ksiloza
P1 + ) ) ) - )
P12 + + + + - +
P9 + + + + - +
B1 + - + - - +
B3 + - + - - +
B6 + - + - - -
Al + + + + - +
A2 + + - - + -
A3 + + + + - +

+ pozitivna reakcija; - negativna reakcija

Aktinomicete Al i A3 kao izvor ugljenika Kkoristile su sve Secere osim laktoze, dok je
izolat A2 koristio glukozu, galaktozu i laktozu.

Uticaj kiselosti, osmotskog pritiska i temperature na rast izolata
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Kiselost (pH reakcija) je jedan od najvaznijih hemijskih ¢inilaca spoljasnje sredine. Za
svaku vrstu mikroorganizama postoji optimalna koncentracija vodonikovih jona. Acidofilni
mikroorganizmi za svoje razvi¢e zahtevaju kiselu, neutrofilni neutralnu a alkalofilni baznu
sredinu.

Ispitivan je uticaj razli¢itih koncentracija vodonikovih jona na izolate i to: pH 4, 5, 6 1 7.
Na podlozi ¢ija je pH bila 4, nijedan izolat nije rastao. Na pH 5, svi izolati roda Pseudomonas,
kao 1 aktinomicete Al i A2, su rasli. Na podlogama ¢ija je pH bila 6 i 7, svi izolati su imali

optimalan rast (Tabela 6).

Tabela 6. Odnos izolata prema razli¢itim vrednostima pH, koncentracijama NaCl i temperaturi

pH podloge NaCl (%) T (°C)

Izolati | 4 5 6 7 3 5 7 3 13 28 37 45

P1 - ++ ++ ++ ++ ++ - + ++ ++ ++ +
P12 - ++ ++ ++ ++ ++ - + ++ ++ ++ +
P9 - ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++ ++ +
B1 - - -+ + -+ + -+ - + -+ + +
B3 - - ++ ++ ++ ++ - - ++ ++ ++ +
B6 - - ++ ++ ++ ++ + - ++ ++ ++ +
Al - ++ ++ ++ ++ ++ +++ - ++ ++ ++ -
A2 - ++ ++ ++ ++ ++ + - + ++ ++ -
A3 - - ++ ++ ++ + + - + ++ ++ -

- ne raste; + minimalan rast; ++ optimalan rast; +++ obilan rast

Osmotski pritisak je jedan od veoma promenljivih faktora spoljas$nje sredine koji utice
na zivot mikroorganizama. U zemljiSnom rastvoru nalaze se mnoga mineralna, organska i
organsko-mineralna jedinjenja, koloidne disperzije, kao i izvesna koli¢ina rastvorenih gasova.
Osmotski pritisak zemljiSnog rastvora se povecava sa povecanjem koncentracije hemijskih
jedinjenja 1 stepena njihove disocijacije, a smanjuje sa povecanjem sadrzaja vode. Usvajanje vode
iz zemljisnog rastvora od strane mikroorganizama mogu¢ je jedino ako je osmotski pritisak u
¢eliji mikroorganizama veci od osmotskog pritiska zemljiSnog rastvora.

Uticaj osmotskog pritiska na rast izolata ispitivan je dodavanjem razli¢itih koli¢ina NaCl.
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Na podlogama koje su sadrZzavale 3% i 5% NaCl, svi izolati su imali optimalan rast
(Tabela 6). Na podlozi sa 7% NaCl optimalan rast imali su izolati P9 i B1. Na istoj podlozi
minimalan rast utvrden je kod izolata aktinomiceta A2 i A3, dok je obilan, stimulisan rast utvrden

kod izolata Al.

Temperatura je vazan fizicki faktor spoljaSnje sredine za mikroorganizme. Toplota
zemljiSta uti¢e na rast i razmnozavanje mikroorganizama jer mikroorganizmi direktno zavise od
temperature spoljne sredine s obzirom da nemaju sposobnost toplotne regulacije svoje Celije.
Optimane temperature na kojima se mikroorganizmi razvijaju i rastu veoma su razlicite i krecu se
od 0 do 75°C. Svaki mikroorganizam ima svoju optimalnu, minimalnu i maksimalnu temperaturu
za rast. Prema optimalnim temperaturama za rast svi mikroorganizmi se mogu podeliti na
psihrofile, koji zahvaljuju¢i otpornosti njihovih enzima, transportnom sistemu elektrona i
mehanizmu sinteze proteina, zive na temperaturi ispod 16°C, mezofilne koji najbolje rastu na
temperaturama izmedu 28-38°C i termofilne koji Zive na temperaturama iznad 50°C.

Izolati roda Pseudomonas su imali optimalan rast na temperaturama 13, 28 i 37°C (Tabela
6). Na temperaturama 3 i 45°C utvrden je minimalan rast ovih bakterija.

Kod izolata roda Bacillus na temperaturama 13, 28 i 37°C rast je bio optimalan.
Utvrdeno je potpuno odsustvo rasta na 3°C, dok je na 45°C rast bio minimalan.

Rast sva tri izolata roda Streptomyces je izostao na temperaturi od 3 i 45°C. Na
temperaturama 13, 28 i 37°C rast je bio optimalan za izolat Al. Izolati A2 i A3 imali su
optimalan rast na temperaturama 28 i 37°C , dok je na temepraturi od 13°C utvrden minimalan

rast.

Uticaj teSkih metala na rast izolata

Utvrdeno je da ispitivane koncentracije rastvora metala nisu imale inhibitorno dejstvo ni
na jedan izolat, osim kadmijuma, koji je pri koncentraciji 102 mol/dm?® inhibitorno delovao na

izolate Bacillus-a (Tabela 7).
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Tabela 7. Uticaj teSkih metala na rast izolata

Mangan Kadmijum Olovo
olldm® | 10° | 10" | 10° 10” 10 10° 10” 10" | 10°

Izolati

P1 - - - - - - - - -
P12 - - - - - - - - -
P9 - - - - - - - - -
B1 - - - o - - - - -
B3 - - - +++ - - - - -
B6 - - - ++ - - - - -
Al - - - - - - - - -
A2 - - - - - - - - -
A3 - - - - - - - - -

- Bez zone; + zona od 1-5mm; ++ zona od 5-10mm; +++ zona vec¢a od 10 mm;

Najveca zona izmerena je kod izolata B3, gde je zona inhibicije bila ve¢a od 10 mm

(Slika 12).

(zone inhibicije rasta)
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Uticaj antibiotika na rast izolata

Za ispitivanje rezistentnosti izolata na antibiotike koriSteni su diskovi sa odredenim
antibioticima u razli¢itim koncentracijama. Efekat primene antibiotika na rast izolata bio je

razli¢it, a zavisio je od vrste izolata, vrste i koncentracije antibiotka.

Na antibiotik Ampicilin, na koncentracije 10 i 25 pg ml™, bili su rezistentni sojevi P1,
P12 1 B3 (Tabela 8). Sojevi Al i A3 su bili rezistentni na manju koncentraciju. Najveéa zona

inhibicije utvrdena je kod sojeva P9 i A2 pri koncentraciji od 25 pg ml™ (Slika 13).

Slika 13. Uticaj razlicitih antibiotika na rast izolata Bacillus sp. B3

(a- zona inhibicije; b- bez zone inhibicije)

Antibiotik neomicin, koncentracije 10 i 30 pg ml™, inhibitorno je delovao na sve izolate
(Tabela 8). Najvece zone inhibicije su izmerene kod sva tri izolata aktinomiceta. Najmanje zone
inhibicije izmerene su kod izolata P9.

Utvrdeno je da antibiotik eritromicin u koncentracijama 5 i 15 pg mlI™ nema inhibitorno
dejstvo na sojeve pseudomonasa. Najve¢a zona inhibicije izmerena je kod izolata A2 pri

koncentraciji antibiotika od 15 pug ml™.
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Tabela 8. Otpornost izolata na antibiotike

Izolati | Amp.1 | Amp.2 | Neo.l | Neo.3 | Ery. | Ery.l | Str.1 | Str.30 | Chl | Kan
0* 5 0 0 5 5 0 0

P1 - - + ++ - - + ++ - ++
P12 - - + ++ - - + +++ + | +++
P9 + ++ + + - - + ++ + +
B1 + + + ++ + ++ + + ++ ++
B3 - - + ++ + + + + + ++
B6 + + + ++ + ++ ++ +++ +++ | ++
Al - + +++ +++ + + ++ +++ + | +++
A2 + ++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ ++ | +++
A3 - + +++ +++ + + ++ +++ + | +++

*Amp.- ampicilin; Neo.-neomicin; Ery.-eritrimicin; Str.-streptomicin; Chl.-hloramfenimkol;

Kan.- kanamicin;
- bez zone inhibicije; + zona od 1-5mm; ++ zona od 5 -10 mm; +++ zona veca od 10 mm,;
Streptomicin, koncentracije 10 i 300 ug ml™, inhibitorno je delovao na sve izolate, pri
¢emu je veca koncentracija ovog antibiotika snaznije delovala. Najvece zone inhibicije utvrdene
su kod izolata P12, B6, Al, A2 i A3. Kod izolata A2, streptomicin je snazno delovao i svojom
manjom koncentracijom.
Hloramfenikol i kanamicin, koncentracije 30 pg ml™, imali su inhibitorno dejstvo na sve
izolate, osim antibiotika hloramfenikol na izolat P1, gde je utvrdena rezistentnost. Najvece zone
inhibicije utvrdene su kod izolata B6, kod antibiotika hloramfenikol, i izolata P12, A1, A2 i A3,

kod antibiotika kanamicin.
Uticaj pesticida na rast izolata
Uticaj pesticida na mikroorganizme u zemljiStu moze biti inhibitoran, stimulativan ili bez

efekta. Ako se koriste po propisu, vecina pesticida ima mali efekat na mikroorganizme u

zemljiStu. Prema nameni dele se na insekticide, mikrobicide i herbicide.
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Za ispitivanje uticaja pesticida na izolate odabrana su tri herbicida, koji se primenjuju na
Sirokolisne korove. To su herbicidi: metribuzin, oksifluorfen i bentazon. Ispitivan je uticaj
preporucene doze, doze koja je 10 i 100 puta veéa od preporucene.

Utvrdeno je da preporucene doze ispitivanih herbicida nisu imale inhibitorni uticaj na rast
izolata (Tabela 9).

Herbicid Metribuzin, inhibitorno je delovao na rast izolata P9, B1 i A3 koncentracijom
deset puta vecom od preporucene (Slika 14 a). Zone inhibicije rasta su bile precnika do 5 mm.
Koncentracija sto puta veca od preporucene inhibitorno je delovala na rast svih izolata. Zone
inhibicije rasta bile su pre¢nika do Smm, osim kod izolata B3, gde je izmerena zona inhibicije

bila ve¢a od S5Smm.

Tabela 9. Uticaj pesticida na rast izolata

Metribuzin Oksifluorfen Bentazon
Izolati Prep.=g 10x 100x Prep. 10x 100x Prep. | 10x 100x
P1 - + + - + ++ - + +
P12 - + + - + + - + ++
P9 - - + - + ++ - - +
B1 _ _ n _ _ n i i ——y
B3 - + ++ - + ++ - - -
B6 - + + - - + - + +
Al - + + - + + - - +
A2 - + + - + + - - +
A3 - - + - + + - + +

*Prep.- preporucena koncentracija; 10x — koncentracija deset puta veca od preporucene; 100x —

koncentracija sto puta vec¢a od preporucene

- bez zone inhibicije; + zona inhibicije od 1-5mm; ++ zona inhibicije veca od 5 mm; ***

stimulacija rasta

Herbicid oksifluorfen pri koncentraciji deset puta vec¢oj od preporucene, inhibirao je rast

svih izolata osim izolata B1 1 B6. Zone inhibicije su bile precnika do Smm. Pri koncentraciji sto
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puta vecoj od preporucene, inhibiran je rast svih izolata. Najvece zone inhibicije izmerene su kod

izolata P1, P9 i B3 (vece od 5 mm).

Slika 14. Uticaj pesticida na rast izolata

('a- metribuzin, zona inhibicije rasta ; b- bentazon, zona stimulacije rasta)

Herbicid Bentazon je pri koncentraciji deset puta vecoj od preporucene inhibitorno
delovao samo na izolate P1, P12, B6 1 A3. Prec¢nik zone inhibicije bio je do Smm.
Koncentracijom sto puta ve¢om od preporucene, bentazon je inhibitorno uticao na rast svih
izolata, osim izolata B3 i B1. Najveca zona inhibicije izmerena je kod izolata P12. Kod izolata
B1, oko diska uocen je intezivniji rast izolata, Sto znac¢i da je herbicid pri ovoj koncentraciji

stumulisao rast bakterija (Slika 14 b ).

6.1.3. Biohemijske osobine izolata

Biohemijske osobine su karakteristika svake vrste, te je ispitivanje ovih osobina vrlo
efikasan nacin za identifikaciju mikroorganizama.

Neki mikroorganizmi imaju sposobnost sinteze i oslobadanja ekstracelularnih enzima,
(egzoenzima) kojima razgraduju molekule proteina, lipida, polisaharida i dr. Mikroorganizmi koji
produkuju egzoenzime se nalaze u zemljiStu i vrlo su vazni za procese razgradnje organskih

materija. Vazni egzoenzimi su ureaze, proteaze, lipaze, amilaze, pektinaze i celulaze.
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Produkcija ureaze i Zelatinaze

Ureaza (E.C. 3.5.1.5) je kompleksan enzim koji katalie hidrolizu uree u amonijak i
ugljendioksid. Ovaj enzim omogucava mnogim zemljiSnim mikroorganizmima (gljivama,
kvascima, aktinomicetama, cijanobakterijama, bakterijama) da koriste ureu kao izvor azota
(Hasan, 2000; Toffanin i sar., 2002). Ureoliticke bakterije zahvaljuju¢i enzimu ureazi razlazu
ureu na NH," i ugljen-dioksid, dovodeéi do alkalizacije hranljive podloge. U ovim istrazivanjima
utvrdeno je da svi ispitivani izolati produkuju ureazu i razlazu ureu do amonijaka i ugljen-
dioksida, osim gljive Trichoderma asperellum (Tabela 10). Pojava crvenkaste boje indikatora u
hranljivoj podlozi dokaz je razgradnje ureje (Slika 15).

Slika 15. Produkcija ureaze ( Pseudomonas sp. P9)

Neke bakterije sintetiSu ekstracelularne proteaze koje razgraduju proteine do peptida.
Peptidi mogu biti dalje razgradeni do aminokiselina ekstracelularnim peptidazama ili
transporotovani u ¢eliju. Bakterije roda Pseudomonas i Bacillus, kao i aktinomicete sintetiSu
ekstracelularne proteaze. Proteoliticka sposobnost bakterija testira se na podlogama koje sadrze

Zelatin.
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Slika 15. Produkcija Zelatinaze

U ovim istrazivanjima utvrdeno je da svi izolati roda Bacillus i svi izolati aktinomiceta
imaju sposobnost da hidrolizuju Zelatin (Tabela 10) (Slika 16). Izolat P12 je jedini izolat iz roda

Pseudomonas koji vrsi hidrolizu Zelatina, dok ostala dva soja nemaju tu sposobnost.

Tabela 10. Produkcija ekstracelularnih enzima

Izolati Ureaza | Zelatinaza | Proteaza | Lipaza | Amilaza | Pektinaza | Celulaza
P1 + - - + - - -
P12 + + - + - - +
P9 + = - - - - +
B1 + + - + - - -
B3 + + - + + - -
B6 + + - + + - +
Al + + - + - - +
A2 + + + - - - +
A3 + + - + - - +
Trichoderma

asperellum ) ¥ ) ¥

+ pozitivna reakcija; - negativna reakcija
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Produkcija lipaze i amilaze

Lipidoliticke bakterije imaju sposobnost da stvaraju lipazu koja razlaze masti na glicerol i
masne kiseline.

Svi ispitivani izolati, osim izolata P9 i A2, pokazali su sposobnost razlaganja masti,
odnosno produkcije ekstracelularnih lipaza (Tabela 10).

Sposobnost bakterija da vrSe hidrolizu skroba do oligosaharida i maltoze zasniva se na
njihovoj sposobnosti da sintetiSu jedan specifican egzoenzim, amilazu. Neke bakterije imaju
sposobnost da hidrolizuju skrob, a druge ne, te je odredivanje ove metabolicke karakteristike
vazno za njihovu karakterizaciju.

Sposobnost da hidrolizuju skrob imali su izolati iz roda Bacillus, B3 i B6, dok kod ostalih
izolata nije utvrdena pozitivna reakcija (Slika 17). Takode, za gljivu Trichoderma asperellum

utvrdena je sposobnost da produkuje amilazu (Tabela 10).

Slika 17. Produkcija amilaze izolata Bacillus sp.B3 (zona aktivnosti amilaze)
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Produkcija pektinaze i celulaze

Pektinolitski mikroorganizmi sintetiSu enzime pektinaze koji vrSe razlaganje pektina. U
aerobnim uslovima transformaciju vrse gljive i bakterije, dok u anaerobnim samo bakterije.

Nijedan ispitivani izolat nije imao sposobnost razlaganja pektina, odnosno sposobnost
sinteze enzima pektinaze (Tabela 10).

Transformacija celuloze predstavlja vrlo znacajan proces u zemljistu. S obzirom da
najveci deo celokupne sveze organske materije otpada na ovaj polisaharid njegova razgradnja je
od presudnog znacaja za stvaranje humusa. Raznovrsni mikroorganizmi imaju sposobnost
razgradnje celuloze u zemljiStu. U ovim istrazivanjima najvecu celulaznu aktivnost pokazali su
izolati aktinomiceta (Tabela 10). Obezbojene zone oko kolonije-dokaz celulazne aktivnosti (Slika
18).

Slika 18. Produkcija celulaze

a) Streptomyces sp. A2; b) Streptomyces sp. Al

Pojedini izolati iz rodova Pseudomonas i Bacillus (P12, P9 i B6) su takode pokazali
celulaznu aktivnost, ali je ona bila slabija u odnosu na izolate aktinomiceta. Kod izolata P1, Bl i
B3 ona nije utvrdena (Tabela 10).

Utvrdeno je da Trichoderma asperellum produkuje celulazu, ali ne i pektinazu (Slika 19).
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Slika 19. Produkcija celulaze kod Trichoderma asperellum

Produkcija proteaze

Kao krajnji produkt katabolizma proteina, peptida i amonokiselina od strane bakterija
moZe da se izdvoji gas vodonik-sulfid (H2S). Ovaj gas u reakciji sa jonima gvozda formira crni,

nerastvorljivi talog (FeS).

Slika 20. Produkcija vodonik-sulfida (crni talog)

U ovim istrazivanjima samo je kod jednog izolata aktinomiceta (A2) utvrdeno
oslobadanje vodonik-sulfida u vidu stvaranja crnog taloga gvozda-sulfida, FeS (Tab 10) (Slika
20).
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Koriséenje citrata

Za transport molekula kroz citoplazmati¢nu membranu u ¢eliju neophodni su specifi¢ni
membranski proteinski kompleksi oznaceni kao permeaze. Nakon ulaska u ¢eliju mali molekuli
bivaju ukljuceni u ¢elijski metabolizam i iskori$¢eni kao izvor energije ili kao gradivni elementi
za sintezu specifi¢nih ¢elijskih makromolekula.

Neke bakterije su sposobne da kao izvor energije koriste citrate, zahvaljuju¢i posedovanju
specifi¢nih enzimskih sistema za njihov transport i katabolizam.

Promena boje podloge iz zelene u plavu sluzi kao dokaz da mikroorganizam Koristi citrate
za izvor energije. U ovim istrazivanjima svi izolati roda Pseudomonas i Bacillus, kao i jedan
izolat aktinomiceta (A1), su imali sposobnost da Kkoriste citrate iz podloge, dok kod ostala dva

izolata aktinomiceta ta sposobnost nije bila utvrdena (Slika 21).

Slika 21. Sposobnost koris¢enja citrate

(a-kontrola; b-izolati)
Uticaj izolata na rast pojedinih gljiva

Utvrdeno je da ispitivani izolati nisu imali inhibitorno dejstvo na rast gljiva, osim jednog

izolata roda Bacillus i gljive Trichoderma asperellum (Tabela 11).
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Tabela 11. Inhibitorni uticaj izolata i gljive Trichoderma asperellum na rast pojedinih gljiva

Gljive | Fusarium sp. | Aspergillus niger | Aspergillus flavus | Sclerotinium
Izolati sclerotiorum

P1 - - - -

P12 - - - -

P9 - - - -

B1 + - + -

B3 - - - -

B6 i i i -

Al - - - -

A2 - - - -

A3 - - - -

Trichoderma + + + +

asperellum

+ inhibitorni uticaj na rast gljive; - bez uticaja na rast gljive

Izolat B1 je inhibitorno delovao na Fusarium sp. i Aspergillus flavus. Rast Fusarium sp.
bio je za 52,8%, a rast Aspergillus flavus za 60% slabiji u oglednoj petri kutiji u odnosu na rast
gljive u kontrolnoj (Slika 22).

Slika 22. Antagonisticki odnosi izolata B1 i gljiva (Aspergillus flavus, Fusarium sp.) (zone
inhibicije rasta)
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Trichoderma asperellum je pokazala antagonisti¢ki odnos prema gljivama Fusarium sp.,
Aspergillus niger, Aspergillus flavus i Sclerotinium sclerotiorum. (Slika 23). Svojim brzim
rastom, Trichoderma asperellum je onemogucdila rast i razvoj gljiva , dok su se u kontrolnoj petri-

kutiji nesmetano Sirile po celoj povrsini.

kontrola

kontrola

Slika 23. Antagonizam gljive Trichoderma asperellum prema Aspergillus niger i Fusarium sp.

6.1.4. Plant growth promotion (PGP) osobine

Od PGP osobina ispitivane su: produkcija indol-siréetne kiseline (IAA), egzopolisaharida,
siderofora, HCN i sposobnost rastvaranja organskih i neorganskih jedinjenja fosfora.

Produkcija indol-siréetne kiseline (IAA)

Svi izolati su produkovali indol-sir¢etnu kiselinu u podlozi u kojoj nije bio dodat L-
triptofan. Produkcija IAA se kretala u rasponu od 0,71 — 16,93 pg ml™. Kao najbolji producent
IAA pokazao se izolat B6 (Bacillus sp.) (Tabela 12). Najslabiji producenti bili su izolati
aktinomiceta.

Kod svih izolata produkcija IAA u podlozi sa dodatkom L-triptofana bila je vec¢a od one u
podlozi u kojoj nije bio dodat.

Nakon 24 h, u podlozi u kojoj je bilo dodato 200 pg ml™* L-triptofana, produkcija IAA
kretala se u rasponu od 3,18 — 19,75 pug ml™, pri ¢emu je najmanja koli¢ina produkovane IAA
utvrdena kod izolata P1. Najveca kolic¢ina produkovane A A utvrdena je kod izolata B3- 19,75 g
ml™. Nakon 48 h, u istoj podlozi, produkcija IAA se kretala u rasponu od 26,89 do 5,11 pg ml™.

Najveca koli¢ina produkovane IAA utvrdena je kod izolata B3, a najmanja kod izolata P9.
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Tabela 12. Produkcija Indol-siréetne kiseline (IAA) (ug ml™)

Produkcija IAA (ug ml™)

24 h ( L triptofan pg ml™) 48h ( L triptofan pg ml™)
Izolati 0 200 500 0 200 500
P1 1,93 3,18 3,25 7,06 7,68 11,00
P12 2,42 5,39 7,07 5,32 12,82 12,93
P9 2,61 4,96 6,61 4,89 511 8,07
Bl 3,25 4,60 6,43 3,78 9,71 10,03
B3 12,07 19,75 20,53 16,93 26,89 31,71
B6 3,72 5,96 7,50 6,93 13,43 15,00

Nakon 7 dana Nakon 14 dana

Al 0,71 0,96 1,07 1,36 5,64 1,21
A2 1,86 1,82 2,82 2,32 2,68 3,61
A3 0,71 0,75 2,78 1,75 2,28 6,03

Nakon 24 h, u podlozi u kojoj je bilo dodato 500 pg ml™ L-triptofana, produkcija IAA
kretala se u rasponu od 3,25 — 20,53 pug ml™, pri ¢emu je najmanja koli¢ina produkovane IAA
utvrdena kod izolata P1, a najveca kod izolata Bacillus-a, B3.

Nakon 48 h, u istoj podlozi, produkcija IAA se povecala. Koli¢ina produkovane 1AA
kretala se u rasponu od 8,07 — 31,71 pg ml™. Najveca koli¢ina utvrdena je kod izolata B3, a
najmanja kod P1.

Produkcija IAA kod izolata aktinomiceta bila je manja nego kod izolata rodova
Pseudomonas i Bacillus, i kretala se u rasponu od 0,71 do 6,03 pg ml™.

Nakon 7 dana, u podlozi gde je dodato 200 pug ml?* L-triptofana, najveéa koligina
produkovane TAA utvrdena je kod izolata A2- 1,82 pg ml™, a najmanja kod izolata A3- 0,75 pg
ml™. Nakon 14 dana, koli¢ina produkovane IAA se povecala. Najveca koli¢ina IAA je utvrdena
kod izolata Al- 5,64 pug ml™, a najmanja kod A3- 2,28 pg mi™.

U podlozi u kojoj je dodato 500 ug ml™ L-triptofana, nakon 7 dana, utvrdeno je da je
nabolji producent IAA bio izolat A3 (2,78 pg ml™Y), a najslabiji A1 (1,07 pg ml™). Nakon 14
dana, koli¢ina produkovane IAA se povecala. Najveca koli¢ina je utvrdena kod izolata A3- 6,03

ug ml™, a najmanja kod izolata A1- 1,21 ug ml™.
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Produkcija siderofora, cijanovodonika (HCN) i egzopolisaharida

Najve¢i producenti siderofora bili izolati roda Pseudomonas. Kod izolata P1 i P9,
izmerene su zone ve¢e od 20 mm, dok je kod izolata P12 Sirina zone bila neSto manja (Tabela
13). Zone promene boje iz plave u narandZastu dokaz su sposobnosti izolata da produkuje
siderofore (Slika 24).

Slika 24. Produkcija siderofora

Kod izolata roda Bacillus nije utvrdena sposobnost produkcije siderofora. Kod

aktinomiceta, izolat A2, produkuije siderofore. Sirina zone bila je do 5 mm.

Produkcija cijanovodonika utvrdena je kod svih izolata iz roda Bacillus (Tabela 13).
Najslabiji producenti bili su izolati aktinomiceta. Samo izolat A3 je produkovao HCN. Kod

izolata roda Pseudomonas, za izolate P1 i P9 je utvrdeno da produkuju ovaj gas (Slika 25).

Slika 25. Produkcija cijanovodonika
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(a- promena boje diska iz Zute u braon dokaz produkcije HCN; b-bez promene boje)

Produkcija egzopolisaharida je utvrdena kod svih izolata roda Bacillus. Kod izolata
aktinomiceta nije utvrdena sposobnost produkcije egzopolisaharida, a kod izolata P12 produkcija

je bila slaba (Tabela 13).

Tabela 13. Produkcija siderofora, HCN, egzopolisaharida, rastvaranje organskog i neorganskog P

Izolati | Siderophore® | HCN® Egzopolisaharidi® | Neorganski P* | Organski P°
P1 s 5 5 5 5
P12 ++ - +- - +
P9 s 5 5 ; 5
B1 - + + + +
B3 _ + + + _
B6 - + + - +
Al i i i i ¥
A2 + - - - +
A3 i n i i i

& Sirina zone : + 0-5 mm; ++ 5-20 mm; +++ > 20 mm

® + produkuije; - ne produkuje

¢ + produkuje egzopolisaharide; +- oskudna produkcija egzopolisaharida; - ne produkuje
egzopolisaharide

¢ + pozitivna reakcija; - negativna reakcija

Sposobnost razlaganja organskih i neorganskih jedinjenja fosfora

TeSko rastvorljiva neorganska jedinjenja fosfora, koja se nalaze u zemljistu, postaju
pristupacna biljkama nakon prevodenja u rastvorljiva jedinjenja. U tom procesu mikroorganizmi
imaju nezamenljivu ulogu.

Vecina ispitivanih izolata nije rastvarala fosfate. Jedini izolati koji su rastvarali fosfate su

jedan izolat iz roda Pseudomonas, P1, i dva izolata roda Bacillus, B1 i B3 (Tabela 13). Providna



Mr Dragana Stamenov doktorska disertacija

zona oko kolonija dokaz je sposobnosti mikroorganizma da rastvara fosfate (Slika 26). Utvrdeno

je da svi izolati produkuju fosfolipazu, osim izolata iz roda Bacillus, B3 (Tabela 13).

Slika 26. Solubilizacija fosfora
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6.2.MIKROBIOLOSKE KARAKTERISTIKE ZEMLJISTA PRE

INOKULACIJE | SETVE

Brojnost ispitivanih grupa mikroorganizama u zemljiStu pre inokulacije i setve bila je

relativno visoka (Grafik 1).
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Grafik.1. Brojnost mikroorganizama u zemljiStu pre setve i inokulacije

Ukupan broj mikroorganizama, brojnost aminoheterotrofa i oligonitrofila kretala se u

milionima ¢elija u gramu apsolutno suvog zemljista. Brojnost aktinomiceta kretala se u stotinama

hiljada, a brojnost gljiva u desetinama hiljada u gramu apsolutno suvog zemljista. Najmanja

brojnost utvrdena je za rod Azotobacter, ¢ija se brojnost kretala u hiljadama.

Dehidrogenazna aktivnost u ispitivanom zemljistu bila je niska, 302,85 mg TPF g™

zemljista.
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6.3.EFEKAT INOKULACIJE NA BROIJNOST MIKROORGANIZAMA U
RIZOSFERI ENGLESKOG LJULJA

Efekat primene mikroorganizama u biljnoj proizvodnji zavisi od biljne vrste, vrste
mikroorganizama, koli¢ine i vrste dubriva, vremena i mesta uzorkovanja. Primenom bakterija u
biljnoj proizvodnji povecava se broj i enzimatska aktivnost mikroorganizama Sto povecava
proizvodnu sposobnost zemljista (Govedarica, 1986; Cvijanovi¢, 2002).

Na osnovu utvrdenih fiziolosko-biohemijskih osobina i PGP svojstava, za ispitivanje
efekta introdukcije izolata na brojnost i aktivnost mikroorganizama u rizosferi engleskog ljulja,
odabrani su sojevi P12 (Pseudomonas sp.), B1 (Bacillus sp.), A3 (Streptomyces sp.) i gljiva

Trichoderma asperellum.

6.3.1. Efekat inokulacije na brojnost i aktivnost mikroorganizama u prvoj godini

istrazivanja

Brojnost mikroorganizama

Ispitivan je uticaj primene inokulanata na ukupan broj mikroorganizama, broj gljiva,
aktinomiceta, aminoheterotrofa i azotobaktera, nakon prvog i treceg koSenja. Primenjeni
mikroorganizmi su razli¢ito uticali na broj ispitivanih grupa mikroorganizama. Nakon prvog
koSenja, broj ispitivanih grupa mikroorganizama u odnosu na kontrolu se povecao u svim

varijantama. (Tabela 14).

Tabelal4. Efekat inokulacije na broj mikroorganizama u rizosferi engleskog ljulja nakon I otkosa

Broj mikroorganizama u gramu apsolutno suvog zemljista

Ukupan | Gljive | Aktinomicete | Aminoheterotrofi | Oligonitrofili | Azotobakter
Varijante br. (10%) | (10% (10°) (10° (10° (10%)
Pseudomonas sp. | 37.16° |11.87° 6.69° 14.12° 244,86° 118.93°
P12
Bacillus sp. B1 30.84° | 27.6° 8.29% 29.23 131,44%® 130.06°
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Streptomyces sp. | 33.45° | 3.67° 4.88% 8.98° 146,86 55.07°
A3

Trichoderma 30.73% | 3.84° 8.53° 38.46° 114,46° 49.08°
asperellum

Kontrola 20.54° | 3.55° 3.93¢ 4.0° 97,54" 37.52¢

* Vrednosti sa razlicitim slovnim oznakama u superskriptu se prema Fiserovom testu statisticki
znacajno razlikuju za P<0,05

U ovim istrazivanjima, nakon prvog otkosa, ukupan broj mikroorganizama kretao se od
20, 54 do 37, 16 x 10°. Najbolji efekat na povecanje ukupnog broja mikroorganizama imala je
primena inokulacije Pseudomonas sp. P12. U ostalim varijantama je takode doslo do statisticki

znacajnog povecanja ukupnog broja mikroorganizama.

Ukupan broj gljiva kretao se od 3,55 do 27,6x 10*. Primena izolata Bacillus sp. B1 imala
je najbolji efekat na povecanje broja gljiva . U varijanti gde je bio primenjen izolat Pseudomonas
sp. P12 takode je utvrdeno statisticki znacajno povecanje broja gljiva. U ostalim varijantama

povecanje broja gljiva u odnosu na kontrolu nije bilo statisticki znacajno.

U ovim istraZivanjima broj aktinomiceta kretao se od 3,55 do 8,29 x 10°. Na brojnost
aktinomiceta najviSe je uticala primena bacilusa i trihoderme. U varijanti gde je bio primenjen
izolat Streptomyces sp. A3 utvrdeno je poveéanje broja aktinomiceta, ali to povecanje nije bilo

statisticki znacajno.

Broj aminoheterotrofa kretao se od 4,0 do 29,23 x 10°. Najbolji efekat na poveéanje broja
aminoheterotrofa imala je primena Bacillus sp. B1 i Trichoderma asperellum. U ostalim

varijanatama je takode utvrdeno statisticki znac¢ajno povecanje broja aminoheterotrofa.

Broj oligonitrofila kretao se od 97,5 do 244,86 x 10°. Na brojnost oligonitrofila pozitivno
je uticala primena svih inokulanata, ali je samo u varijanti sa primenjenim pseudomonasom

utvrdeno statisticki znacajno povecéanje brojnosti.

U ovim istraZivanjima broj azotobaktera se kretao od 37,52 do 130,06 x 10° Najbolji
efekat na brojnost azotobaktera dala je primena Bacillus sp. B1 i Pseudomonas sp. P12. U

ostalim varijantama je takode utvrdeno statisticki znac¢ajno povecanje broja azotobaktera.
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U proseku, nakon 1 koSenja, najbolji efekat na brojnost ispitivanih grupa

mikroorganizama imala je primena bakterija Pseudomonas sp. P12 i Bacillus sp. B1, kao i gljive
Trichoderma asperellum. U proseku, primenjeni inokulanti najvise su uticali na povecanje broja
aminoheterotrofa 1 azotobaktera,

a najslabiji efekat utvrden je kod ukupnog broja

mikroorganizama.

Nakon tre¢eg kosSenja, utvrdeno je da su primenjeni inokulanti razli¢ito uticali na

ispitivane grupe mikroorganizama (Tabela 15).

Tabela 15. Efekat inokulacije na broj mikroorganizama u rizosferi Engleskog ljulja nakon 11l

otkosa

Broj mikroorganizama u gramu apsolutno suvog zemljista

Ukupan | Gljive | Aktinomicete | Aminoheterotrofi | Oligonitrofili | Azotobakter
Varijante br. (10%) | (10% (10°) (10° (10°) (10%)
Pseudomonas sp. | 42.97° | 8.6° 19.77° 42.97° 325,4° 165.54¢
P12
Bacillus sp. B1 25.72° | 7.02° 21.87° 21.03° 106,68° 229.26°
Streptomyces sp. | 23.15° | 2.57° 21.43% 18.85° 221,92° 210.02°
A3
Trichoderma 56.30° | 4.96" 6.62° 73.51° 116,87° 223.52"
asperellum
Kontrola 13.88° | 3.78% 14.03° 13.25° 118,44° 133.15°

* Vrednosti sa razlicitim slovnim oznakama u superskriptu se prema FiSerovom testu statisticki
znacajno razlikuju za P<0,05

Nakon treceg otkosa, ukupan broj mikroorganizama kretao se od 13,88 do 56,30 x 10°,

Svi

primenjeni

inokulanti su

imali

pozitivan efekat

mikroorganizama. Najbolji efekat postignut je primenom pseudomonasa i trihoderme.

na povecanje ukupnog broja

Broj gljiva kretao se od 3,78 do 8,6 x 10* . Najbolji efekat na broj gljiva imala je primena

Pseudomonas sp. P12 i Bacillus sp. B1.U varijanti gde je bila primenjena aktinomiceta utvrdeno

je smanjenje broja gljiva, ali to smanjenje nije bilo statisti¢ki znacajno.
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Na povecanje brojnosti aktinomiceta najvise je uticala primena Bacillus sp. B1 (21,87 x
10° ) i Streptomyces sp. A3 (21,43 x 10°). U varijanti gde je bila primenjena trihoderma (6,62 x

10°) utvrdeno je statisti¢ki znatajno smanjenje broja aktinomiceta.

Na brojnost aminoheterotrofa svi primenjeni inokulanti su imali pozitivan uticaj. Najbolji
efekat postignut je primenom gljive Trichoderma asperellum (73,51 x 10° i bakterije
Pseudomonas sp. P12 (42,97 x 10°).

Broj oligonitrofila kretao se od 116,87 do 325,84 x 10°. Uno$enjem Pseudomonas sp. P12
i Streptomyces sp. A3 postignut je najbolji efekat na broj oligonitrofila, dok primena ostalih

inokulanata nije dovela do statisticki znacajnih razlika.

Primena Bacillus sp. B1 i gljive Trichoderma asperellum imala najbolji efekat na broj
azotobaktera. U ostalim varijantama je takode utvrdeno statisticki znaCajno povecanje broja

azotobaktera.

Nakon tre¢eg otkosa, primenom Pseudomonas sp. P12 postignut je najbolji efekat na
povecanje brojnosti najveceg broja ispitivanih grupa mikroorganizama. Takode je 1 primena
Bacillus sp. B1 i gljive Trichoderma asperellum dala dobre rezultate. Primena inokulanata je
najvise uticala na povecanje ukupnog broja mikoorganizma, aminoheterotrofa i azotobaktera, dok

je najslabiji efekat postinut kod aktinomiceta.

Na kraju prve godine istrazivanja, u proseku, primenom bakterije Bacillus sp. B1 i gljive
Trichoderma asprellum postignut je najbolji efekat na brojnost najveceg broja ispitivanih grupa

mikroorganizama (Grafik 2).
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kontrola

Trichoderma asperellum

Streptomyces sp.

Bacillus sp.

Pseudomonas sp.

log br.
cfu/gr zemljista 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Pseudsc;Tonas Bacillus sp. Strepit:wyces T;chheor(:ﬁlrjr;a kontrola

M azotobakter 4.1 4.25 4.1 4.1 3.93

m oligonitrofili 7.45 7.07 8.26 8.1 7

B amonifikatori 7.45 7.4 7.1 7.8 6.9

H aktinomicete 6.1 6.2 6.1 5.9 6

| gljive 5 5.2 4.49 4.64 4.56

H ukupan broj 7.6 7.45 7.45 7.63 7.23

Grafik 2. Uticaj primene inokulanata na brojnost mikroorganizama (prosek) u

toku 1 godine
Primena inokulanata najviSe je uticala na povecanje ukupnog broja mikroorganizama,
broja aminoheterotrofa i gljiva u odnosu na kontrolu, dok je najslabiji efekat postignut kod broja
aktinomiceta.

Dehidrogenazna aktivnost

Na dehidrogenaznu aktivnost mikroorganizama u rizosferi engleskog ljulja primenjeni

inokulanti su imali razlicit efekat (Tabela 16).
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Nakon prvog otkosa, na povecanje dehidrogenazne aktivnosti najviSe je uticala primena
bakterije Pseudomonas sp. P12 i Bacillus sp. B1. U varijanti gde je bila primenjena gljiva

Trichoderma asperellum utvrdeno je statisticki znac¢ajno smanjenje dehidrogenazne aktivnosti.

Tabela 16. Dehidrogenazna aktivnost rizosfernog zemljista nakon | i Ill otkosa (TPF g*
zemljista)

Varijante | otkos I11 otkos Prosek
Pseudomonas sp. P12 1684,75° 1741,9° 1713,3
Bacillus sp. B1 1478,73" 960,0° 1219,4
Streptomyces sp. A3 1121,95° 1317,1° 1219,5
Trichoderma asperellum 750,47° 1305,7° 1028,1
Kontrola 1152,4° 1083,83° 1118,1

* Vrednosti sa razlicitim slovnim oznakama u superskriptu se prema Fiserovom testu statisticki
znacajno razlikuju za P<0,05

Nakon treceg otkosa, najbolji efekat na povecanje dehidrogenazne aktivnosti imala je
primena Pseudomonas sp. P12 i Streptomyces sp. A3, dok je u varijanti gde je bio primenjen
Bacillus sp.B1 utvrdeno smanjenje dehidrogenazne aktivnosti, ali to smanjenje nije bilo statisticki
znacajno.

U proseku, dehidrogenazna aktivnost je bila najve¢a u varijanti gde je primenjen

Pseudomonas sp. P12, a najmanja u varijanti sa primenjenom gljivom (Grafik 3).
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Grafik 3. Uticaj inokulacije na aktivnost dehidrogenaze u rizosferi engleskog ljulja
(TPF g™ zemljista) (prosek)
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Na dehidrogenaznu aktivnost uticao je i1 period uzorkovanja. Veca dehidrogenazna

aktivnost utvrdena nakon tre¢eg otkosa, odnosno na kraju vegetacionog perioda biljke (Grafik 4).
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Grafik 4. Prose¢na dehidrogenazna aktivnost nakon I i III otkosa

Pracenje brojnosti mikroorganizama introdukovanih grupa u rizosferi engleskog ljulja

Na kraju prve godine istrazivanja, nakon treCeg otkosa, odredivana je brojnost
mikroorganizama introdukovanih grupa. U odnosu na kontrolu, najveée povecanje brojnosti
mikroorganizama utvrdeno je za rod Streptomyces, a najslabije za bakterije roda Bacillus (Tabela
17).

Tabela 17. Brojnost mikroorganizama introdukovanih grupa

Broj mikroorganizama u gramu
Grupe mikroorganizama
zemljista

Kontrola Varijanta
Pseudomonas sp. 5,42 x 10° 7,77 x 10°
Bacillus sp. 1,87 x 10 2,81 x 10°
Streptomyces sp. 1,45 x 10" 6,84 x 10
Trichoderma asperellum 17,54 x 10° 19,04 x 10°
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6.3.2. Efekat inokulacije na brojnost i aktivnost mikroorganizama u drugoj godini

istrazivanja

Brojnost mikroorganizama

Efekat primene inokulanata na ispitivane grupe mikroorganizama u drugoj godini

istrazivanja nakon prvog i tre¢eg otkosa bio je razlicit (Tabela 18).

Tabelal8. Efekat inokulacije na broj mikroorganizama u rizosferi engleskog ljulja nakon I otkosa

Broj mikroorganizama u gramu apsolutno suvog zemljista

Ukupan Gljive | Aktinomicete | Aminoheterotrofi | Oligonitrofili | Azotobakter
Varijante br. (10%) | (10% (10°) (10% (10° (10%)
Pseudomonas sp. | 76,71% | 10,56 ® 8,52 " 53,24 2 60,33 " 177,57 ®
P12
Bacillus sp. B1 34,76 ° 14,92 7,80 ¢ 6,38 ¢ 73,77° 223,45°
Streptomyces sp. | 32,08° 9,7%® 20,152 4,48 ° 55,21 182,8%
A3
Trichoderma 58,27 ? 6,9° 6,13 ° 72,83° 84,33 ° 193,47 ®
asperellum
kontrola 25,74° 53° 159 % 4,54 ° 25,75 ° 162,83°

* Vrednosti sa razlicitim slovnim oznakama u superskriptu se prema Fiserovom testu statisticki
znacajno razlikuju za P<0,05

Ukupan broj mikroorganizama kretao se od 25,74 do 76,71 x 10° . Najbolji efekat na

povecéanje ukupnog broja mikroorganizama imala je primena inokulacije Pseudomonas sp. P12 i

gljive Trichoderma asperellum. U ostalim varijantama je takode doslo povecanja ukupnog broja

mikroorganizama, ali to povec¢anje nije bilo statisticki znacajno.

Na povecanje broja gljiva najbolje rezultate dala je primena Bacillus sp. B1 (14, 9 x 10%).

U ostalim varijantama povecanje broja gljiva u odnosu na kontrolu nije bilo statisticki znacajno.
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Na brojnost aktinomiceta najvise je uticala primena Streptomyces sp. A3 (20,15 x 10°). U
varijanti gde je bila primenjena Trichoderma asperellum utvrdeno je statisticki znacajno
smanjenje broja aktinomiceta. U varijantama sa primenjenim bacilusom i pseudomonasom

utvrdeno je povecanje broja aktinomiceta, ali to povecanje nije bilo statisticki znacajno.

Broj aminoheterotrofa kretao se od 4,48 do 72,83 x 10°. Najbolji efekat na povecanje
broja aminoheterotrofa imala je primena Pseudomonas sp. P12 (53,24 x 10°) i Trichoderma
asperellum (72,83 x 10°%). U ostalim varijanatama nije doglo do statisticki znagajnih promena

brojnosti aminoheterotrofa u odnosu na kontrolu.

Broj oligonitrofila kretao se od 25,75 do 84,33 x 10°. Na brojnost oligonitrofila pozitivno
je uticala primena svih inokulanata. Najbolji efekat imala je primena Bacillus sp. B1 i gljive

Trichoderma asperellum.

Najbolji efekat na brojnost azotobaktera dala je primena bakterije Bacillus sp. B1 (223,45
X 10%). U ostalim varijantama je takode utvrdeno poveéanje broja azotobaktera, ali to povecanje
y J p y ) p y

nije bilo statisti¢ki znacajno.

Nakon prvog otkosa, u proseku na povecanje brojnosti najveceg broja ispitivanih grupa
mikroorganizama najvise je uticala primena Bacillus sp. B1 i gljive Trichoderma asperellum.
Primenjeni inokulanti su u proseku najvise uticali na povecanje ukupnog broja mikroorganizama

i broja aminoheterotrofa, a najslabiji efekat postignut je kod aktinomiceta i azotobaktera.

Nakon treceg otkosa utvrdeno je da je primena pojedinih inokulanata znacajno uticala na
promenu brojnosti ispitivanih grupa mikroorganizama.

Svi primenjeni inokulanti su pozitivno uticali na ukupan broj mikroorganizama (Tabela
19). Najbolji efekat imala je primena Pseudomonas sp. P12 (90,61 x 10°) a najslabiji primena
Streptomyces sp. A3 (21,33 x 10°).

Tabela 19. Efekat inokulacije na broj mikroorganizama u rizosferi engleskog ljulja nakon 11l
otkosa

Broj mikroorganizama u gramu apsolutno suvog zemljista

Ukupan | Gljive | Aktinomicete | Aminoheterotrofi | Oligonitrofili | Azotobakter
Varijante (10°) (10°




Mr Dragana Stamenov

doktorska disertacija

br. (10%) | (10% (10°) (10%)

Pseudomonas sp.| 90,612 | 14,13 22,442 32,42° 450,53 ? 151,72
P12

Bacillus sp. B1 30,51° | 10,77 " 8,08 ° 54,75 ° 267,9% 91,99 ®
Streptomyces sp. | 21,33° | 17,06 "™ 10,24 2 17,91° 156,11 %° 72,51
A3

Trichoderma 41,42° | 592°¢ 19,442 23,67 ° 1416 ° 25,36 ¢
asperellum

kontrola 15,77°¢ | 20,11 % 7,872 30,59 ° 149,05 ° 54,64 ™

* Vrednosti sa razlicitim slovnim oznakama u superskriptu se prema Fiserovom testu statisticki
znacajno razlikuju za P<0,05

Brojnost gljiva u vaijantama bila je manja u odnosu na kontrolu. Broj gljiva se kretao od
592 do 20,11 x 10% koliko je bilo u kontrolnoj varijanti. U varijanti sa primenjenom
trihodermom utvrdeno je statistiCki znacajno smanjenje broja gljiva. U ostalim varijantama

smanjenje broja gljiva nije bilo statisticki znacajno.

Broj aktinomiceta se kretao od 7,87 do 22,44 x 10° Najbolji efekat na brojnost
aktinomiceta imala je primena Pseudomonas sp. P12, ali to poveéanje nije bilo statisti¢ki
zna€ajno. U ostalim varijanatama je takode doSlo do povecanja broja aktinomiceta, ali bez

statistiCkog znacaja.

Primena inokulanata nije imala statisticki znacajan uticaj na brojnost aminoheterotrofa.
Najbolji efekat ispoljila je primena Bacillus sp. B1 (54,75 x 10°%), a najslabiji primena
aktinomicete (17,91 x 10°).

Broj oligonitrofila kretao se od 141,6 do 450,53 x 10° . Primena Pseudomonas sp. P12
najvise je uticala na povecanje broja oligonitrofila. U ostalim varijantama, iako je doslo do

povecanja ili smanjenja brojnosti oligonitrofila, te promene nisu bile statisticki znacajno.

Broj azotobaktera kretao se od 25,36 do 151,7 x 10 . Na statisti¢ki znadajno poveéanje
brojnosti azotobaktera uticala je primena samo Pseudomonas sp. P12, dok u ostalim varijantama

nije utvrdena statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.
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Nakon trec¢eg otkosa, primena bakterije Pseudomonas sp. P12 imala je najbolji efekat na
povecanje broja ispitivanih grupa mikroorganizama. Najslabiji efekat postignut je primenom
aktinomicete. Primenjeni inokulanti su najviSe uticali na povecanje ukupnog broja

mikroorganizama

U proseku, u drugoj godini istraZzivanja, primena Pseudomonas sp. P12 i gljive
Trichoderma asperellum, je imala najveci efekat na brojnost razli¢itih grupa mikroorganizama
(Grafik 5). Primena inokulanata najviSe je uticala na povecanje ukupnog broja mikroorganizama i

oligonitrofila. Inokulanti su imali najslabiji efekat na povecanje broja gljiva.

kontrola

Trichoderma asperellum

Streptomyces sp.

Bacillus sp.

Pseudomonas sp.

log br.
cfu/gr zemljista 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Pseudomona . Streptomyce | Trichoderma
Bacillus sp. kontrola
s sp. s sp. asperellum
M azotobakter 4.2 4.2 4.1 4.04 4
® oligonitrofili 7.4 7.2 7 7.05 6.94
Hm amonifikatori 7.6 7.5 7 7.7 7.2
M aktinomicete 6.2 5.9 6.2 6.1 6
H gljive 5.11 5.11 5.12 4.8 5.1
m ukupan broj 7.9 7.5 7.4 7.7 7.3

Grafik 5. Uticaj primene inokulanata na brojnost mikroorganizama (prosek) u

toku Il godine
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Dehidrogenazna aktivnost

Na dehidrogenaznu aktivnost primenjeni inokulanti ispoljili su pozitivan efekat (Tabela
20). Nakon prvog otkosa, na povecanje dehidrogenazne aktivnosti najviSe je uticala primena
Streptomyces sp. A3. U varijjanti sa primenjenom trihodermom, utvrdeno je smanjenje

dehidrogenazne aktivnosti, ali to smanjenje nije bilo statisticki znacajno.

Tabela 20. Dehidrogenazna aktivnost rizosfernog zemljista nakon | i Ill otkosa (TPF g*
zemljista)

varijante | otkos 111 otkos Prosek
Pseudomonas sp. P12 874,0"™ 919,33° 896,66
Bacillus sp. B1 931,33° 811,33° 871,33
Streptomyces sp. A3 1232,33% 975,33 % 1103,33
Trichoderma asperellum 602,67 ° 955,33 % 931,0
Kontrola 758,0 ™ 778,33° 768,16

* Vrednosti sa razlicitim slovnim oznakama u superskriptu se prema Fiserovom testu statisticki
znacajno razlikuju za P<0,05

Nakon tre¢eg otkosa, u svim varijantama utvrdeno je povecanje dehidrogenazne
aktivnosti, ali te promene nisu bile statistiCki znacajne. Najveca dehidrogenazna aktivnost

utvrdena je u varijanti gde je bila primenjena aktinomiceta.

U proseku, na povecanje dehidrogenazne aktivnosti u drugoj godini istrazivanja, najvise
je uticala primena Streptomyces sp. A3, a najslabiji efekat postignut je primenom bakterije
Bacillus sp. B1 (Grafik 6).
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Prosecna dehidrogenazna aktivnost u toku druge godine istrazivanja, bila je vec¢a nakon

treceg otkosa u odnosu na prose¢nu dehidrogenaznu aktivnost nakon prvog otkosa (Grafik 7).
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Grafik 7. Prose¢na dehidrogenazna aktivnost nakon I i III otkosa

(TPF g zemljista)
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6.3.3. Efekat inokulacije na brojnost i aktivnost mikroorganizama u treéoj godini

istrazivanja

Brojnost mikroorganizama

Nakon prvog otkosa, primenjeni tretmani uticali su pozitivno na ukupan broj

mikroorganizama, ali te promene nisu bile statisticki znacajne (Tabela 21). Ukupan broj

mikroorganizama kretao se od 29,11 do 69,36 x 10°. U varijanti u kojoj je bio primenjen

Streptomyces sp. A3 utvrdeno je najvece povecanje ukupnog broja mikroorganizama.

Tabela 21. Efekat inokulacije na broj mikroorganizama u rizosferi engleskog ljulja nakon |

otkosa
Broj mikroorganizama u gramu apsolutno suvog zemljista
Ukupan | Gljive | Aktinomicete | Aminoheterotrofi | Oligonitrofi | Azotobakter

Varijante br. (10% | (10% (10°) (10°) li (10° (10%)
Pseudomonas sp. | 54,83% | 517° 31,032 108,62 159,45 *° 118,51°
P12
Bacillus sp. B1 57,542 6,3° 29,172 53,6 *° 179,732 388,24 °
Streptomyces sp. | 69,36% | 7,01% 41,032 73,25 % 136,37 ™ 198,71°
A3
Trichoderma 33,98% | 13,59° 28,89 ° 36,53 °¢ 113,83°¢ 169,89 °
asperellum
Kontrola 29,11° 3,83° 35,24 % 39,83° 112,62 ¢ 145,56 °

* Vrednosti sa razlicitim slovnim oznakama u superskriptu se prema FiSerovom testu statisticki
znacajno razlikuju za P<0,05

Na brojnost gljiva pozitivno je uticala primena svih inokulanata. U varijanti gde je bila
primenjena gljiva Trichoderma asperellum (13,59 x 10%) utvrdeno je statisticki znacajno

povecanje broja gljiva. U ostalim varijantama povecanje broja gljiva nije bilo statisti¢ki znacajno.

Bro aktinomiceta kretao se od 28,89 do 41,03 x 10°. Primenjeni inokulanti uticali su na
povecanje broja aktinomiceta, ali promene nisu bile statistiCki znacajne. Najvece povecanje broja

aktinomiceta utvrdeno je u varijanti gde je bila primenjena aktinomiceta.
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Na brojnost aminoheterotrofa najvise je uticala primena Pseudomonas sp. P12 (108,6 x
10°% ) i Streptomyces sp. A3 (73,25 x 10°). U ostalim varijantama promene nisu bile statisticki

znacajne.

Broj oligonitrofila kretala se od 112,62 do 179,73 x 10°. Primena Pseudomonas sp. P12 i
Bacillus sp. B1 najviSe je uticala na povecanje broja oligonitrofila. U ostalim varijantama nisu

utvrdene statisticki znac¢ajne razlike u odnosu na kontrolu.

Primena Bacillus sp. B1 imala je najbolji efekat na povecanje broja azotobaktera. U ovoj
varijanti broj azotobaktera bio je 388,24 x 107, dok je u kontrolnoj varijanti brojnost azotobaktera
bila 145, 56 x 10%. U ostalim varijantama nisu utvrdene statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na

kontrolu.

Nakon prvog otkosa, u proseku, primena Bacillus sp. B1 i Streptomyces sp. A3 uticala je
na povecanje brojnosti najveéeg broja ispitivanih grupa mikroorganizama. Primenjeni inokulanti
najvise su uticali na povecanje broja gljiva i ukupnog broja, dok je najslabiji efekat postignut kod

oligonitrofila .

Nakon treceg otkosa, primena Pseudomonas sp. P12 i Bacillus sp. B3 je imala najbolji
efekat na ukupan broj mikroorganizama (Tabela 22). Ukupan broj mikroorganizama kretao se od
5,07 do 214,06 x 10°. U ostalim varijantama povecanje ukupnog broja mikroorganizama nije bilo

statisticki znacajno.

Tabela 22. Efekat inokulacije na broj mikroorganizama u rizosferi engleskog ljulja nakon 11l

otkosa
Broj mikroorganizama u gramu apsolutno suvog zemljista
Ukupan Gljive | Aktinomicete | Aminoheterotrofi | Oligonitrofi | Azotobakter
Varijante br. (10°) (10% (10°) (10% li (10° (10%)
Pseudomonas sp. | 214,06 | 42,46° 21,22 ¢ 213,17 ¢ 163,64 163,63 *
P12
Bacillus sp. B1 151,03° | 20,24° 28,03 ° 151,04 ® 224,22° 73,96 °
Streptomyces sp. | 6,39 ° 711" 18,49 ° 94,56 ™ 142,9 *° 197,29 ¢
A3
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Trichoderma 7,82°¢ 391°¢ 14,08 2 7431° 68,05 © 228,79 ¢
asperellum
Kontrola 5,07 ¢ 10,15 ¢ 10,992 86,24 °° 75,25°¢ 86,66

* Vrednosti sa razlicitim slovnim oznakama u superskriptu se prema Fiserovom testu statisticki
znacajno razlikuju za P<0,05

Na broj gljiva najbolje je uticala primena Pseudomonas sp. P12 (42, 46 x 10*), gde je
utvrdeno statisticki znacajno povecanje broja gljiva u odnosu na kontrolu. Najslabiji efekat
utvrden u varijanti sa primenjenom trihodermom (3,91 x 10%) , ali to smanjenje broja gljiva nije

bilo statisti¢ki znacajno.

Broj aktinomiceta kretao se od 10,99 do 28,03 x 10°. Primenjeni inokulanti su pozitivno
uticali na broj aktinomiceta, ali to povecanje nije bilo statisticki znacajno ni u jednoj varijanti.
Primena Bacillus sp. B1 imala je najbolji, a primena trihoderme najslabiji efekat na broj

aktinomiceta.

Na brojnost aminoheterotrofa i oligonitrofila najbolje je uticala primena Pseudomonas sp.
P12 i Bacillus sp. B1. U ostalim varijantama povecanje brojnosti aminoheterotrofa i oligonitrofila

nije bilo statisti¢ki znacajno.

Najbolji efekat na broj azotobaktera postignut je primenom Streptomyces sp. A3 (197,29
x 10%) i Trichoderma asperellum (228,79 x 10%). Primena Bacillus sp. B1 imala je najslabiji
efekat na broj azotobaktera (73,96 x 10%). U ostalim varijantama nisu utvrdene statisticki

znacajne razlike u odnosu na kontrolu.

U proseku, nakon treeg otkosa, na povecanje brojnosti ispitivanih grupa
mikroorganizama najviSe je uticala primena Bacillus sp. B1 i Pseudomonas sp. P12. Najslabiji
efekat postignut je primenom Streptomyces sp. A3. Primenjeni inokulanti najviSe su uticali na
povecanje ukupnog broja mikroorganizama 1 oligonitrofila, dok je najslabiji efekat postignut kod

aminoheterotrofa.

Na kraju tree godine istrazivanja, u proseku, primenom bakterija Bacillus sp. Bl i
Pseudomonas sp. P12 postignut je najbolji efekat na povecanje broja svih ispitivanih grupa

mikroorganizama. Najlosiji efekat postignut je primenom trihoderme. Primenjeni inokulanti su u
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proseku najviSe uticali na povecanje ukupnog broja mikroorganizama i broja azotobaktera
(Grafik 8).

kontrola

Trichoderma asperellum

Streptomyces sp.

Bacillus sp.

Pseudomonas sp.

log br.
cfu/gr zemljista

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Pseudomonas . Streptomyces| Trichoderma
sp. Bacillus sp. sp. asperellum kontrola

M azotobakter 4.1 4.4 4.3 4.3 4

m oligonitrofili 7.2 7.3 7.1 6.9 6.9
B amonifikatori 8.2 8 7.9 7.7 7.8
m aktinomicete 6.4 6.4 6.5 6.3 6.3
H gljive 5.4 5.1 4.8 5 4.8
M ukupan broj 8.13 8 7.6 7.3 7.2

Grafik 8. Uticaj primene inokulanata na brojnost mikroorganizama
u toku Il godine
Dehidrogenazna aktivnost

Na dehidrogenaznu aktivnost mikroorganizama nakon prvog otkosa najviSe je uticala
primena Pseudomonas sp. P12, gde je utvrdeno statisticki znacajno povecanje dehidrogenazne
aktivnosti (Tabela 23). U ostalim varijantama nisu utvrdene statisti¢ki znacajne razlike u odnosu

na kontrolu. Najslabiji efekat utvrden je u varijanti gde je bila primenjena trihoderma.
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Tabela 23. Dehidrogenazna aktivnost rizosfernog zemljista nakon 1 i Ill otkosa (TPF g*
zemljista)
Varijante | otkos 111 otkos Prosek
Pseudomonas sp. P12 1240,95° 662,85 * 951,91
Bacillus sp. B1 899,05 * 1049,52 ° 974,31
Streptomyces sp. A3 913,33 % 680,95 ° 797,14
Trichoderma 829,52 " 820,95 ° 825,23
asperellum
kontrola 854,28 ° 507,62 ® 680,95

* Vrednosti sa razlicitim slovnim oznakama u superskriptu se prema Fiserovom testu statisticki
znacajno razlikuju za P<0,05

Nakon tre¢eg otkosa, u svim varijantama je doslo do povecanja dehidrogenazne
aktivnosti, ali te promene nisu bile statisticki znacajne. Na dehidrogenaznu aktivnost nakon
treCeg otkosa najviSe je uticala primena Bacillus sp. B1. Najslabiji efekat postignut je primenom
Pseudomonas sp. P12.

U proseku, u trecoj godini istrazivanja, najveéa dehidrogenazna aktivnost bila je u

varijanti sa primenjenom bakterijom Bacillus sp. B1, a najslabija u kontrolnoj posudi (Grafik 9).
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Grafik 9. Uticaj inokulacije na aktivnost dehidrogenaze u rizosferi engleskog ljulja
(TPF g* zemljista) (prosek)
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Za razliku od prve dve godine istrazivanja, u trecoj godini istrazivanja prosecna
dehidrogenazna aktivnost bila je veca nakon prvog otkosa u odnosu na vrednost utvrdenu nakon

treceg otkosa (Grafik 10).
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Grafik 10. Prose¢na dehidrogenazna aktivnost nakon I i 111 otkosa
(TPF g* zemljista)

Pradenje brojnosti mikroorganizama introdukovanih grupa u rizosferi engleskog ljulja

Nakon tre¢e godine istrazivanja, nakon tre¢eg otkosa, odredivana je brojnost
mikroorganizama introdukovanih grupa. U odnosu na kontrolu, najve¢e povecanje brojnosti
mikroorganizama utvrdeno je kod gljive Trichoderma sp. i bakterija Pseudomonas sp., dok je kod
roda Bacillus povecanje bilo najslabije (Tabela 24).

Tabela 24. Brojnost mikroorganizama introdukovanih grupa

Broj mikroorganizama u gramu

Inokulanti zemljista

Kontrola Varijanta
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asperellum

Pseudomonas sp. 5,00 x 10° 9,97 x 10°
Bacillus sp. 2,0 x 10" 3,23 x 10°
Streptomyces sp. 2,90 x 10° 3,4 x 10°
Trichoderma 16,89 x 10°* 19,4 x 10°

6.4. UTICAJ INOKULACIJE NA KLIJANJE, RAST I PRINOS

ENGLESKOG LJULJA

6.4.1. Uticaj inokulacije semena na klijavost i duzinu klice

U laboratorijskim uslovima, primenjeni tretmani imali su razli¢iti uticaj na klijavost

semena engleskog ljulja (Tabela 25).

Pet dana nakon inokulacije, najve¢i procenat klijavosti (97%) utvrden je u varijanti sa

primenjenom Trichoderma asperellum. U varijanti u kojoj je bio primenjen Pseudomonas sp. P12

procenat klijavosti bio je najmanji (11%).

Slika 27. Klijavost nakon pet dana
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Na duzinu korenka klice 1 stabaoceta, najve¢i uticaj imala je primena Streptomyces sp.
A3. Primena bakterija Bacillus sp. B1 i Pseudomonas sp. P12, u odnosu na kontrolu, imala
negativan uticaj na duzinu korenka klice i stabaoceta (Tabela 25) (Slika 27).

Tabela 25. Procenat klijavosti, duzina korenka i stabaoceta klice, nakon 5 dana

Mikrobioloska Procenat klijavosti Duzina korenka klice Duzina stabaoceta

varijanta semena (mm) klice (mm)
Pseudomonas sp. P12 11,0 1,0 13,0
Bacillus sp. B1 18,0 3,0 14,0
Streptomyces sp. A3 96,0 45,0 34,0
Trichoderma 97,0 40,0 22,0
asperellum

kontrola 94,0 43,0 30,0

Nakon 14 dana, u varijanti gde je primenjena gljiva Trichoderma asperellum, utvrden je
najveci procenat klijavosti semena (Tabela 26). U ostalim varijantama je takode utvrden visok

procenat klijavosti semena.

Tabela 26. Procenat klijavosti, duzina korenka i stabaoceta klice, nakon 14 dana

MikrobioloSka Procenat klijavosti Duzina korenka Kklice DuZina stabaoceta

varijanta semena (mm) klice (mm)
Pseudomonas sp. P12 89,0 6,0 90,0
Bacillus sp. B1 90,0 4,0 70,0
Streptomyces sp. A3 97,0 55,0 88,0
Trichoderma 98,0 44,0 80,0
asperellum

Kontrola 96,0 47,5 83,0

Na duzinu korenka najbolje je uticala varijanta gde je bila primenjena aktinomiceta
Streptomyces sp. A3 (Slika 28). Varijante, u kojima su bile primenjene bakterije Bacillus sp. B1 i

Pseudomonas sp. P12 , negativno su uticale na duzinu korenka klice.
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Slika 28. Klijavost nakon 14 dana

Za razliku od duZine korenka klice, na duZinu stabaoceta najviSe je uticala primena
bakterije Pseudomonas sp. P12 i aktinomicete Streptomyces sp. A3. Najslabiji rezultat bio je u

varijanti sa primenjenom bakterijom Bacillus sp.B1.

6.4.2. Uticaj inokulacije na masu sveZe i suve materije; duzinu nadzemnog dela i korena

engleskog ljulja

Prva godina istrazivanja

U prvoj godini ogleda, nakon prvog otkosa utvrdeno je statisticki znaCajno povecanje
prinosa sveze i suve mase engleskog ljulja u varijantama gde je primenjen Pseudomonas sp. P12
i Bacillus sp. B1 (Tabela 27). Efekat primene Streptomyces sp. A3 i Trichoderma asperellum je

bio priblizno jednak i u odnosu na kontrolu nije bilo zna¢ajnih razlika.

Tabela 27. Prinos u prvoj godini istraZivanja (t ha™)

Kontrola | Pseudomonas | Bacillus | Streptomyces | Trichoderma
sp. P12 sp. B1 sp. A3 asperellum
| otkos | Svezamasa | 2,33 7,33° 5,0° 2,43 2,5°
Suva masa 1,032 2,66° 2,33° 1,2° 1,4°
Il otkos | SveZa masa 3,0 3,67° 3,33° 4,0% 3,67°
Suva masa 1,0° 1,1° 1,11° 1,67 1,1°
I1l otkos | Sveza masa 12,0° 13,0° 15,0° 13,07 12,3%
Suva masa 6,0° 7,0 6,5° 6,3 6,2°
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Ukupan | Svezamasa | 17,33° 24,0 23,33° 19,43° 18,47°

prinos | Suva masa 8,03° 10,76° 9,94% 9,17 8,7%¢

* Vrednosti sa razlicitim slovnim oznakama u superskriptu se prema Fiserovom testu statisticki
znacajno razlikuju za P<0,05

Nakon drugog otkosa u svim varijantama doslo je do povecanja prinosa sveze i suve mase
biljke, a u varijanti sa Streptomyces sp. A3 povecanje prinosa suve materije je bilo statisticki
znacajno.

Nakon tre¢eg otkosa u svim varijantama utvrdeno je povecanje prinosa sveze i suve mase
engleskog ljulja, ali to povecanje nije bilo statisticki znacajno. U proseku najbolji efekat
postignut je primenom Bacillus sp. B1, dok je najslabiji efekat utvrden u varijanti gde je
primenjena Trichoderma asperellum. Na kraju prve godine, u svim varijantama utvrdeno je
povecanje ukupnog prinosa sveze 1 suve mase materije. Ukupan prinos sveze mase bio je najveci
u varijanti sa primenjenim bakterijama Pseudomonas sp. P12, (24 t ha™) i Bacillus sp. B1 (23,3 t
ha). Najslabiji efekat postignut je primenom gljive Trichoderma asperellum (18,47 t ha'). Na
prinos suve materije takode je najvi$e uticala primena bakterija Pseudomonas sp. P12 i Bacillus
sp. B1, a najslabije primena gljive Trichoderma asperellum..

Najvece procentualno povecanje prinosa sveze i suve mase biljaka utvrdeno je nakon
prvog otkosa, i1 to u varijantama gde su bili primenjeni Pseudomonas sp. P12 i Bacillus sp. B1
(Tabela 28).

Tabela 28. Procentualno povecanje prinosa u I godini istrazivanja

Povecanje prinosa u Pseudomonas sp. | Bacillus Streptomyces | Trichoderma

odnosu na kontrolu (%) P12 sp. B1 sp. A3 asperellum
Sveza masa 214,52 114,6 4,3 7,3

| otkos Suva masa 158,2 126,2 16,5 35,9
Sveza masa 22,3 11 33,3 22,3

Il otkos Suva masa 10,0 11,0 67,0 10,0

I11 otkos SveZa masa 8,3 25,0 8,3 2,5
Suva masa 16,6 8,3 5,0 3,3

Ukupan Sveza masa 38,5 34,6 12,1 6,6

prinos Suva masa 33,9 23,8 14,2 8,3
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Nakon drugog otkosa, najbolji efekat na prinos sveZze i1 suve materije utvrden je u
varijanti gde je primenjena aktinomiceta Streptomyces sp. A3. U ovoj varijanti prinos sveze
materije povecao se za 33,3%, a prinos suve materije za 67%, u odnosu na kontrolu .

Najlosiji efekat na prinos sveze i suve materije utvrden je nakon tre¢eg otkosa. Prinos
sveze mase biljaka inokulisanih pseudomonasom bio je za 8,3% veci u odnosu na kontrolu, dok
je prinos suve materije bio veci za 16,6%. Prinos sveze materije biljaka inokulisanih bacilusom
bio je za 25% veci u odnosu na kontrolu, dok je prinos suve materije bio veci za 8,3%. U
varijanti gde je primenjen Streptomyces sp. A3 prinos sveze materije biljaka povecao se za 8,3%,
a prinos suve materije za 5%. U varijanti sa Trichoderma asperellum, utvrdeno je poveéanje
sveze materije za 2,5%, a suve materije za 3,3% .

Na ukupni prinos sveze i suve mase engleskog ljulja najbolji efekat imala je primena
Pseudomonas sp. P12 i Bacillus sp. B1 . Prinos sveZe mase biljaka inokulisanih sa Pseudomonas
sp. P12 bio je za 38,5% veci u odnosu na kontrolu, dok je prinos suve materije bio vec¢i za 33,9%
. Prinos sveze materije biljaka inokulisanih sa Bacillus sp. B1 bio je za 34,6% ve¢i u odnosu na
kontrolu, dok je prinos suve materije bio veéi za 23,8%. Efekat primene Streptomyces sp. A3 je
bio slabiji. Prinos sveze materije biljaka bio je za 12,1% veéi u odnosu na kontrolu, dok je prinos
suve materije bio veci za 14,2%. Efekat primene Trichoderma asperellum bio je najslabiji. Prinos
sveze materije biljaka bio je za 6,6% ve¢i u odnosu na kontrolu, dok je prinos suve materije bio

veci za 8,3% .

Nakon prvog otkosa na duzinu nadzemnog dela biljke i korena, stimulativni uticaj imali
su svi primenjeni tretmani, ali je najbolji efekat postignut primenom Pseudomonas sp. P12 i
Bacillus sp. B1. U ovim varijantama je nakon prvog otkosa utvrdeno statisticki znacajno
poveéanje duzine nadzemnog dela. Najslabiji efekat imala je primena gljive Trichoderma

asperellum (Tabela 29).

Tabela 29. DuZina nadzemnog dela (nadz.) i korena engleskog ljulja (cm) u | godini istraZivanja

otkos | Biljka | kontrola | Pseudomonas Bacillus Streptomyces | Trichoderma
sp. P12 sp. B1 sp. A3 asperellum
Nadz. 10,5b 19,02 185° 11,5° 11,0°
| Koren 3.0b 50° 45%® 3,75 % 3,75
Nadz. 10,75 a 12,08 11,752 11,52 11,08
I Koren 25a 40° 40° 35% 3,0°
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Nadz. 18,75 b 25,0° 205" 19,25° 20,0°

Il | Koren 4,75a 552 50°2 40° 4,75°
Prosek | Nadz. 13,3 18,6 16,9 14,1 14,0
Prosek | Koren 3,4 14,5 13,5 3,75 11,5

* Vrednosti sa razlicitim slovnim oznakama u superskriptu se prema Fiserovom testu statisticki
znacajno razlikuju za P<0,05

Nakon drugog otkosa, utvrdeno je da su primenjeni tretmani pozitivno uticali na duzinu
nadzemnog dela i korena biljke, ali te promene nisu bile statisti¢ki znacajne.

Nakon treceg otkosa, najbolji uticaj na duzinu nadzemnog dela biljke i korena imala je
primena bakterije Pseudomonas sp. P12, dok je u varijanti gde je bila primenjena aktinomiceta
utvrden najslabiji efekat.

U proseku, duzina nadzemnog dela i korena biljke bila je najveca u varijanti gde je bio

primenjen Pseudomonas sp. P12, a najmanja u kontrolnoj posudi (Grafik 11).
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Grafik 11. Uticaj inokulacije na duzinu nadzemnog dela i korena biljke

u I godini istrazivanja
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Druga godina istrazivanja

Primena inokulanata u toku druge godine razliito je uticala na prinos sveze i suve
materije engleskog ljulja.

Nakon prvog otkosa, u odnosu na kontrolu utvrdeno je statisticki znac¢ajno povecanje
sveZe mase u svim varijantama (Tabela 30). Najbolji efekat postignut je u varijanti gde je bila
primenjena bakterija Pseudomonas sp. P12. Do statisticki zna¢ajnog povecanja mase suve
materije doslo je u varijantama gde su bile primenjene bakterije Pseudomonas sp. P12 i Bacillus
sp. B1.

Tabela 30. Prinos u drugoj godini istraZivanja (t ha™)

Kontrola | Pseudomonas | Bacillus | Streptomyces | Trichoderma
sp. P12 sp. B1 sp. A3 asperellum

| otkos | SveZa masa 30° 80" 6,3% 6,6 °° 6,6°
Suva masa 0,86 ¢ 1,82 1,0¢ 15% 1,16°
Il otkos | Sveamasa | 5,33°¢ 8,0° 8,0° 9,0° 8,0°
Suva masa 2,662 50 4,3° 6,0° 4,0°
1T Svezamasa | 8,00° 8,6 9,0% 11,0%® 11,7
otkos | Suva masa 1,6° 1,63° 1,63° 20% 2,2°
Ukupan | SveZamasa | 16,3° 24,6° 23,3° 26,6° 26,3°
prinos | Suva masa 512° 8,7° 6,9° 9,5% 7,36°

* Vrednosti sa razlicitim slovnim oznakama u superskriptu se prema Fiserovom testu statisticki
znacajno razlikuju za P<0,05

Nakon drugog otkosa, u svim varijantama utvrdeno je statisticki znacajno povecanje
prinosa sveze materije biljke. Najvece povecanje utvrdeno je u varijanti gde je bila primenjena
bakterija Bacillus sp. B1. Suva masa materije povecala se u svim varijantama, a najvece
povecéanje utvrdeno je u varijanatama gde su bile primenjene bakterije Pseudomonas sp. P12 i
Bacillus sp. B1.

Prinos sveze materije biljke nakon tre¢eg otkosa u svim varijantama je povecan, a najvece
povecanje mase utvrdeno je U varijanatama sa primenjenom gljivom Trichoderma asperellum i
bakterijom Bacillus sp. B1. Prinos suve materije u tre¢cem otkosu bio je najveéi u varijanti gde je
bila primenjena gljiva Trichoderma asperellum..

Na kraju druge godine, utvrdeno je da je primena inokulanata imala pozitivan uticaj na

prinos sveze i suve materije. Primena bakterija Pseudomonas sp. P12 i Bacillus sp. B1 imala je
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najveci uticaj na povecanje prinosa sveze i suve materije biljke , a najslabiji efekat postignut je u
varijanti sa primenjenom gljivom Trichoderma asperellum.

Najvece procentualno povecanje prinosa sveze i suve mase biljaka utvrdeno je nakon
prvog otkosa, i to u varijantama gde su bili primenjeni Pseudomonas sp. P12 i Bacillus sp. B1
(Tabela 31).

Tabela 31. Procentualno povecanje prinosa u Il godini istrazivanja

Povecanje prinosa u Pseudomonas sp. | Bacillus sp. | Streptomyces sp. | Trichoderma

odnosu na kontrolu (%) | P12 Bl A3 asperellum
Sveza masa 166,7 120,0 110,0 120,0

I otkos Suva masa 109,3 74,4 16,2 34,8
Sveza masa 50,1 68,8 50,1 50,1

Il otkos | Suva masa 87,9 125,6 61,6 50,4

Il otkos | SveZza masa 7,5 37,5 12,5 46,25
Suva masa 1,9 25,0 19 37,5

Ukupan | Sveza masa 51 63 42,9 61,34

prinos Suva masa 64 85,5 34,8 43,75

Nakon drugog otkosa, najbolji efekat na prinos sveze i1 suve materije utvrden je u
varijanti gde su bile primenjene bakterije Pseudomonas sp. P12 i Bacillus sp. B1. U ovim
varijantama prinos sveze materije povecao se za 50,1%, odnosno 68,8%, a prinos suve materije
za 87,9%, odnosno 125,6 % u odnosu na kontrolu .

Najslabiji efekat na prinos sveze 1 suve materije utvrden je nakon treceg otkosa. Prinos
sveze mase biljaka inokulisanih pseudomonasom bio je za 7,5 % veci u odnosu na kontrolu, dok
je prinos suve materije bio veci za 1,9%. Prinos sveze materije biljaka inokulisanih bacilusom bio
je za 37,5% ve¢i u odnosu na kontrolu, dok je prinos suve materije bio veci za 25%. U varijanti
sa Trichoderma asperellum, utvrdeno je najveCe povecanje sveze materije za 46,25%, a suve
materije za 37,5% . U varijanti gde je bila primenjena aktinomiceta Streptomyces sp. A3 prinos
sveze materije biljaka povecao se za 12,5%, a prinos suve materije za 1,9%.

Na ukupni prinos sveZe i suve mase engleskog ljulja najbolji efekat imala je primena
Pseudomonas sp. P12 i Bacillus sp. B1. Prinos sveze mase biljaka inokulisanih sa Pseudomonas
sp. P12 bio je za 51% veci u odnosu na kontrolu, dok je prinos suve materije bio veci za 64% .

Prinos sveze materije biljaka inokulisanih Bacillus sp. B1 bio je za 63% veéi u odnosu na
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kontrolu, dok je prinos suve materije bio veci za 85,5%. Efekat primene Trichoderma asperellum
na prinos sveze materije biljaka bio je dobar. Prinos sveze materije bio je za 61,34% veéi u
odnosu na kontrolu, dok je prinos suve materije bio veéi za 43,75%. Efekat primene Streptomyces
sp. A3 je bio slabiji. Prinos sveze materije biljaka bio je za 42,9% veéi u odnosu na kontrolu, dok

je prinos suve materije bio veci za 34,8% .

U drugoj godini istrazivanja, nakon sva tri otkosa, utvrdeno je da su svi primenjeni

inokulanti pozitivno uticali na duzinu nadzemnog dela i korena biljke (Tabela 32).

Tabela 32. Duzina nadzemnog dela (nadz.) i korena engleskog ljulja (cm) u Il godini istrazivanja

otkos | Biljka | kontrola Pseudomonas | Bacillus Streptomyces | Trichoderma
sp. P12 sp. B1 sp. A3 asperellum
Nadz. 12,0° 23,0° 21,0 21,5° 19,5°
I Koren 3,75° 5,0 4,5 4,0% 3,45°
Nadz. 17,0 23,5 22,0% 22,0% 21,5°
I Koren 4,0% 4,75% 4,75 4,0% 4,5
Nadz. 19,5 24,5 26,0 23,5° 22,75°
11 Koren 4,75° 5,0° 5,5 4,17% 4, 75°
Prosek | Nadz. 16,2 23,7 23,0 22,3 21,25
Prosek | Koren 4,2 49 49 4,0 4,23

* Vrednosti sa razlicitim slovnim oznakama u superskriptu se prema Fiserovom testu statisticki
znacajno razlikuju za P<0,05

Nakon prvog otkosa, u svim varijantama utvrdeno je statisticki znacajno povecanje duzine
nadzemnog dela biljke. Najbolji efekat postignut je primenom Pseudomonas sp. P12 i
Streptomyces sp. A3. Najslabiji efekat imala je primena gljive Trichoderma asperellum. Na
duzinu korena, nijedan primenjeni tretman nije statisticki znacajno uticao.

Nakon drugog otkosa, utvrdeno je da je u svim varijantama doslo do statisticki znacajnog
povecanja duzine nadzemnog dela biljke. Najbolji efekat imala je primena bakterije
Pseudomonas sp. P12, a najslabiji primena gljive Trichoderma asperellum. Primenjeni tretmani
nisu statisticki znac¢ajno uticali na promenu duzine korena.

Nakon treceg otkosa, u svim varijantama je doSlo do statisticki znaCajnog povecanja
duzine nadzemnog dela biljke. Primena Bacillus sp. B1 imala je najbolji efekat na duzinu
nadzemnog dela, a najslabiji efekat imala je opet primena gljive Trichoderma asperellum. Na

duzinu korena, nijedan primenjeni tretman nije statisticki znacajno uticao.
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U proseku, primenom bakterija Pseudomonas sp. P12 i Bacillus sp. B1 postignut je

najbolji efekat na povecanje duzine nadzemnog dela i korena biljke (Grafik 12).
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Grafik 12. Uticaj inokulacije na duzinu nadzemnog dela i korena biljke

u Il godini istrazivanja

Treéa godina istraZivanja

Primena inokulanata u toku tre¢e godine imala je razli¢iti efekat na prinos sveze i suve
materije engleskog ljulja (Tabela 33).

Nakon prvog otkosa, u svim varijantama doslo je do statisticki znacajnog povecéanja
prinosa sveze materije. NajveCe povecanje prinosa utvrdeno je u varijanti sa primenjenim
Pseudomonas sp. P12. Na prinos suve materije takode je najviSe uticala primena Pseudomonas

sp., a najslabije Bacillus sp. B1.
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Tabela 33. Prinos u tre¢oj godini istrazivanja (t ha'l)

Kontrola | Pseudomonas | Bacillus | Streptomyces | Trichoderma
sp. P12 sp. B1 sp. A3 asperellum
| otkos | SveZa masa 22.0° 40,9° 27,2° 29,0° 27,5°
Suva masa 6,0° 9,0 6,0° 6,5° 7,0°
Il otkos | SveZa masa 15,7° 19,9° 14,3° 5,6° 9,0°
Suva masa 4,2° 7,0° 5,5 2,2% 4.4°
11 otkos | SveZa masa 22,5° 36,3¢ 44.,0° 19,2° 34,9°
Suva masa 3,1¢ 8,9° 14,4 3,8¢ 5,8°
Ukupan | SveZa masa 60,2° 97,1 85,5" 53,8° 71,4°
prinos | Suva masa 13,3° 24,9° 25,9° 12,5° 17,2°

* Vrednosti sa razlicitim slovnim oznakama u superskriptu se prema Fiserovom testu statisticki
znacajno razlikuju za P<0,05

Nakon drugog otkosa u varijanti sa primenjenom bakterijom Pseudomonas sp. P12
utvrdeno je najvece povecanje prinosa sveze i suve materije biljke. Najslabiji efekat postignut je
primenom Streptomyces sp. A3, gde je bilo utvrdeno statisticki znaajno smanjenje prinosa sveze
I suve materije biljke.

Prinos sveZe i suve materije nakon treCeg otkosa bio je najveci u varijanti sa primenjenim
Bacillus sp. B1. Primena Streptomyces sp. A3 imala je negativan efekat na prinos sveze i suve
materije biljke. U ovoj varijanti je utvrdeno statisti¢ki zna¢ajno smanjenje prinosa sveze materije.
Smanjenje prinosa suve materije u ovoj varijanti nije bilo statisti¢ki znacajno.

Na kraju tre¢e godine utvrdeno je da je na povecanje ukupnog prinosa sveze i suve
materije najvise uticala primena Pseudomonas sp. P12 i Bacillus sp. B1. Najslabiji efekat na
prinos sveze i suve materije engleskog ljulja utvrden je u varijanti gde je bio primenjen
Streptomyces sp. A3. U ovoj varijanti utvrdeno je statisticki znacajno smanjenje ukupnog prinosa
sveze materije.

Najvece procentualno povecanje prinosa sveze i suve mase biljaka utvrdeno je nakon
prvog otkosa, i1 to u varijantama gde su bili primenjeni Pseudomonas sp. P12 i Bacillus sp. B1
(Tabela 34).

Tabela 34. Procentualno povecanje prinosa u III godini istrazivanja

Povecanje prinosa u Pseudomonas sp. | Bacillus sp. | Streptomyces sp. | Trichoderma

odnosu na kontrolu (%) | P12 Bl A3 asperellum
SveZa masa 85,9 23,6 31,8 25,0

| otkos | Suva masa 50,0 0 8,3 16,6
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SveZa masa 26,7 -8,9 -64,3 -42,7
Il otkos | Suva masa 66,6 30,9 -47,6 4.8
Il otkos | Sveza masa 61,3 95,5 -14,7 55,1

Suva masa 187,1 364,5 22,6 87,1
Ukupan | Sveza masa 61,3 42 -10,6 18,6
prinos Suva masa 87,2 94,7 -6,0 29,3

Najlosiji efekat na prinos sveze i suve materije utvrden je nakon drugog otkosa. Najbolji
efekat na prinos sveze i suve materije utvrden je u varijanti gde je bila primenjena bakterija
Pseudomonas sp. P12. U ovoj varijanti prinos sveze materije povecao se za 26,7%, a prinos suve
materije za 66,6% u odnosu na kontrolu. Najlosiji efekat postignut je primenom Streptomyces sp.
A3.

Nakon tre¢eg otkosa, prinos sveze mase biljaka inokulisanih bacilusom bio je za 95,5%
veéi u odnosu na kontrolu, dok je prinos suve materije bio veéi za 364,5%. Prinos sveze materije
biljaka inokulisanih Pseudomonas sp. P12 bio je za 61,3% veci u odnosu na kontrolu, dok je
prinos suve materije bio ve¢i za 187,1%. U varijanti sa Trichoderma asperellum utvrdeno je
povecéanje sveze materije za 55,1%, a suve materije za 87,1%. U varijanti gde je bila primenjena
aktinomiceta Streptomyces sp. A3 prinos sveze materije biljaka smanjio se za 14,7%, a prinos
suve materije povecao za 22,6%.

Na ukupni prinos sveze i suve mase engleskog ljulja najbolji efekat imala je primena
Pseudomonas sp. P12 i Bacillus sp. B1. Ukupan prinos sveze mase biljaka inokulisanih sa
Pseudomonas sp. P12 bio je za 61,3% veéi u odnosu na kontrolu, dok je prinos suve materije bio
veci za 87,2% . Prinos sveze materije biljaka inokulisanih sa Bacillus sp. B1 bio je za 42% , a
prinos suve materije za 94,7% veci u odnosu na kontrolu. Prinos sveze materije biljaka
inokulisanih Trichoderma asperellum bio je za 18,6% veéi u odnosu na kontrolu, dok je prinos
suve materije bio veci za 29,3%. Efekat primene Streptomyces sp. A3 u tre¢oj godini imao je
negativan efekat na prinos sveze i suve materije. Prinos sveZe materije biljaka bio je za 10,6%, a

prinos suve materije za 6,0% manji u odnosu na kontrolu.

U tre¢oj godini istrazivanja, primenjeni inokulanti razli¢ito su uticali na duzinu

nadzemnog dela i korena engleskog ljulja (Tabela 35).
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Tabela 35. DuZina nadzemnog dela (nadz.) i korena engleskog ljulja (cm) u Il godini istrazivanja

otkos | Biljka | kontrola | Pseudomonas | Bacillus Streptomyces | Trichoderma
sp. P12 sp. B1 sp. A3 asperellum
Nadz. 24,0° 34,5° 28,5° 29,0° 26,5°
| Koren 3,85° 6,34° 3,5 41" 4,3°
Nadz. 26,7 34,0° 25,9° 14,75 27,7
I Koren 1,9%° 2,7%° 3,16° 1,1 3,4°
Nadz. 32,0° 39,16° 28,7° 23,3° 33,6°
1 Koren 4,0 4,5 3,75 3,16° 4,0
Prosek | Nadz. 27,5 35,9 27,7 22,35 29,2
Prosek Koren 3,25 45 3,45 2,8 3,9

* Vrednosti sa razlicitim slovnim oznakama u superskriptu se prema Fiserovom testu statisticki
znacajno razlikuju za P<0,05

Nakon prvog otkosa, najvec¢a duzina nadzemnog dela biljke utvrdena je u varijanti gde je
bila primenjena bakterija Pseudomonas sp. P12. I u ostalim varijantama utvrdeno je statisticki
znacajno povecanje duzine nadzemnog dela biljke. Samo je primena bakterije Pseudomonas sp.
P12 dovela do statisticki znacajnog povecanja duzine korena biljke.

Nakon drugog otkosa, u varijantama gde su bili primenjeni Pseudomonas sp. P12 i
Trichoderma asperellum, utvrdeno je poveéanje duzine nadzemnog dela biljke, ali to poveéanje
nije bilo statisticki znacajno. U varijanti sa primenjenom aktinomicetom Streptomyces sp. A3
utvrdeno je statisticki znacajno smanjenje duzine nadzemnog dela. Primenjeni tretmani nisu
statisti¢ki znacajno uticali na promenu duzine korena biljke.

Nakon tre¢eg otkosa, utvrdeno je da je primena Pseudomonas sp. P12 imala pozitivan
efekat na povecanje duzine nadzemnog dela engleskog ljulja, dok je u varijanti gde je bila
primenjena aktinomiceta Streptomyces sp. A3 utvrdeno statisticki znacajno smanjenje. Promene u
duzini korena u svim varijantama, nakon trec¢eg otkosa, nisu bile statisticki znacajne.

U proseku, i u tre¢oj godini istrazivanja, biljke u varijanti gde je bio primenjen
Pseudomonas sp. P12, su imale najduzi nadzemni deo biljke i koren (Grafik 13). Primena
Streptomyces sp. A3 imala je negativan uticaj na rast i razvoj biljke, te je u ovoj varijanti u

odnosu na kontrolu doslo do smanjenja duzine nadzemnog dela i korena biljke.
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Grafik 13. Uticaj inokulacije na duzinu nadzemnog dela i korena biljke

u Il godini istrazivanja
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7. DISKUSIJA

7.1. Karakterizacija mikroorganizama iz rizosfere engleskog ljulja

Prilikom ispitivanja mikroorganizama sa potencijalnim PGP osobinama, najcesce se
izvode slede¢i biohemijski testovi: produkcija biljnih hormona (auksina, giberelina i citokinina);
produkcija ACC-deaminaze; solubilizacija fosfata; produkcija siderofora; test za ispitivanje
sposobnosti fiksiranja azota; i sposobnost produkcije enzima za degradaciju ¢elijskog zida raznih
biljnih patogena (hitinaza) (Ogram, 2000; Prosser, 2002). Medutim, rezultati dobijeni u
laboratorijskim uslovima, ne moraju vaziti i za gnotobioticke, poljske uslove. Utvrdeno je da
pojedini PGP mikroorganizmi u laboratorijskim uslovima ispolje neku osobinu, ali ne i u rizosferi
biljke.

Pseudomonas sp.

U ovim istrazivanjima iz rizosfere engleskog ljulja izolovano je dvanaest bakterija za koje
je smatrano da pripadaju rodu Pseudomonas. 1zdvojene su one kolonije koje su pod UV svetlos¢u
(365nm) fluorescirale. Kolonije su nekoliko puta rekultivisane na King-B podlozi, da bi se dobile
Ciste kulture. Kolonije su bile okrugle, krem boje sa ravnom, do blago zup€astom ivicom, glatke i
sjajne. Nakon bojenja po Gramu, utvrdeno je da su bakterije Gram- negativne, Stapicaste, bez
spora. Sve izdvojene kolonije su na osnovu morfoloskih karakteristika kolonije razvrstane u tri
grupe. Za dalja istrazivanja odabran je po jedan reprezentativan predstavnik iz svake grupe (P1,
P9, P12).

Za ispitivanje odnosa izolata prema izvoru ugljenika, odabrano je Sest Secera (glukoza,
galaktoza, fruktoza, saharoza, laktoza, ksiloza). Jedna od taksonomskih karakteristika bakterija
roda Pseudomonas jeste da oni ne fermentiSu glukozu, ve¢ da je oksiduju u aerobnim uslovima.
U ovim istrazivanjima, sva tri izolata su oksidovala glukozu, kao i galaktozu, fruktozu, saharozu i
ksilozu, Sto se manifestovalo promenom boje podloge iz plave u zutu. Nijedan izolata nije

oksidovao laktozu. Ovo je u skladu sa rezultatima ustrazivanja Blazevi¢ et al. (1972) gde je
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utvrdeno da od petnaest izolata P. fluorescens nijedan izolat nije oksidovao laktozu. Sli¢no ovim
rezultatima, u radu Gangwar and Kaur (2009), izolati P.fluorescens nisu oksidovali laktozu, ali je
zato pozitivna reakcija utvrdena kod glukoze i saharoze. Takode, Maleki et al. (2010) navode da
su izolati roda Pseudomonas oksidovali arabinozu, trehalozu i galaktozu. Za razliku od ovih
istrazivanja, u radu Mehnaz et al. (2009), od sedam ispitivanih izolata bakterija roda
Pseudomonas, samo je jedan izolat oksidovao saharozu, arabinozu i ksilozu, a Sest izolata je
oksidovalo samo Sefer manozu. U istraZzivanjima Rubin et al. (2012) ispitivani izolat P.
fluorescens nije oksidovao glukozu, laktozu, dekstrozu i saharozu. Karnwal (2009) navodi da su
svih trideset izolata kao izvor ugljenika koristili glukozu, manitol, fruktozu, arabinozu, trehalozu,
ksilozu i skrob.

Sva tri izolata roda Pseudomonas su imala optimalan rast na podlogama ¢ija je pH bila 5,
6 i 7, dok na podlozi sa pH 4, nijedan izolat nije rastao. Za razliku od ovih istraZivanja, Mehnaz
et al. (2009) su utvrdili da je od sedam ispitivanih izolata, 4 imalo optimalan rast na pH 11, a tri
na pH 3.

Na podlogama sa 3% i 5% NacCl, svi izolati su imali optimalan rast, dok je na podlozi sa
7% NaCl optimalan rast imao samo izolat P9. Slicno ovim rezultatima, u radu Karagoz et al.
(2012), od 17 ispitivanih izolata roda Pseudomonas, svi izolati su imali optimalan rast na podlozi
sa 31 5% NaCl, a samo jedan izolat je rastao i na podlozi sa 7% NaCl. Mehnaz et al. (2009) su
utvrdili da je od sedam ispitivanih izolata, Sest izolata raslo na podlozi sa 5% NaCl.

Svi izolati su imali optimalan rast na temperatirama 13, 28 i 37°C, a minimalan rast
utvrden je na temperaturama 3 i 45°C. Ovi rezultati su u skladu sa istrazivanjima Nathan et al.
(2011) gde je utvrdeno da je od 14 ispitivanih izolata roda Pseudomonas, polovina rasla na
temperaturi od 41°C, a svi su imali optimalan rast na 4°C. U radu Blazevi¢ et al. (1972), od 52
izolata roda Pseudomonas, 19 izolata je raslo na temperaturi 4°C, 20 na temperaturi 42°C, a svi
su imali optimalan rast na temperaturi od 35°C.

Na rast ispitivanih izolata nijedan od primenjenih metala (Mn, Cd i Pb) nije imao
inhibitorni uticaj. Slicno ovim rezultatima, u radu Puri¢ et al. (2011), na ispitivane izolate
je primena cinka.

Primenjeni antibiotici su razli€ito uticali na rast izolata. Utvrdena je potpuna rezistentnost

izolata P1 i P12 na antibiotike ampicilin (10 i 25 i.j.) i eritromicin (5 i 15 i.J.), 1 izolata P9 na
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antibiotik eritromicin (5 i 15 i.j.). Na ispitivane izolate najveci inhibitorni uticaj imala je primena
antibiotika streptomicin (300i.j.), kanamicin i neomicin (30i.j.). U ovim slu¢ajevima izmerene su
zone inhibicije veée od 5 1 10 mm. Kod ostalih antibiotika, zone inhibicije bile su manje od 5
mm. Ovo je u skladu sa istrazivanjima Blazevi¢ et al. (1972), gde je od petnaest izolata P.
fluorescens, 12 bilo osetljivo na antibiotik kanamicin, a ¢ak 14 izolata je pokazalo rezistentnost
prema hloramfenikolu. U istrazivanjima Duri¢ et al. (2011), ispitivani izolati su pokazali razli¢itu
rezistentnost prema antibioticima, a Sto je zavisilo od koncentracije i vrste antibiotika. Nijedan od
ispitivanih izolata nije rastao na podlozi sa 100 pug/m gentamicina, a najveca rezistentnost
pokazana je prema ampicilinu. Takode u radu Mehnaz et al. (2009), ispitivani izolati su pokazali
razli¢itu rezistentnost prema antibioticima. Od sedam izolata, Cetiri je bilo rezistentno na
tetraciklin (25 pg/ml ), pet na streptomicin (100 pg/ml) i Cetiri na gentamicin (25 pg/ml). U
istrazivanjima Gangwar and Kaur (2009), jedan izolat je bio rezistentan prema penicilinu i
oksitetraciklinu, dok je rast drugog izolata bio inhibiran u prisustvu hloramfenikola, penicilina,
gentamicina, streptomicina i oksitetraciklina.

Prilikom ispitivanja uticaja razlicitih pesticida na rast izolata roda Pseudomonas, utvrdeno
je da preporucene koncentracije sva tri pesticida nemaju inhibitorno delovanje. Koncentracije sva
tri pesticida deset puta veCe od preporucene, inhibitorno su uticale na rast svih izolata, osim
izolata P9, kod koga je pri ovoj koncentraciji, utvrdena rezistentnost na pesticid metribuzin i
bentazon. Koncentracija ispitivanih pesticida sto puta ve¢a od preporucene, inhibirala je rast
izolata roda Pseudomonas.

Pri ispitivanju biohemijskih osobina, utvrdeno je da sva tri izolata produkuju enzim
ureazu, §to je potvrdeno pojavom crvenkaste boje indikatora u hranljivoj podlozi. Zelatinozna
aktivnost, koja se manifestuje otapanjem Zzelatina, utvrdena je samo kod izolata P12. Ni kod
jednog izolata nije utvrdena sposobnost produkcije vodonik-sulfida, S$to je detektovano
odsustvom mrke boje filter papira, niti enzima amilaze i pektinaze, Sto se uocava odsustvom
providnih zona oko aktivnih kolonija. Sposobnost razlaganja lipida utvrdena je kod izolata P1 i
P12, a celulazna aktivnost kod izolata P12 i P9. Svi izolati su koristili citrat kao izvor energije,
Sto je u skladu sa rezultatima istraZzivanja Sakthivel and Karthikeyan (2012) i Joseph et al. (2007).
Sli¢no rezultatima ovih istrazivanja, u istraZzivanjima Karagoz et al. (2012), nijedan od
sedamnaest izolata nije hidrolizovao skrob, za razliku od istrazivanja Arwiyanto et al. (2007),

koji tvrdi da je sposobnost hidrolize skroba specificna osobina svih gram negativnih bakterija.
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Takode i u radu Sakthivel and Karthikeyan (2012) od 35 izolata roda Pseudomonas nijedan nije
hidrolizovao skrob, a osamnaest njih je razlagalo zelatin. Za razliku od ovih istrazivanja, u radu
Joseph et al. (2007) svi ispitivani izolati roda Pseudomonas su produkovali vodonik-sulfid,
enzime amilazu i Zelatinazu. U istrazivanjima Meera and Balabaskar (2012), od 35 izolata P.
fluorescens svi su imali sposobnost razlaganja Zelatina, a ni kod jednog izolata nije utvrdena
aktivnost enzima amilaze. Maleki et al.(2010) navode da su kod izolata roda Pseudomonas
utvrdili aktivnost enzima zelatinaze, dok je aktivnost pektinaze izostala. U istrazivanjima Nathan
et al. (2011), od Cetrnaest ispitivanih izolata, kod sedam izolata je utvrdena Zelatinozna aktivnost.
Soesanto et al. (2011) su ispitivali biohemijske karakteristike jednog izolata Pseudomonas
fluorescens P60, i utvrdili da izolat ima sposobnost produkcije enzima zelatinaze i amilaze, ali ne
i lipaze. Rubin et al. (2012) navode da je ispitivani izolat P. fluorescens imao sposobnost
produkcije ureaze, zelatinoze, amilaze i lipaze. U istrazivanjima Puri¢ et al. (2011), polovina
ispitivanih izolata imala je ureaznu aktivnost, dok Zelatinozna, pektinazna i celulazna aktivnost
nije utvrdena ni kod jednog izolata. U istim istrazivanjima od tri ispitivana izolata, kod dva
izolata je utvrdena sposobnot produkcije enzima lipaze. Ahmad et al. (2005) navodi da nijedan od
jedanaest izolata Pseudomonas sp. nije produkovao vodonik-sulfid, $to je u skladu sa rezultatima
ovih istrazivanja. U radu Yoshikawa et al.(1974) Pseudomonas fluorescens var. cellulosa je
pokazala celulaznu aktivnost. Medutim, utvrdeno je da nemaju svi sojevi P. fluorescens
sposobnost produkcije celulaze.

U mnogobrojnim dosadasnjim istrazivanjima utvrdeno je da se bakterije roda
Pseudomonas mogu uspesno Koristiti u suzbijanju bolesti izazvanih patogenim gljivama (Pant
and Mukhopadhyay, 2001). U ovim istrazivanjima ispitivana je sposobnost produkcije materija
koje bi delovale inhibitorno na rast gljiva. Utvrdeno je da nijedan od izolata nije bio u
antagonistickom odnosu sa ispitivanim gljivama. Za razliku od ovih rezultata, u istrazivanjima
DPuri¢ et al. (2011) tri od Sest izolata je pokazalo antagonisti¢ko delovanje prema ispitivanim
gljivama. Meka and Balabaskar (2012) navode da su svih 35 ispitivanih izolata imala inhibitorno
dejstvo na rast gljive S. orizae, pri ¢emu je maksimalna inhibicija bila 93,3%. Takode, u radu
Rubin et al (2012) utvrden je antagonistic¢ki uticaj ispitivanih izolata P. fluorescens na rast gljiva
Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Alternaria alternate i Erysiphe cruciferarum.

U ovim istrazivanjima ispitivane su i pojedine PGP-osobine izolata. Utvrdeno je da sva tri

izolata produkuju indol-sir¢etnu kiselinu (IAA) u podlozi bez dodatka L-triptofana. U tom
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slucaju, najve¢a produkcija IAA utvrdena je kod izolata P9. U podlogama sa dodatim L-
triptofanom (200 i 500 L triptofan pg/ml), nakon 24 i 48h, najveéa produkcija IAA utvrdena je
kod izolata P12, u oba slucaja. Sva tri izolata produkuju siderofore, pri ¢emu su najveci
producenti siderofora izolati P1 1 P9, gde je nakon pet dana izmerena Sirina zone bila veca od 20
mm. Produkcija HCN i egzopolisaharida utvrdena je kod izolata P1 i P9, dok je kod izolata P12
utvrdena oskudna produkcija egzopolisaharida i potpuno odsustvo produkcije HCN-a. Sva tri
izolata razlazu organska jedinjenja fosfora, dok je sposobnost razlaganja neorganskih jedinjenja
fosfora utvrdena samo kod izolata P1. Slicno ovim rezultatima, u istrazivanjima Joseph et al.
(2007), svi izolati su produkovali IAA, a 26 izolata od 35 je produkovalo siderofore. U
istrazivanjima Gangwar and Kaur (2009) izolati roda Pseudomonas su u odnosu na izolate roda
Bacillus i Azotobacter bili veci producenti siderofora i IAA. Takode i u radu Sakthivel and
Karthikeyan (2012), svi izolati roda Pseudomonas su bili veéi producenti IJAA u odnosu na
izolate roda Bacillus, Azotobacter i Azospirillum. Arwiyanto et al. (2007) su utvrdili da
fluorescentni pseudomonasi imaju sposobnost da vezuju jone Fe. Prema Philson and Llinas
(1981), P. fluorescens formira siderohrom feribactin i pijoverdin na podlozi sa citratom i EDTA.
Osim Sto ima sposobnost da vezuje Fe, P. fluorescens moze da vezuje i druge jone, posebno u
nepovoljnim uslovima . O’Sullivan and O’Gara (1992) su utvrdili da kompeticija za supstrat
izmedu Pseudomonas sp. sa patogenima zavisi pre svega od raspolozivih hranljivih materija u
zemljiStu. U istrazivanjima Duri¢ et al. (2011), od Sest ispitivanih izolata Pseudomonas sp. pet
izolata je produkovalo IAA, kod polovine je utvrdena sposobnost produkcije siderofora, a nijedan
izolat nije produkovao HCN. U istim istraZivanjima, polovina ispitivanih izolata je razlagalo
neorganska jedinjenja fosfora. Bhatia et al. (2008) su utvrdili da je od deset ispitivanih izolata
roda Pseudomonas, tri izolata produkovalo siderofore, dva HCN, Sest izolata je produkovalo
IAA, a tri je solubilizovalo fosfate.

Na osnovu morfoloskih, fizioloSko-biohemijskih, kao i PGP osobina koje su izolati
pokazali, te na osnovu rezultata mnogobrojnih dosadasnjih istrazivanja, moze se predpostaviti da
izolati P1 i P9 verovatno pripadaju vrsti Pseudomonas putida, a izolat P12 Pseudomonas
fluorescens. Detaljnija karakterizacija bic¢e izvrSena metodama molekularne Dbiologije
[sekvenciranje 16S rDNA, ITS regiona (intergenic 16S-23S internally transcribed spacer regions)

HKG (house keeping genes: rpoB, rpoD, gyrB, recA, carA...)].
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Bacillus sp.

Iz rizosfere engleskog ljulja izdvojeno je, na osnovu morfoloskih karakteristika kolonija,
dvadeset bakterija za koje je smatrano da pripadaju rodu Bacillus. 1zdvojene kolonije su nekoliko
puta rekultivisane na L-agaru, da bi se dobile Ciste kolonije. Kolonije su nepravilne sa talasastim
ivicama i okrugle sa ravnim ivicama, povrSinske i naborane. Imaju Gram-pozitivne, Stapicaste
¢elije koje formiraju spore. Svi izolati su na osnovu morfoloSkih karakteristika razvrstani u grupe,
a potom je za dalje ispitivanje odabrano tri reprezentativna izolata (B1, B3 i B6).

Sva tri izolata Bacillus sp. su oksidovala glukozu, fruktozu, a izolati B1 i B3 joS i ksilozu.
Nijedan od ispitivanih izolata nije koristio galaktozu, saharozu i laktozu. Sli¢no ovim rezultatima,
u istrazivanjima Gangwar and Kaur (2009), sva tri ispitivana izolata roda Bacillus su kao izvor
ugljenika koristili glukozu, dva od njih galaktozu, a po jedan izolat je koristio manitol, galaktozu
i ksilozu. Takode, Joo et al. (2007) su utvrdili da je od sedam izolata Bacillus sp. samo jedan
izolat koristio galaktozu i ksilozu kao izvor ugljenika, svi su koristili glukozu, a nijedan
galaktozu.

Svi ispitivani izolati roda Bacillus imali su optimalan rast na podlozi pH 6 i 7, a na
podlogama sa pH 4 i 5 nijedan izolat nije rastao. Osmotski pritisak je takode uticao na rast ovih
izolata. Utvrdeno je da su svi izolati imali optimala rast na podlogama koja je sadrzavala 3 i 5%
NaCl, dok je na podlozi sa 7% NaCl optimalan rast imao samo izolat B1, minimalan rast izolat
B6, a izolat B3 nije rastao na ovoj podlozi. U odnosu na temperaturu, svi izolati su ispoljili istu
sposobnost. Svi izolati su imali optimala rast na temperaturi od 13, 28 i 37 °C, minimalan rast
utvrden je na temperaturi 45°C, a nijedan izolat nije rastao na temperatiru od 3°C. Sli¢no ovim
rezultatima, Myeong-Hoon et al. (2007) su utvrdili da su izolati Bacillus sp. imali optimalan rast
na podlogama pH 6-9, da je minimalan rast bio na pH 5 i pH 10. U istraZzivanjima Karagoz et al.
(2012), utvrdeno je da je optimalna koncentracija NaCl za rast izolata Bacillus sp. iznosila 5 i
7%.

Uticaj teSkih metala na rast izolata Bacillus sp. bio je razli¢it, i zavisio je od vrste i
koncentracije metala. Samo je kadmijum imao inhibitorni uticaj na rast ispitivanih izolata, i to u
svojoj najvecoj koncentraciji, gde su izmerene zone inhibicije bile ve¢e od 5 (B1 i B6) i 10 mm

(B3). Sli¢no ovim istrazivanjima, u radu Joseph et al. (2007) ispitivana je tolerancija izolata



Mr Dragana Stamenov doktorska disertacija

bacilusa prema teSkim metalima: Ziva, kobalt, kadmijum, bakar, olovo, cink 1 hrom. Utvrdeno je
pokazali prema olovu.

U ovim istrazivanjima ispitivana je 1 otpornost izolata na odredene antibiotike. Utvrdeno
je da su antibiotici neomicin (30 i.j.), eritromicin (15i.j.), streptomicin (300 i.j.), hloramfenikol i
kanamicin imali najve¢e inhibitorno dejstvo na rast izolata. Izolat B3 pokazao je potpunu
rezistentnost na antibiotik ampicilin (10 1 25 ij.). Najve¢a zona inhibicije izmerena je za
antibiotike streptomicin (300i.j.) i hloramfenikol kod izolata B6. Najslabiji uticaj na rast izolata
imali su antibiotici ampicilin, neomicin (10i.j.) 1 eritromicin (5i.j.). Sli¢no ovim istrazivanjima, i
u radu Joo et al. (2007) od sedam izolata Bacillus sp. samo je jedan izolat bio rezistentan na
antibiotik kanamicin i novobiocin. Takode u istrazivanjima Gangwar and Kaur (2009), jedan
izolat je bio rezistentan na hloramfenikol i ampicilin, dok drugi nije.

Ispitivani pesticidi razli¢ito su uticali na izolate. Preporucene doze pesticida nisu uticale
na rast izolata, a najvece inhibitorno dejstvo utvrdeno je pri koncentraciji 100 puta vecoj od
preporucene kod metribuzina i oksifluorfena. Pesticid bentazon je najslabije uticao na rast izolata.
Pri koncentraciji 100 puta ve¢oj od preporucene utvrdeno je 1 stimulativno dejstvo na rast izolata
B1.

Utvrdeno je da svi izolati Bacillus sp. imaju sposobnost produkcije enzima ureaza,
zelatinaza, lipaza, i da kao izvor energije mogu koristiti citrat. 1zolati B3 i B6 hidrolizuju skrob, a
samo izolat B6 razlaze celulozu. Nijedan od ispitivanih izolata ne produkuje vodonik-sulfid i
enzim pektinazu. Slicno ovim rezultatima, Joseph et al. (2007) su utvrdili da su svih Cetrdeset
izolata Bacillus sp. hidrolizovali skrob i zelatin, i koristili citrat kao izvor energije. Takode, u
istim istrazivanjima je utvrdeno da nijedan izolat nije produkovao vodonik-sulfid, Sto je uskladu
sa rezultatima istraZivanja ovog rada. U radu Karagoz et al. (2012) od 23 izolata roda Bacillus,
Cetrnaest izolata je hidrolizovalo skrob. Mishra et al. (2010) navode da izolati Bacillus sp.
produkuju enzime ureazu i zelatinazu, ali da ne koriste citrate. Za razliku od ovih istrazivanja,
Sakthivel and Karthikeyan (2012) su utvrdili da svi ispitivani izolati bacilusa hidrolizuju skrob i
Zelatin, nijedan ne produkuje ureazu, a od 30 izolata, 17 koristi citrat kao izvor energije.

Upotreba antibiotik-produkujuc¢ih bakterija u kontroli fitopatogenih gljiva, u poslednje
vreme tema je mnogobrojnih istrazivanja (Raaijmakers et al., 2002). Prednosti ovakvog nacina

supresije patogenih gljiva u odnosu na primenu hemijskih sredstava su brojna. U ovim
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istraZzivanjima ispitivan je odnos izolata prema pojedinim gljivama. Utvrdeno je da postoji
antagonisticki odnos izmedu izolata B1, i to prema gljivama Fusarium sp. i Aspergillus flavus.
Ostali izolati nisu pokazali inhibitorno dejstvo na rast gljiva. I u radu Calvo et al. (2010) ispitivan
je odnos izolata bacilusa prema gljivama Rhizoctonia solani i Fusarium solani, i pri tom je
utvrdeno da je od 47 ispitivanih izolata, 45 inhibitorno uticalo na rast R. solani, a 41 na F.solani.
Sli¢ne rezultate dobili su i Asaka and Shoda (1996), koji su utvrdili da Bacillus subtilis RB14
inhibitorno uti¢e na rast R.solani. U istrazivanjima Matar et al. (2009), od Cetrnaest ispitivanih
izolata bacilusa, Sest je imalo antagonisticki efekat na F.oxysporum.

Najveci producent IAA je izolat B3, gde su izmerene koli¢ine IAA bile i do 3 puta vece u
odnosu na ostale izolate. Najveca koli¢ina produkovane IAA izmerena je nakon 48 h u
varijantigde je bilo dodato 500 pg/ml L-triptofana. U odnosu na izolate Pseudomonas sp., izolati
bacilusa su u proseku bili bolji producenti IAA. Ovo je u skladu sa rezultatima Gangwar and
Kaur (2009), koji su takode utvrdili vecu produkciju IAA kod izolata bacilusa u odnosu na
pseudomonase. Medutim, u istrazivanjima Sakthivel and Karthikeyan (2012) utvrdena je veca
produkcija IAA kod izolata pseudomonasa u odnosu na izolate bacilusa. U istrazivanjima Joseph
et al. (2007), svih Cetrdeset izolata roda Bacillus je produkovalo I1AA.

Svi ispitivani izolati roda Bacillus su produkovali HCN i egzopolisaharide, a nijedan nije
produkovao siderofore. Sposobnost da solubilizuju fosfate imaju izolati B1 i B3, a sposobnost da
razlazu organska jedinjenja fosfora utvrdena je kod izolata Bl i B6. Za razliku od ovih
istrazivanja, u radu Joseph et al. (2007) nijedan izolat bacilusa nije produkovao cijanovodonik, a
samo je 5 od ukupno 40 ispitivanih izolata produkovalo siderofore. U istrazivanjima Wahyudi et
al. (2011), svih 12 izolata bacilusa su produkovali siderofore, a 11 izolata je i vrSilo solubilizaciju
foafata. Calvo et al. (2010) navode da je od 47 izolata bacilusa, 25 izolata je rastvaralo fosfate.
Prema rezultatima istrazivanja Mishra et al. (2010), izolat bacilusa je solubilizovao trikalcijum
fosfate, ali nije utvrdena produkcija siderofora. U radu Gangwar and Kaur (2009) od tri izolata
bacilusa, dva izolata su produkovala siderofore.

Na osnovu morfoloskih, fizioloSko-biohemijskih i PGP osobina koje su izolati pokazali,
kao i na osnovu rezultata dosadasnjih istrazivanja u zemlji i u svetu, moze se pretpostaviti da
izolati B1, B3 i B6, verovatno pripadaju vrsti Bacillus subtilis. Determinacija izolata bice

izvrSena molekularnim metodama.
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Actinomycetes

U ovim istrazivanjima ispitivane su morfoloske, biohemijske i PGP osobine aktinomiceta
iz rizosfere engleskog ljulja. Kolonije aktinomiceta su koncaste, okrugle ili nepravilnog oblika sa
talasastim ivicama, hrapave povrsine, razli¢itih boja. Od svih opisanih kolonija aktinomiceta, za
dalja istrazivanja odabrana su tri reprezentativna izolata (A1, A2, A3).

Ispitivane aktinomicete oksidovale su glukozu i galaktozu. Izolati Al i A3 su oksidovali i
fruktozu, saharozu 1 ksilozu, ali nisu laktozu, za razliku od izolata A2. Sli¢cno ovim rezultatima, u
radu Suneetha et al. (2011) utvrdeno je da su izolati aktinomiceta koristili glukozu, ksilozu,
laktozu, kao izvor energije, a da nijedan izolat nije koristio saharozu. Takode, u radu Abbas
(2006), ispitivani izolati aktinomiceta su koristili fruktozu, galaktozu, glukozu, saharozu, ali ne i
ksilozu. U istrazivanjima Georg et al. (1964), od dvanaest izolata aktinomiceta, svi su oksidovali
glukozu, a samo polovina ksilozu. Za razliku od ovih istrazivanja, u radu Varghese et al. (2012)
utvrdeno je da je najveci broj izolata (94,44%) aktinomiceta iz kiselog zemljista koristio ksilozu
kao izvor energije, a najmanji broj laktozu. U radu Moncheva et al. (2002), dva od Sest
ispitivanih izolata, su koristili saharozu, dok su svi izolati koristili galaktozu i ksilozu. Svi ovi
rezultati ukazuju na to da aktinomicete koriste razliite SeCere kao izvor energije, i da u tom
smislu nisu specificno vezane za odredeni izvor. Strzelczyk (1981) je utvrdio nespecifi¢nost
aktinomiceta prema izvoru ugljenika.

Aktinomicete su brojnije u neutralnim i alkalnim zemljistima. U radu Williams i
Wellington (1982), brojnost aktinomiceta u kiselom zemljistu bila je niska. MiloSevi¢ i sar.(2003)
su utvrdili da je zastupljenost aktinomiceta najveca u zemljistu ¢ija je vrednost pH od umereno
alkalne do neutralne, dok je u kiselom zemljiStu zastupljenost ove grupe mikroorganizama mala.
Svi ispitivani izolati imali su optimalan rast na podlozi pH 6 i 7, dva izolata rasla su i na podlozi
pH 5, dok nijedan izolat nije rastao na podlozi ¢ija je pH bila 4. Ovi rezultati su u skladu sa
Abbas (2006) koji je utvrdio da je optimalna pH za rast aktinomiceta 7-8. lzolati  aktinomiceta
imali su optimalan rast na podlogama sa 3 i 5% NaCl. Na podlozi sa 7%NaCl dva izolata (A2 i
A3) su imala minimalan rast, dok je rast izolata A1 na ovoj podlozi bio stimulisan. Ovi rezultati
su u skladu sa istrazivanjima Abbas (2006). On je u svom radu utvrdio veliku toleranciju
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aktinomiceta prema koncentraciji NaCl. Pojedini izolati rasli su na podlogama koje su imale od
0-20 % NaCl. Za razliku od ovih istrazivanja, u radu Moncheva et al. (2002), optimalan rast
aktinomiceta utvrden je na podlogama koje su sadrzavale manji procenat NaCl (1,5; 315 %), dok
na podlogama sa 7, 15 1 20 % NaCl nije utvrden rast aktinomiceta.

Ispitivani izolati aktinomiceta imali su optimalan rast na temperaturi 28 i 37°C, nesto
slabiji na temperaturi 13°C. Na temperaturama od 3 i 45 °C, nijedan izolat nije rastao. Ovo je u
skladu sa istrazivanjima Suneetha et al. (2011), koji su takode utvrdili optimala rast aktinomiceta
na temperaturi od 37°C, a minimalan rast ili potpuno odsustvo rasta na temperaturama od 4 i 45
°C. Abbas (2006) je utvrdio da je optimalna temperaturu rasta aktinomiceta 25-28°C. U
istrazivanjima Moncheva et al. (2002), od Sest ispitivanih izolata aktinomiceta, svi su rasli na
temperaturi 25°C, samo jedan izolat je rastao na temperaturi od 37°C, a nijedan na temperaturi
50°C.

Utvrdeno je da su dva izolata (Al 1 A3) bila rezistentna na jedan antibiotik u svojoj
najslabijoj koncentraciji, ampicilin (10 1.j.). U ostalim sluc¢ajevima, izolati su pokazali razlicit
stepen osetljivosti prema antibiotiku, Sto se manifestovalo kroz razli¢ite Sirine zone inhibicije.
NajSira zona inhibicije izmerena je kod diskova sa streptomicinom (300i.j.), kanamicinom,
neomicinom, a potom kod diskova sa hloramfenikolom, eritromicinom, streptomicinom (10i.j.).
Najslabiji efekat na rast aktinomiceta imala je primena ampicilina i eritromicina. Ovi rezultati su
u skladu sa istrazivanjima Abbas (2006), koji je takode utvrdio osetljivost aktinomiceta prema
neomicinu i streptomicinu, a rezistentnost prema penicilinu i hlorotetraciklinu.

Svi izolati aktinomiceta produkuju ureazu, Zelatinazu i celulazu, a ne produkuju amilazu i
pektinazu. lzolat (A2) produkuje vodonik-sulfid, a za dva izolata (Al i A3) je utvrdena
produkcija enzima lipaze. Za razliku od ovih istrazivanja, u radu Moncheva et al. (2002), nijedan
od Sest ispitivanih izolata aktinomiceta nije hidrolizovao zelatin, polovina je produkovala ureazu,
a Cetiri izolata su razlagala skrob. U istrazivanjima Abbas (2006), izolati su pokazali sposobnost
razlaganja skroba i lipida, ali ne i uree. Prema Gerencser and Slack (1967), od devet ispitivanih
izolata aktinomiceta, Cetiri je hidrolizovalo Zelatin, sedam je razlagalo skrob, a samo dva izolata
su produkovala vodonik-sulfid. Istrazivanja Alam et al. (2004) potvrdila su da izolati
aktinomiceta mogu da produkuju celulazu i da pri tom razlaZzu celulozu na prostije Secere. U
ovim istraZivanjima svi izolati pokazali celulaznu aktivnost. Medutim, ispitivanje veceg broja

izolata aktinomiceta dao bi bolji uvid u celulaznu aktivnost aktinomiceta. U istrazivanjima
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Jeffrey and Azrizal (2007) gde je ispitivan znatno veci broj izolata aktinomiceta (282), samo je
37,6% izolata razlagalo celulozu. Celulaznu aktivnost dva izolata aktinomiceta, od pet
izolovanih, utvrdili su i Gopalakrishnan et al. (2011).

U ovom radu ispitivane su i pojedine PGP osobine izolata aktinomiceta. Utvrdeno je da su
izolati aktinomiceta znatno slabiji producenti IAA u odnosu na izolate bakterija roda
Pseudomonas i Bacillus . Izolati su produkovali veéu koli¢inu IAA u medijumu sa dodatim L-
triptofanom. Koli¢ina produkovane IAA od strane izolata rasla je sa vremenom, tako da su
izmerene vece vrednosti koli¢ine IAA nakon Cetrnaest dana u odnosu na vrednosti koje su
izmerene nakon sedam dana od postavljanja ogleda. Sli¢no ovim rezultatima, u istrazivanjima
Khamna et al. (2010), ispitivana je sposobnost produkcije aktinomiceta izolovanih iz rizosfere
razli¢itih biljaka. Utvrdeno je da je od 270 izolata, trideset produkovalo IAA. I u ovim
istrazivanjima, bolja produkcija IAA bila je u podlozu gde je bio dodat L-triptofan. U radu
Gopalakrishnan et al. (2011), od pet ispitivanih izolata, Cetiri je produkovalo IAA, od kojih je
jedan izolat produkovao znacajnu koli¢inu TAA.

Za ispitivane izolate utvrdeno je da ne solubilizuju neorganske fosfate, samo je po jedan
izolat produkovao siderofore (A2) i vodonik-cijanid (A3), a dva izolata (Al i A2) su razlagala
organski fosfor. U istrazivanjima Gopalakrishnan et al. (2011), svih pet ispitivanih izolata je
pokazalo sposobnost produkcije siderofora, pri ¢emu su izmerene zone bile u opsegu 4-6 mm, a
kod jednog izolata zona je bila Sirine ve¢e od 7mm. U istom radu, svi ispitivani izolati su
produkovali HCN. U istrazivanjima Khamna et al. (2010) 17% od ukupnog broja ispitivanih
izolata je produkovalo siderofore na hrom-azurol podlozi. Prema Hamdali et al. (2008), od osam
ispitivanih izolata aktinomiceta, pet je produkovalo IAA, a svi izolati su produkovali siderofore.

Razli¢ite boje kolonija izolata sugeriSu da raspolaZzemo razli¢itim grupama aktinomiceta.
Medutim, Lo et al (2002) navode da aktinomicete koje imaju razli¢itu boju kolonije mogu

pripadati istom rodu ukoliko imaju iste ostale morfoloSke i fizioloSke karakteristike.

Trichoderma asperellum

Trichoderma asperellum ima septiranu hifu i formira konidije. Kolonija je okrugla sa
koncastom ivicom, rastresite povrSine, zelene boje. Utvrdeno je da nema sposobnost da razlaze
ureu i pektin, ali zato produkuje amilazu i celulazu. Ovi rezultati su u skladu sa istraZzivanjima

Chahal et al. (1996) i Baig (2005), koji su utvrdili celulaznu aktivnost gljive Trichoderma
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asperellum. Takode, Trichoderma asperellum je pokazala antagonisti¢ki odnos prema gljivama
Fusarium sp., Aspergillus niger, Aspergillus flavus i Sclerotinium sp. Ovi rezultati su u skladu sa
brojnim rezultatima (De Ceuster and Hoitink 1999; Tondje et al. 2007), koji potvrduju
sposobnost gljive da razli¢itim mehanizmima uspori ili u potpunosti inhibira rast i razvoj

patogenih gljiva.

Rezultati istrazivanja u ovom radu ukazuju na c¢injenicu da na osobine izolata, koje
ispoljava u odredenim uslovima, uti¢e viSe faktora, kao $to su: ekoloski uslovi koji vladaju u
zemljiStu, vrsta biljke iz Cije je rizosfere izolovan, ali 1 genotip ispitivanog mikroorganizma. Zato
je za kompletnu karakterizaciju izolata, pored fenotipske (odredivanje morfoloskih, fizioloskih i
biohemijskih osobina, serotipizacija, kompozicija celijskog zida, rezistentnost prema
antibioticima, toleratnost prema teSkim metalima), neophodno uraditi i molekularnu

determinaciju, koja obuhvata analizu genomske DNK, tj. genotipsku karakterizaciju.

7.2. Efekat inokulacije na brojnost i dehidrogenaznu aktivnost mikroorganizama u rizosferi

engleskog ljulja

U ovim istrazivanjima pracen je uticaj unetih izolata na brojnost pojedinih fizioloskih i
taksonomskih grupa mikroorganizama.

Ukupan broj mikroorganizama u odredenom ekosistemu moZe se smatrati jednim od
glavnih pokazatelja njegove biogenosti. Mnogi autori smatraju da se na osnovu kvantitativnih
razlika ukupnog broja mikroorganizama mogu prosuditi svojstva tla te njegova potencijalna i
efektivna plodnost (Kalinovi¢,1975; Insam, 2001; Jarak i Hajnal, 2006). Pod ukupnim brojem
mikroorganizama se podrazumeva ustvari ukupan broj bakterija koje izrastu na zemljiSnom agaru
(Govedarica i Jarak, 1999). Ovi mikroorganizmi su neophodni za kruzenje elemenata i od njihove
aktivnosti zavise nadzemni ekosistemi (Van der Heiden et al., 1998; Ovreas, 2000). Na brojnost i
aktivnost mikroorganizam uti¢u svojstva zemljiSta, biljna vrsta, medusobni odnosi mikrobne
populacije i dr.(Milosevi¢ i sar., 1997). U zavisnosti od tipa zemljiSta ukupan broj bakterija se
kre¢e od nekoliko stotina hiljada do nekoliko stotina miliona u gramu zemljsta ( Govedarica i
Jarak, 1995).

U ovim istraZivanjima ukupan broj mikroorganizama kretao se od 5,07- 214,06 x 10°

apsolutno suvog zemljiSta. Svi primenjeni tretmani su u toku tri godine istrazivanja, i nakon



Mr Dragana Stamenov doktorska disertacija

prvog i tre¢eg otkosa, pozitivno uticali na ukupan broj mikroorganizama, pri ¢emu je utvrdeno da
je primena Pseudomonas sp. P12, Thichoderma asperellum i Bacillus sp. B1 imala najbolji
efekat. Najbolji efekat postignut je u treCoj godini istrazivanja, gde je ukupan broj
mikroorganizama u varijanti sa primenjenom bakterijom Pseudomonas sp. P12 bio ¢ak Cetrdeset
puta veci. Ovo je u skladu sa rezultatima istrazivanja Cvijanovic et al. (2012) koji su utvrdili da je
ukupan broj mikroorganizma bio veéi u zemljiStu inokulisanih varijanti. Sli¢no, Nannipieri et al.
(2003) su utvrdili pozitivan uticaj primene Pseudomonas sp. na ukupan broj bakterija i
enzimatsku aktivnost u zemljistu. U radu Stamenov et al. (2012) utvrden je pozitivan efekat
primene Pseudomonas fluorescens i Bacillus sp. na ukupan broj mikroorganizama. U radu
Andelkovi¢ (2012) efekat primenjenih inokulanata na ukupan broj mikrorganizama zavisio je od
godine, roka uzimanja, tipa zemljista, sorte lucerke, kao i mikrobnog inokulanta.

Gljive spadaju u heterotrofne mikroorganizme koji zahvaljuju¢i svom diferenciranom
enzimatskom sistemu imaju znacajnu ulogu u zemljistu, budu¢i da imaju sposobnost razgradnje
raznovrsnih organskih supstrata. Na brojnost i aktivnost gljiva u zemljistu uticu fizicko-hemijska
svojstva zemljiSta, obrada zemljiSta, biljna vrsta i dr. (Govedarica i sar.,1996.; Jarak i sar.1997b).
Veoma su rasprostranjeni u rizosferom zemljistu biljaka (Jarak i sar., 2008).

Primenjeni mikrobni inokulanti su razli¢ito uticali na broj gljiva u rizosferi engleskog
ljulja. U prvoj godini istrazivanja, najbolji efekat postignut je primenom bakterija Pseudomonas
sp. P12 i Bacillus sp. B1, dok u ostalim varijantama povecanje nije bilo statisticki znac¢ajno. U
drugoj godini nakon prvog otkosa, u svim varijantama je utvrdeno povecanje broja gljiva, pri
¢emu je najveca brojnost gljiva utvrdena u varijanti sa primenjenom bakterijom Bacillus sp. B1.
Nakon treceg otkosa, u varijanti gde je bila primenjena Trichoderma asperellum utvrdeno je
statisticki znacajno smanjenje broja gljiva. U tre¢oj godini najbolji efekat na broj gljiva nakon
prvog i treCeg otkosa imala je primena bakterije Pseudomonas sp. P12 i gljive Trichoderma
asperellum. Ovi rezultati su u skladu sa istrazivanjima Nacamulli et al. (1997) i Schwieger and
Tebbe (2000) gde je utvrdeno da introdukovani PGP mikroorganizmi mogu izazvati promene u
brojnosti gljiva, ali i ne moraju. U radu Stamenov et al. (2012b) primena Bacillus sp. imala je
pozitivan efekat na broj gljiva u rizosferi. Takode Puppi et al. (1994), Amora-Lazcano et al.
(1998) i Artursson et al. (2006) navode da je primenom inokulacije u rizosferi do§lo do povecanja

kako gljiva tako i drugih grupa mikroorganizama. U radu Andelkovi¢ (2012), primenjeni
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inokulanti (Rhizobim meliloti, Azotobacter chroococcum u Streptomyces sp.) su u zavisnosti od
tipa zemljista, sorte biljke, razli¢ito uticali na broj gljiva.

Aktinomicete su heterotrofni mikroorganizmi sa razvijenim enzimatskim sistemom koji
im omogucuje iskoristavanje razli¢itih, kako jednostavnih organskih molekula (organske kiseline,
Seceri), tako 1 kompleksnih (proteini, polisaharidi) (Alexander, 1977). Narocito im je znaCajna
sposobnost da razlazu humus, hitin, celulozu i druge materije koje su znatno otpornije na
mikrobioloSku razgradnju. Aktinomicete predstavljaju grupu mikroorganizama koja je obi¢no
Siroko rasprostranjena u zemljiStu. Po zastupljenosti u mnogim zemljiStima su odmah iza pravih
bakterija (Takisawa et al., 1993), pri ¢emu najveci broj vrsta pripada rodu Streptomyces
(Goodfellow and Simpson, 1987).

Primenjeni mikrobni inokulanti razli¢ito su uticali na broj aktinomiceta. Utvrdeno je da je
primena gljive Trichoderma asperellum imala negativan uticaj na brojnost aktinomiceta, u prvoj
godini nakon treceg otkosa i u drugoj godini, nakon prvog otkosa. Ovakvi rezultati mogu da
ukazuju na antagonisticki odnos izmedu inokulanta i autohtonih aktinomiceta. Pozitivan efekat
imala je primena Pseudomonas sp. P12, Bacillus sp. B1 i gljive Trichoderma asperellum u prvoj
godini istrazivanja, nakon prvog otkosa, kada je utvrdeno statisticki znacCajno povecanje broja
aktinomiceta. U ostalim uzorkovanjima, promene u brojnosti aktinomiceta nisu bile statisticki
znaCajne. Ovi rezultati su u skladu sa Hajlan (2010), gde je utvrden razlicit efekat primene
mikrobnih inokulanata (Azotobacter chroococcum soj 84, Azospirillum lipoferum soj 2,
Klebsiella planticola soj 4, Beijerinckia derx soj 4, Anabena azolla soj 1, Nostoc comune soj 1)
na brojnost aktinomiceta, pri ¢emu je vecina ispitivanih varijanti dovela do statisticki znac¢jnog
smanjenja brojnosti aktinomiceta u rizosfernom zemljiStu. Medutim, znatno ve¢i broj istrazivanja
ukazuje da se na broj aktinomiceta primenom inokulanata moze pozitivno uticati . Gharib et al.
(2009) isti¢u pozitivan efekat primene Phaseolus vulgaris L., Rhizobium leguminosarum bv.
phaseoli i Azotobacter chroococcum na povecéanje broja aktinomiceta u rizosfernom zemljistu.
Przybulewskal and Sienicka (2008) navode da je nakon unoSenja aktinomiceta u zemljiste doslo
do povecanja brojnosti ovih mikroorganizama. Takode u radu Stamenov et al. (2011b),
primenjeni mikrobioloSki inokulanti (Azotobacter chroococcum, Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii, Streptomyces sp.) su pozitivno uticali na povecanje brojnosti aktinomiceta i u kiselom

zemljistu.
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Aminoheterotrofi obuhvataju veliku grupu bakterija, gljiva i aktinomiceta koji ucestvuju
u procesu amonifikacije tj. procesu razgradnje proteina do amonijaka. Raznovrsnost i
nespecifiénost aminoheterotrofa je razlog da je ova grupa mikroorganizama u zemljiStu brojna.
Za ovu grupu mikroorganizama je zajednicko da imaju sposobnost stvaranja ekstracelularnih
proteolitickih enzima koji uzrokuju hidroliticku razgradnju velikih proteinskih lanaca na manje
jedinice, koje c¢elija moze usvojiti. Prema Alexanderu (1977) broj ovih mikroorganizama u
povrsinskim horizontima se kreée od 10 ° do 10 ’ po gramu zemljista, a njihov broj zavisi od
koliCine 1 vrste supstrata, tipa zemljista i uslova koji tu vladaju.

U ovim istrazivanjima inokulanti su pozitivno uticali na brojnost aminoheterotrofa. U
prvoj i drugoj godini istrazivanja, primena gljive Trichoderma asperellum i izolata Pseudomonas
sp. P12 i Bacillus sp. B1, je imala najve¢i uticaj na brojnost aminoheterotrofa. U tre¢oj godini u
varijantama gde su bile primene aktinomiceta Streptomyces sp. A3 i izolata Pseudomonas sp. P12
utvrdeno je najvece povecanje broja aminoheterotrofa. Ovo je u skladu sa rezultatima Hajnal
(2010) gde je takode utvrden pozitivan uticaj primene inokulanata na broj aminoheterotrofa u
rizosferi kukuruza. Za razliku od ovih rezultata, u istrazivanjima Andelkovi¢ (2012) uvrden je
negativan uticaj inokulacije Rhizobim meliloti, Azotobacter chroococcum u Streptomyces sp. na
broj aminoheterotrofa.

Oligonitrofili su grupa slobodnih azotofiksatora koji koriste male koli¢ine nitratnog i
amonijacnog azota. U ovu grupu spadaju bakterije iz rodova Azospirillum, Derxia i Beijerinckia.
U zemljistima neutralne i blago kisele reakcije u jednom gramu ih ima nekoliko stotina hiljada a
koli¢ina fiksiranog azota iznosi 20-60 kg (Jarak i Colo, 2007).

U prvoj godini istrazivanja, primena izolata Pseudomonas sp. P12 i gljive Trichoderma
asperellum imala je najbolji efekat na broj oligonitrofila. U ostalim varijantama nije utvrdeno
statisti¢ki znacajno povecanje broja oligonitrofila. U drugoj i tre¢oj godini istraZivanja, primena
izolata Pseudomonas sp. P12 i Bacillus sp. B1, kao i gljive Trichoderma asperellum dovela je do
najveceg povecanja broja ovih mikroorganizama. U ostalim varijantama, iako je doslo do
povecanja broja oligonitrofila, promene nisu bile statisticki znacajne. Introdukovani
mikroorganizmi su ocigledno pozitivno uticali na broj oligonitrofila. Slicno ovim rezultatima,
Mili¢ i sar. (2004) su primenom mikrobnih inokulanata uticali pozitivno na broj oligonitrofila u
rizosferi pasulja. Takode, u radu Hajnal (2010) introdukcija smesSe mikroorganizama

(Azotobacter chroococcum soj 84, Azospirillum lipoferum soj 2, Klebsiella planticola soj 4,
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Beijerinckia derx soj 4, Anabena azolla soj 1, Nostoc comune soj 1) dovela je do povecanja broja
oligonitrofila u rizosferi kukuruza. U radu Stamenov et al. (2012), primena gljive Trihoderma
asperellum imala je pozitivan efekat na ukupan broj bakterija, aminoheterotrofa, ali i
oligonitrofila.

Rod Azotobacter je najviSe ispitivan od svih slobodnih azotofiksatora i jedan je od
najznacajnijih rodova iz ove grupe mikroorganizama. Azotobakter se nalazi u neutralnim do
slabo alkalnim zemljistima, u vodenim sredinama, u rizosferi biljaka i filosferi. Brojnost i
aktivnost azotobaktera zavisi prvenstveno od pH reakcije, sadrzaja humusa 1 lakopristupacnog
fosfora (Govedarica i Jarak, 1995b). Plodna zemljista karakteriSe visoka brojnost azotobaktera. U
istrazivanjima Jarak i sar. (1998) brojnost azotobaktera bila je najvec¢a u zemljistu koje je imalo
najpovoljnija hemijska svojstva. Brojnost azotobaktera je veoma niska u zemljiStu vece kiselosti
(Colo i Jarak, 2005), a prema rezultatima Boswell (1954), u kiselom zemljistu nema
azotobaktera.

Brojnost azotobaktera u ovim istrazivanjima menjala se u zavisnosti od primenjenih
tretmana 1 godine. U prvoj godini istraZivanja, svi primenjeni tretmani su statisticki znacajno
uticali na povecéanje broja azotobaktera. Najbolji efekat, nakon oba uzorkovanja, imala je primena
bakterija roda Bacillus. U drugoj godini istrazivanja, primena Bacillus sp. B1 i Pseudomonas sp.
P12, dovela je do statisticki znacajnog povecanja broja azotobaktera. U ostalim varijantama
promene u brojnosti azotobaktera nisu bile statisti¢ki znacajne. U trecoj godini, nakon prvog
otkosa, samo je primena Bacillus sp. Bl dovela do statisticki znacCajnog poveéanja broja
azotobaktera. U ostalim varijantama, promene nisu bile statisticki znacajne. Nakon tre¢eg otkosa,
samo u varijantama gde su bile primenjene aktinomiceta Streptomyces sp. A3 i gljiva
Trichoderma asperellum utvrdeno je statisticki znacajno povecanje broja azotobaktera. Slicno
ovim istrazivanjima, u radu Stamenov et al. (2012) primena Bacillus sp. imala je pozitivan uticaj
na povecanje brojnosti azotobaktera. U radu Andelkovi¢ (2012), broj azotobaktera se statisticki
znafajno povecao samo u varijantama gde je bio primenjen polivalentni inokulum koji je
sadrzavao azotobakter.

Dehidrogenaze su enzimi koji katalizuju reakciju odvajanja vodonika od razli¢itih
organskih jedinjenja tipa ugljenih hidrata, organska kiselina, alkohola, amino kiselina i njegovo
prenoSenje do kiseonika (aerobne dehidrogenaze) ili do organskih jedinjenja (anaerobne

dehidrogenaze). Dehidrogenazna aktivnost u zemljistu je pokazatelj bioloSke aktivnosti mikrobne
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populacije u zemljistu, jer su u zemljiStu dehidrogenaze uglavnom mikrobioloskog porekla. Veca
aktivnost dehidrogenaze ukazuje na ve¢i intezitet disanja, odnosno na intezivniju mineralizaciju
sveze organske materije.

U prvoj godini istrazivanja, nakon prvog 1 treeg otkosa, primenjeni inokulanti su
pozitivno uticali na dehidrogenaznu aktivnost. Samo je nakon prvog otkosa, u varijanti gde je
bila primenjena Trichoderma asperellum doslo do statisticki zanacajnog smanjenja
dehidrogenazne aktivnosti. U drugoj godini, nakon prvog otkosa, svi primenjeni tretmani
pozitivno su uticali na dehidrogenaznu aktivnost, osim $to je primena gljive dovela do smanjenja
ali to nije bilo statisticki znacajno. Smanjenje dehidrogenazne aktivnosti u varijanti gde je
introdukovana gljiva Trichoderma asperellum, ukazuje na antagonizam izmedu ove gljive i
autohtonih mikroorganizama. Nakon tre¢eg otkosa, primena inokulanata je takode pozitivno
uticala, ali te promene nisu bile statisticki znacajne. Kao i u prvoj i drugoj godini, i u trecoj
godini primenjeni tretmani su doveli do povecanja dehidrogenazne aktivnosti, ali to povecanje
nije bilo statisticki znacajno. Samo je primena Pseudomonas sp. P12 nakon prvog otkosa uticala
na statisticki znacajno povecanje dehidrogenazne aktivnosti. Utvrdeno je da je u prvoj i drugoj
godini dehidrogenazna aktivnost bila ve¢a nakon tre¢eg otkosa, odnosno na kraju vegetacionog
perioda biljke, dok je u tre¢oj godini ona bila vec¢a nakon prvog otkosa. Ovi rezultati su u skladu
sa istrazivanjima Beresteckij et al.(1983), Jarak i sar. (1997) i Milosevi¢ et al. (1997) , koji su
meSavinama. Takode u radu Cvijanovi¢ (2002) utvrdeno je statisticki znacajno povecanje
dehidrogenazne aktivnosti pri bakterizaciji semena kukuruza. Za razliku od ovih istrazivanja, u
radu Hajnal (2010) inokulacija nije dovela do povecanja dehidrogenazne aktivnosti u rizosfernom
zemljiStu kukuruza. Ni jedna od ispitivanih mikrobioskih smeSa nije ispoljila stimulativan efekat
u odnosu na kontrolnu varijantu, koja nije bila inokulisana. To ukazuje na c¢injenicu da je
autohtona mikrobna populacija imala ve¢u metaboli¢ku aktivnost u odnosu na introdukovane

mikroorganizme.

UnoSenjem mikroorganizama kao inokulanata u zemljiste postoji mogucnost da isti uticu na
autohtone mikroorganizme, ali isto tako i da inokulanti budu izlozZeni njihovom uticaju. Kao
rezultat slozenih uslova koji vladaju u zemljistu, introdukovani i autohtoni mikroorganizmi mogu
stupiti u razli¢ite odnose: simbiozne, antagonisticke ili neutralne. U zavisnosti od toga brojnost 1

aktivnost odredenih grupa mikroorganizama moze biti stimulisana, inhibirana ili introdukovani
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mikroorganizmi mogu i da ne ostvare nikakav uticaj na strukturu autohtone populacije. Otuda i
proizilazi potreba za izucavanjem strukture i aktivnosti mikrobne rizosfere nakon primene
inokulanata (Dobbelaere et al., 2003).

7.3. Brojnost mikroorganizama introdukovanih vrsta u rizosferi engleskog ljulja

U ovim istrazivanjima, na kraju prve i tre¢e godine istrazivanja, odredivana je brojnost
mikroorganizama introdukovanih grupa u rizosferi engleskog ljulja. Brojnost ovih grupa
mikroorganizama u odnosu na kontrolu pove¢ao se u svim varijantama, i to zahvaljujuc¢i onim
mikroorganizmima koji su nakon introdukcije uspeli da se adaptiraju na nove uslove. Samim tim
inteziviraju se mikrobioloski procesi zbog kojih je i vrSena aplikacija mikroorganizama
(Dobbelaere et al., 2003). Bakterijske suspenzije stoga uvek sadrze veci broj celija, od 108 - 10°
¢elija/ml inokuluma. Nakon introdukovanja ovako gustog inokuluma, zbog kompeticije sa
autohtonim mikroorganizmima, kao i uslova koji vladaju u zemljistu, broj mikroorganizama ¢e se
brzo smanjiti sve do broja koji ¢e biti u ravnotezi sa svojom okolinom. U sterilnom zemljiStu, gde
su uklonjeni svi autohtoni mikroorganizmi, brojnost unetih mikroorganizama ¢e se odrzati na 10’
~ 108 ¢elija/g zemljista nedeljama. U ovim istraZzivanja, u odnosu na kontrolu, do najveceg
povecanja brojnosti mikroorganizama introdukovanih grupa imala je Trichoderma sp. i
Streptomyces sp., a potom mikroorganizmi roda Pseudomonas sp., dok je najmanje povecanje

utvrdeno kod mikroorganizama roda Bacillus.

7.4. Uticaj inokulacije na klijavost, duzinu klice i parametre prinosa engleskog ljulja

Proces unosenja korisnih mikroorganizama, direktno u zemljiste ili indirektno preko
povrsine semena odnosno klijanaca, a sa ciljem da se stimuliSe rast i razvice biljaka, oznacava se
kao inokulacija. Mikroorganizmi koji promoviSu rast i razvi¢e biljaka snabdevanjem biljaka
lakodostupnim fosforom, sumporom, azotom, produkcijom biljnih hormona ( auksina, giberelina,
citokinina) nazivaju se biofertilizatori. Mikroorganizmi koji promovisu rast biljaka putem
kontrole fitopatogenih mikroorganizama nazivaju se biopesticidi. Primena PGP mikroorganizama
kao biofertilizatora i /ili biopesticida u proizvodnji razliCitih biljaka omogucuje bolje iskoris¢enje

potencijala za razvoj kako biljaka tako i mikroorganizama (Frame, 2005; Avis et al., 2008).
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Uloga rizosfernih mikroorganizama jeste da mineralizuju organska azotna jedinjenja do
amonijacnog i nitratnog jona, ugljenchidrate do ugljen-dioksida i vode, dok neki mikroorganizmi
rastvaraju soli fosfora, kalijuma, magnezijuma, kalcijuma i tako stvaraju biljne asimilative. Veliki
broj rizosfernih mikroorganizama proizvodi materije rasta kao $to je giberelin (Pseudomonas,
Agrobacterium, Rhizobium), auksin (Pseudomonas, Bacullus, Azotobacter, aktinomicete, gljive).
Zahvaljuju¢i takvoj aktivnosti rizosferni mikroorganizmi se mogu i prakti¢no primenjivati. U
poslednjih nekoliko decenija brojne rizobakterije uklju¢ujué¢i Pseudomonas, Bacullus,
Azotobacter, Clostridium, Streptomyces, Serratia, Trichoderma pokazale su stimulativan efekat
na rast biljaka (Berg, 2009).

U ovim istrazivanjima primenjeni izolati su razli¢ito uticali na klijavost semena, duzinu
stabaoceta i korenka Klice, kao i na prinos sveze i suve materije biljke i visinu biljke engleskog
ljulja.

Utvrdeno je da je najbolji efekat na klijavost semena, nakon pet i Cetrnaest dana, imala
primena gljive Trichoderma asperellum, dok je negativan efekat na klijavost imala primena
Bacillus sp. B1 i Pseudomonas sp. P12. Na duzinu stabaoceta i korenka, nakon oba merenja,
najbolje je uticala primena aktinomicete, dok je primena bakterija Bacillus sp. B1 i Pseudomonas
sp. P12 imala negativan efekat. Negativan efekat primene izolata roda Bacillus i Pseudomonas na
klijavost semena engleskog ljulja, mogao bi biti posledica sposobnosti ovih bakterija da
produkuju vodonik-cijanid, gas koji u vecoj koli¢ini inhibira klijavost i rast korena biljke. Ovi
rezultati su u skladu sa istrazivanjima Heydari et al. (2008), koji su utvrdili inhibitorni uticaj
primene cijanovodonik produkuju¢ih pseudomonasa na klijavost pSenice i1 razi. Takode u
istrazivanjima Alstrom and Burns (1989), pseudomonasi koji su produkovali vodonik-cijanid,
inhibirali su razvoj pasulja. Za razliku od ovih istrazivanja, Niranjan et al. (2004) navode da je
primena P. fluorescens imala pozitivan efekat na klijanje semena zitarice proso. Takode, u
istrazivanjima Shaukat et al. (2006) bakterizacija (Azospirillum, Pseudomonas i Azotobacter)
semena suncokreta i pSenice imala je pozitivan efekat na klijavost i duzinu klice. U istrazivanjima
Gravel et al. (2007) utvrden je pozitivan efekat primene Trichoderma sp. i Pseudomonas sp. na
klijavost semena. Jarak i sar. (2007a) isticu da su najbolji rezultati na rast klice i visinu biljaka

lucerke ostvareni primenom zdruzenih kultura rizobiuma, azotobaktera i aktinomiceta.
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Na prinos sveZze i suve materije biljke, u ovim istrazivanjima, najbolji efekat imala je
primena bakterija Pseudomonas sp. P12 i Bacillus sp. B1. Najveci prinos bio je u trec¢oj godini
istrazivanja, a najmanji u prvoj godini. Primena Streptomyces sp. A3 i Trichoderma asperelum
dalo je takode pozitivne rezultate, osim u tre¢oj godini, kada je primena aktinomicete imala
negativni efekat na prinos sveze i suve materije biljke. Na duzinu nadzemnog dela i korena biljke,
najbolji efekat imala je primena Bacillus sp. B1 i Pseudomonas sp. P12, u toku sve tri godine
istrazivanja. Kao i u slucaju prinosa, u trecoj godini istrazivanja, primena aktinomicete imala je
negativan efekat na duzinu nadzemnog dela i korena biljke. Ovo ukazuje na Cinjenicu da je u
rizosfernom zemljistu doSlo do kompeticije izmedu introdukovane aktinomicete 1 autohtonih
mikroorganizama. Takva interakcija ima za rezultat smanjenje ili izostanak efekta promocije
biljnog rasta. Pozitivan efekat primene bakterizacije na prinos trave utvrden je i u istrazivanjima
Dragomir et al. (2007), koji su u toku dve godine ispitivali uticaj inokulacije na suvu materiju
jezevice (Dactylis glomerata L). Za inokulaciju kori$¢eni su sojevi bakterija roda Beijerinckia i
Azospirillum, kao i njihova smesa. Nakon prve godine najbolji efekat na povecanje suve materije
biljke imala je primena bakterija roda Beijerinckia, a nakon druge godine najbolji efekat
postignut je primenom smeSe bakterija roda Beijerinckia i Azospirillum. Razlike nisu bile
statisticki znacajne. Rennie et al. (1983) su utvrdili da primena bakterija iz roda Bacillus
pozitivno uti¢e na visinu i prinos trava, §to je i u skladu sa rezultatima ovih istrazivanja. Ratti et
al. (2001) su utvrdili da primena arbuskularnih mikoriznih gljiva Glomus aggregatum i PGPR
Bacillus polymyxa i Azospirillum brasilense povecavaju biomasu i sadrzaj fosfora kod
aromati¢ne trave palmarosa (Cymbopogon martinii). U istraZivanjima Seldim et al. (1984)
primena Bacillus azotofixans pozitivno je uticala na duzinu korena trave, sto potvrduju i rezultati
ovog rada. Takode, u istrazivanjima Biswas et al. (1994) unoSenje Azotobacter i Azospirillum
pozitivno uti¢e na rast i jednogodis$njih i viSegodi$njih trava. Bouton et al. (1979) navode da
primena A. brasilense ima pozitivan efekat na masu suve materije tropske trave. U istraZzivanjima
Smith et al. (1978) inokulacijom A. brasilense povecéan je prinos Sveze materije trave Panicum
maximum za 80% i za 61% kod trave Digitaria decumbens. Pozitivan uticaj primenjenih
azotofiksiraju¢ih mikroorganizama na visinu trave utvrdili su Okon and Kapulnik (1986).
Korhonen et al. (1986) su utvrdili da primena azotofiksiraju¢ih bakterija kod trava i Zitarica ima

pozitivan efekat na rast i razvoj biljke.
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Rezultati istrazivanja ukazuju na veliki potencijal primene mikroorganizama u proizvodnji
engleskog ljulja. Da bi se inokulacijom postigao Sto bolji efekat na rast i prinos engleskog ljulja,
neophodno je izolovati $to veéi broj mikroorganizama iz rizosfere trava, utvrditi njihovu
efikasnost na poboljSanje rasta biljke 1 prona¢i najadekvatniji nacCin njihove primene. Dalja
istrazivanja svakako bi trebala obuhvatiti proucavanje uzajamnog odnosa primenjenih
mikroorganizama i engleskog ljulja, kao i interakcije inokulanata sa autohtonim

mikroorganizmima u poljskim uslovima, da bi se optimizirao nacin i vreme primene inokulanata.
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8. ZAKLJUCAK

Rezultati trogodisnjih istrazivanja ukazuju na sledeée zakljucke:

Na osnovu morfoloskih karakteristika kolonije i ¢elije, izolati P1, P12 i P9, pripadaju rodu

Pseudomonas, izolati B1, B3 i B6 rodu Bacillus, a izolati A1, A2, A3 rodu Streptomyces.

Na podlozi sa glukozom rasli su svi izolati, a na podlozi sa galaktozom izolati roda
Pseudomonas i Streptomyces. Izolat A2 nije rastao na podlozi sa fruktozom. Na
podlozi sa saharozom rasli su svi izolati roda Pseudomonas i izolati Al i A3, a sa
laktozom samo izolat A2. Izolati B6 i A2 nisu rasli na podlozi sa ksilozom.

Na podlogama cija je pH 5, 6, 7 utvrden je optimalan rast svih izolata osim izolata
roda Bacillus i A3. Na podlozi pH4, nijedan izolat nije rastao.

Na podlogama sa 3 i 5 % NaCl, utvrden je optimalan rast svih izolata. Na podlozi
sa 7% NaCl utvrdeno je potpuno odsustvo rasta izolata P1, P12 i B3, a kod izolata
Al, utvrden je intezivniji rast.

Na temperaturi od 13, 28 1 37°C utvrden je optimalan rast skoro svih izolata, a
minimalan rast ili potpuno odsustvo rasta pri temperaturi od 3 i 45°C.

Primenjeni metali nisu uticali na rast izolata. Samo je primena kadmijuma, pri
koncentraciji od 10 mol/dm? inhibirala rast svih izolata roda Bacillus.

Primenjeni antibiotici razlicito su uticali na izolate. U proseku, izolati P1 i P12 su
pokazali najvecu otpornost na primenjene antibiotike, dok su izolati B1, B3, Al i
Preporucene doze pesticida nisu uticale na rast izolata. U proseku, izolati P9 i Bl
su pokazali najvecu otpornost na delovanje veéih koncentracija pesticida, dok su
Svi ispitivani izolati produkuju ureazu, a ne produkuju pektinazu.

Zelatinazu produkuju izolati roda Bacillus, Streptomyces i izolat P12. Samo izolat
A2 produkuje proteazu. Lipazu produkuju izolati roda Bacillus i izolati P1, P12,
Al 1 A3. Amilazu produkuju izolati B3 i B6. Celulazna aktivnost utvrdena je kod
svih izolata roda Streptomyces i izolata P9, P12 i B2.
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Citrat kao izvor energije koriste izolati roda Pseudomonas, Bacillus i izolat Al.
Samo je kod izolata B1 utvrden antagonisti¢ki odnos prema gljivama Aspergillus
flavus i Fusarium sp.

Produkcija IAA kod svih izolata rasla je sa povecanjem koncentracije L-triptofana
i vremena inkubacije. U proseku, kao najbolji producent IAA pokazao se izolat
B3.

Sposobnost produkcije siderofora utvrdena je kod svih izolata roda Pseudomonas.
Kod izolata P1, P3, Bi, B3, B6 i A3 utvrdena je sposobnost produkcije HCN-a.
Egzopolisaharide produkuju svi izolati roda Pseudomonas i Bacillus.

Sposobnost da razlazu neorganska jedinjenja fosfora utvrdena je kod izolata P1,
B1 i B3, a organska jedinjenja fosfora razlazu izolati roda Pseudomonas, B1, B3,
AliA2.

Primenjena Trichoderma asperellum pokazala je slede¢e biohemijske osobine:

Gljiva ne produkuje ureazu i pektinazu, ali produkuje amilazu i celulazu.
Utvrden je antagonisti¢ki odnos gljive Trichoderma asperellum prema svim

primenjenim gljivama.

Brojnost pojedinih sistematskih i fizioloskih grupa mikroorganizama kao i enzimatska

aktivnost u rizosferi engleskog ljulja, zavisila je od primenjenih inokulanata.

Na ukupan broj mikroorganizama i broj gljiva, u proseku, najvise je uticala
primena izolata Pseudomonas sp. P12 i Bacillus sp. B1.

Najveca brojnost aktinomiceta utvrdena je na varijantama gde su bili primenjeni
izolati Pseudomonas sp. P12 i Streptomyces sp. A3.

Na brojnost aminoheterotrofa, najbolji efekat imala je primena izolata
Pseudomonas sp. P12 i gljive Trichoderma asperellum.

Najveca brojnost oligonitrofila bila je u varijanti gde je primenjen izolat
Streptomyces sp. A3.

Brojnost azotobaktera u rizosferi engleskog ljulja povecala se u odnosu na
kontrolu u svim varijantama. U proseku, najbolji efekat na povecanje broja
azotobaktera imala je primena izolata Bacillus sp. B1 i gljive Trichoderma

asperellum.
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e Na povecanje dehidrogenazne aktivnosti najviSe je uticala primena izolata

Pseudomonas sp. P12 i Streptomyces sp. A3.

Inokulacija je imala pozitivan uticaj na klijavost, sveZu i suvu masu biljke, visinu i duzinu
korena biljaka.

e Primena gljive Trichoderma asperellum i izolata Streptomyces sp. A3 delovala je
pozitivno na Kklijavost, duzinu korenka i stabaoca klice, dok su izolati
Pseudomonas sp. P12 i Bacillus sp. B1 imali negativan uticaj na ove parametre.

e Primenjeni mikroorganizmi uticali su pozitivno na povecanje prinosa sveze i suve
materije biljke. U proseku, najbolji efekat na prinos sveze i suve materije imala je
primena izolata Pseudomonas sp. P12 , Bacillus sp. B1.

e Visina nadzemnog dela i duzina korena, u proseku bila je najveca na varijantama

gde su bili primenjeni izolati Pseudomonas sp. P12 i Bacillus sp. B1.

Rezultati istrazivanja su pokazali da se koriS¢enjem PGP mikroorganizama biljka

obezbeduje neophodnim hranivima, §to opravdava njihovu primenu i u proizvodnji krmnih trava.
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