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Izvod

Primena mikroorganizama koji stimuliSu rast i razvoj biljaka predstavlja
alternativu primeni sintetickih dubriva u konvencionalnoj poljoprivrednoj
proizvodnji. Dosadasnja istrazivanja pokazala su da bakterije iz roda Bacillus
ispoljavaju biostimulativno delovanje na razliite gajene biljne vrste. Ove
bakterije imaju brojne direktne i indirektne mehanizme delovanja zahvaljujuci
velikoj metaboli¢koj raznovrsnosti. Pojedine vrste roda Bacillus povecavaju
dostupnost hranljivih materija putem bioloske fiksacije azota i solubilizacije
fosfata u zemljistu, ¢ime deluju kao biofertilizatori i direktno utic¢u na rast biljaka.
Kao biostimulatori, Bacillus spp. produkuju fitohormone koji uti¢u na rast i razvoj
biljaka, a najznacajniji su auksini, giberelini i citokinini. Ovaj rad navodi
najznacajnije mehanizme delovanja Bacillus spp. 1 daje pregled prethodnih
istrazivanja efektivnosti ovih bakterija na razli¢itim biljnim vrstama. Poznavanje
mehanizama delovanja je od sustinskog znacaja za uspe$nu primenu preparata na
bazi Bacillus spp. i postizanje stabilnih prinosa.

Kljuc¢ne reéi: Bacillus spp., fiksacija azota, solubilizacija fosfata, fitohormoni,
biljni rast, prinos biljaka

UvOD

Rod Bacillus obuhvata Gram-pozitivne, pokretne bakterije, Stapic¢astog
oblika ¢elije, duzine 2 um — 6 pum i pre¢nika nesto manjeg od 1 pm (Errington i
Aart, L., 2020). Ovaj rod je jedan od najvise prouc¢avanih i najrasprostranjenijih u
prirodi. U nepovoljnim uslovima za rast ove bakterije imaju sposobnost
produkcije dormantnih endospora (Tan, 1., i Ramamurthi, 2014).

Vrste roda Bacillus jedne su od najbolje proucenih bakterija — stimulatora
biljnog rasta (engl. Plant Growth-Promoting Rhizobacteria - PGPR) koje
kolonizuju rizosferu, obezbeduju biljke hranljivim materijama 1 produkuju
fitohormone te ispoljavaju stimulativni efekat na rast i prinos biljaka. Zahvaljujuci
produkciji sekundarnih metabolita, isparljivih organskih i neorganskih jedinjenja,
siderofora, kao i indukciji sistemic¢ne otpornosti biljaka (engl. Induced Systemic
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Resistance - ISR), bakterije iz roda Bacillus povecavaju toleranciju biljaka na
bioticki stres (patogene, StetoCine). Osim toga, vazno je ista¢i da ove bakterije
poboljsavaju otpornost na razli¢ite faktore koji predstavljaju abioticki stres za
biljku, kao Sto su susa, visoke i niske temperature, salinitet, UV zracenje i razli¢iti
oksidativni stresovi. Bacillus subtilis je tipiCan predstavnik ovog roda i prvi put je
identifikovan od strane Ferdinand Kon 1872. godine. Osim B. subtilis, druge vrste
poput B. amyloliquefaciens (Slika 1), B. pumilus 1 B. velezensis Koriste se kao
sredstva za biokontrolu razli¢itih patogena i stimulisanje rasta biljaka (Dobrzynski
i sar., 2022). Bakterije kao Sto su B. subtilis i B. amyloliquefaciens prepoznate su
kao jedne od najperspektivnijih bakterija za primenu u biokontroli i biostimulaciji
zahvaljujuéi viSestrukim mehaninizama delovanja, bez Stetnih efekata na zivotnu
sredinu. Osim navedenog, Bacillus spp. imaju vaznu ulogu i u procesima
bioremedijacije.

Slika 1. Izgled kolonija Bacillus subtilis (a) i Bacillus amyloliquefaciens
(b) (orig.)

Mehanizmi biofertilizacije Bacillus spp. Najznacajniji mehanizmi
kojima Bacillus spp. povetavaju dostupnost hranljivih materija za biljke su
bioloska fiksacija azota i solubilizacija fosfata. Zahvaljuju¢i pomenutim
mehanizmima delovanja, Bacillus spp. direktno uticu na plodnost zemljista,
stimulisanje rasta i razvi¢a biljnih organa i povecanje prinosa.

Bioloska fiksacija azota. Azot (N) je jedan od esencijalnih elemenata
koji je neophodan biljkama za pravilan rast i razvoj. Biljke, kao i veéina
mikroorganizama, azot ne mogu da koriste u njegovom molekularnom obliku.
Zbog toga, za ishranu biljaka i postizanje visokih prinosa, upotrebljavaju se azotna
dubriva. Prekomerna upotreba azotnih dubriva dovodi do zagadenja voda,
zemljista i vazduha. U cilju oCuvanja Zivotne sredine, raste potreba za uvodenjem
mikrobioloskih preparata kao ekoloske 1 odrzive alternative sintetickim
dubrivima. Navedeni mikrobiolo$ki preparati sadrze simbiotske ili slobodno
ziveée bakterije koje su selekcionisane na osnovu njihove visoke efektivnosti u
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fiksaciji azota. Bioloska fiksacija azota predstavlja proces pretvaranja
atmosferskog azota (N») u amonijak (NH3) i nitrate (NOs"), koje potom mogu da
koriste biljke, kao i drugi mikroorganizmi. Koli¢ina fiksiranog azota kroz proces
bioloske fiksacije azota godi$nje dostiZe vrednosti u rasponu od 1,95-2,5 x 10!!
kg. Bakterije koje imaju znacajnu ulogu u bioloskoj fiksaciji azota, ponekad imaju
i druga korisna svojstva, kao S§to su produkcija siderofora, polisaharida,
fitohormona i bioloSka kontrola patogena (Aasfar i sar., 2024). Prethodna
istrazivanja su potvrdila da bakterije iz roda Bacillus, koje imaju sposobnost
azotofiksacije, znacajne za stimulisanje rasta razlicitih biljnih vrsta. Stepien i sar.
(2022) su utvrdili veéi prinos zrna pSenice nakon primene sojeva Paenibacillus
azotofixans, B. megaterium 1 B. subtilis u poredenju sa primenom mineralnog
dubriva. Soj B. subtilis sa sposobnoscu fiksacije azota povecao je rast biljaka
kineskog kupusa za 27% u odnosu na kontrolu (Ma i sar., 2022), dok je soj B.
pumilus u kombinaciji sa azotnim dubrivom, uticao na povecanje sadrzaja
hlorofila i visine biljaka pirin¢a (Khin, T.W., i sar., 2018).

Solubilizacija fosfata. Fosfor je drugi esencijalni element koji je vazan za
rast i razvoj biljaka. Takode, fosfor je direktno ukljucen u ¢elijske procese kao $to
su fotosinteza, metabolizam ugljenih hidrata i redoks homeostaza. Ovaj element
ima klju¢nu ulogu u procesima aktivacije enzima, formiranju nukleinskih kiselina
i sintezi adenozin trifosfata (ATP) (Solangi i sar., 2023). Ukoliko zemljiSte nije
obezbedeno dovoljnom koli¢inom fosfora rast biljaka je ogranicen, §to dovodi do
smanjenja prinosa. Efikasnost primene fosfornih dubriva moze biti niska usled
fiksacije fosfora za dvovalentne katjone u zemljistu, kao Sto su aluminijum,
kalcijum i gvozde, Cime se stvaraju nerastvorljivi mineralni oblici fosfata u
zemljistu. Mikroorganizmi koji rastvaraju neorganske fosfate — fosfosolubilizatori
(engl. Phosphate Solubilizing Microorganisms - PSMs) imaju bitnu ulogu u
procesima transformacije tesko rastvorljivih jedinjenja fosfora u oblike koji su
dostupni biljkama. Bakterije koje imaju sposobnost rastvaranja fosfata ¢ine do
50% celokupne mikrobne populacije, a vrste roda Bacillus su medu
najznacajnijim fosfosolubilizatorima (Kalayu, 2019). Elhaissoufi, W., i sar. (2022)
istiCu da upotreba mikroorganizama sa sposobnos$¢u P-solubilizacije predstavlja
obecavajuéu strategiju za postizanje visokih prinosa. U istrazivanjima Mazylyté,
R., i sar. (2022) utvrdena je sposobnost fosfosolubilizacije soja Bacillus sp., koja
je rezultat produkcije organskih kiselina (limunska, jantarna, 2-ketoglukonska,
glukonska, jabu¢na, mleCna i oksalna kiselina). Primena soja Bacillus sp. u
kombinaciji sa mineralnim dubrivom (NPS-12:40:10), povecala je koli¢inu
dostupnog fosfora u zemljistu za 10—-15% u poredenju sa primenom dubriva. Han i
sar. (2024) su utvrdili da bakterija B. subtilis poveCava parametre rasta kod biljaka
dinje posredstvom mehanizma P-solubilizacije. Inokulacija krompira sojem B.
subtilis je povecala duzinu nadzemnog dela i korena u poredenju sa kontrolom.
Pomenuti soj produkovao je indol-3-siréetnu kiselinu i pokazao sposobnost
solubilizacije fosfata (Hanif i sar. 2015). Izolat B. pumilus produkovao je IAA,
egzopolisaharide, biofilm i pokazao sposobnost solubilizacije fosfora, ¢ime je
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pozitivno uticao na parametre rasta pSenice (Ansari i sar. 2019). S obzirom da
hormonalni status biljaka delimi¢no zavisi od dostupnosti mineralnih hranljivih
materija u zemljiStu, Bacillus spp. sa sposobnosc¢u fiksacije azota i solubilizacije
fosfata indirektno uticu i na koncentraciju fitohormona u biljkama (Kudoyarova i
sar., 2019).

Mehanizmi biostimulacije Bacillus spp. Produkcijiom fitohormona
(auksini, giberelini, citokinini, apscinska kiselina, etilen) bakterije roda Bacillus
uticu na regulisanje rasta biljaka u optimalnim i stresnim uslovima. Na ovaj nacin,
Bacillus spp. reguliSsu vazne procese, kao Sto su usvajanje vode i mineralnih
materija iz zemljista, ali i povec¢avaju otpornost biljaka na stresne uslove.

Produkcija indol-3-siréetne kiseline (IAA). Auksini su biljni hormoni
koji imaju kljuénu ulogu u regulisanju rasta i razvoja biljnih organa i povecanju
gustine korenskih dlaka i bo¢nih korenova. Tokom procesa deobe biljnih ¢elija,
kao i stimulaciji diferencijacije vaskularnog tkiva, auksini imaju znacajnu ulogu.
Najzastupljeniji biljni hormon iz klase auksina je indol-3-siréetna kiselina (engl.
Indole Acetic Acid — IAA). Sinteza IAA odvija se tokom prelaska iz
eksponencijalne u stacionarnu fazu rasta bakterija. U sintezi [AA, glavni
prekursor je aminokiselina L-triptofan (Trp). Bakterije iz roda Bacillus, kao i
druge PGPR bakterije, imaju nekoliko puteva sinteze IAA, kao Sto su: indol-3-
piruvat (IPA), triptamin (TAM) i indol-3-acetamid (IAM) put. Vrste roda Bacillus
poznate su po Sirokom spektru produkcije TAA. Soj B. subtilis ispoljio je
stimulativni efekat na klijavost semena, rast paradajza i sadrzaj azota, fosfora i
kalijuma u zemljistu, zahvaljujuéi sintezi IAA, siderofora i solubilizaciji fosfata
(Walia i sar., 2014). Benitez, S.V., i sar. (2024) istakli su potencijal primene B.
pumilus kao biodubriva na nosacu od alginata i skroba, zbog velike odrzivosti
prilikom skladiStenja na sobnoj temperaturi i visoke produkcije auksina. Sojevi B.
velezensis, B. paralicheniformis 1 B. tequilensis, koji su rastvarali organski i
neorganski fosfor i produkovali TAA, uticali su na povecanje rasta krastavca u
odnosu na kontrolu (Wang i sar., 2022). Kazerooni, E. A., i sar. (2021) su utvrdili
da soj B. amyloliquefaciens ima sposobnost produkcije IAA i siderofora, kao i
rastvaranja neorganskih jedinjenja fosfora, kalijuma i cinka. Primenom ovog soja
povecan je sadrzaj hlorofila, Secera, aminokiselina i prolina kod biljaka paprike.
Izolati Bacillus sp., Enterobacter sp., Pantoea sp. 1 Burkholderia phytofirmans,
koji produkuju IAA, poboljsali su kvalitet semena i rast biljaka Sargarepe (Noor,
A., 1 sar., 2023). Soj B. subtilis, koji je imao sposobnost rastvaranja fosfata i
produkcije TAA, uticao je na poveéanje visine biljaka paprike u odnosu na
kontrolu (Huang, Y., i sar., 2017).

Produkcija giberelina. Giberelini (engl. Gibberellic Acid - GA) su biljni
hormoni sa stimulativnim delovanjem na rast biljaka, klijanje semena, zametanje i
rast plodova (Slika 2.). Kako navode Mukherjee i sar. (2022), najuocljiviji efekat
GA u rastu biljaka je izduzivanje internodija izdanaka, pojaCana apikalna
dominacija i rast listova. Giberelini obuhvataju grupu tetracikli¢nih diterpenoidnih
karboksilnih kiselina sa ugljeni¢nim skeletom sa Cig ili Cy atoma (Hedden i
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Thomas, 2012). Do sada, kod biljaka je identifikovano ukupno 136 strukturno
razlicitih giberelina (GA1-GA136). Produkcija hormona iz ove grupe potvrdena je
i kod bakterija, pri cemu su GA1, GA3 i GA4 najaktivniji giberelini. Medutim, za
razliku od biljaka, putevi biosinteze giberelina kod bakterija nisu jo§ uvek
objasnjeni. Samo mali broj bakterija produkuje gibereline, a koncentracija
proizvedenih hormona je veoma niska. Bakterijski proizvedeni giberelini
regulisani su pomoéu GA-DELLA mehanizma i mogu da indukuju rast i razvoj
izdanaka, kao i da inhibiraju rast korena. Kang i sar. (2019) su pokazali da soj B.
subtilis produkcijom giberelina GA1, GA4, i GA7 znacajno uti¢e na povecanje
visine, biomase i sadrzaja hlorofila biljaka kupusa. Inokulacija semena rotkvice sa
B. subtilis 1 Pseudomonas fluorescens dovela je do znacajnog povecanja sveze i
suve mase korena i listova, kao i sadrzaja fotosintetickih pigmenata, prolina i
ukupnih slobodnih aminokiselina u odnosu na kontrolni tretman, u uslovima
saliniteta (Mohamed i Gomaa, 2012). Hu, Q., i sar. (2024) su utvrdili da soj B.
subtilis stimuliSe klijavost semena pSenice indukcijom biosinteze GA. Soj B.
amyloliquefaciens poboljsao je rast biljaka kineskog kupusa, rotkvice i paradajza
zahvaljujuéi produkciji giberelina (GA4, GA8, GA9, GA19 i GA20) (Kim i sar.,
2017). U istrazivanjima Shahzad i sar. (2021), B. pumilus je povecao duzinu
korena i izdanaka, ali i svezu masu biljaka kukuruza, dok su kao moguci
mehanizmi delovanja navedeni produkcija fitohormona IAA 1 GAS56. Patel, M., i
sar. (2023) su utvrdili efikasnost soja B. subtilis u ublazavanju Stetnih efekata
abiotickog stresa kod piskavice zahvaljuju¢i produkciji IAA, GA3, siderofora,
egzopolisaharida i litiCkih enzima.

R
CO,H
GA;; Ry = OH, R, = OH

GA4; R =OH,R; =H

Slika 2. Hemijska struktura giberelina GA1, GAs u GA4 (Bottini i sar., 2004).

Produkcija citokinina. Citokinini (engl. Cytokinins - CK) su grupa
biljnih hormona koji predstavljaju N°-derivate adenina. Ovi biljni hormoni
stimuliSu celijsku deobu, diferencijaciju hloroplasta, otvaranje stoma, regulisu
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mirovanje i klijanje semena, cvetanje, razvoj korena i listova. Na osnovu strukture
citokinina postoje dve grupe: adeninski tip i tip fenil uree. Adeninski tip ukljucuje
kinetin i zeatin, dok tip fenil uree ukljucuje 1,3-difenil ureu i tidiazuron
(Piotrowska, A i sar., 2005). Citokinini su izolovani iz visih biljaka, ali je njihova
produkcija potvrdena i kod gljiva i bakterija. Do danas, otkriveno je 20 prirodnih
citokinina, ¢iju biosintezu katalizuje enzim izopentil-transferaza, kodiran ipt
genom. Uticaj citokinina je povezan i sa drugim fitohormonima, kao §to su
auksini. Interakcija izmedu pomenuta dva fitohormona smatra se klju¢nim
regulatorom razvojnih procesa, kao $to su formiranje i odrzavanje meristema i
organogeneza biljaka. Produkcija citokinina je dokazana kod mnogih PGPR,
ukljucujuéi Bacillus spp. (Tsotetsi i sar., 2022). Citokinin-produkujuéi B. subtilis
uti¢e na nivo citokinina i drugih biljnih hormona (auksini, apscisinska kiselina) i
na taj nacin stimuliSe biljni rast (Arkhipova,T i sar., 2005). Pomenuti autori,
istakli su u svom radu da inokulacija zelene salate bakterijom B. subtilis povecava
sadrzaj citokinina u biljkama. Soj B. velezensis ispoljio je biostimulativni efekat
na arhitekturu korena, biomasu korena i izdanaka Arabidopsis thaliana u
korelaciji sa produkcijom citokinina i pojaCanom mitozom u meristemima
(Barrera-Ortiz i sar., 2023).

Produkcija apscisinske kiseline. Apscinska kiselina (engl. Abscisic Acid
- ABA) je biljni hormon koji ima ulogu u inhibiciji biljnog rasta. Apscinska
kiselina je poznata pod imenom ,.hormon stresa* jer deluje kao signalni molekul
kada je biljka izlozena stresu (Muhammad Aslam i sar., 2022). Dokazano je da, u
uslovima suSe, ABA utiCe na zatvaranje stoma i time spreCava gubitak vode.
Istovremeno, ABA obezbeduje odbranu biljaka od patogenih mikroorganizama
(Bharath i sar., 2021). Rizosferne bakterije mogu da produkuju ABA, ali i druge
,hormone stresa®, kao Sto su brasinosteroidi, jasmonska kiselina i salicilna
kiselina, ¢iji je uticaj povezan sa nivoom ABA. U radu Han i sar. (2018) navedeno
je da prekomerna ekspresija gena, koji je ukljuen u sintezu ABA, povecava
koncetraciju ABA u biljkama, a visi nivo povecava toleranciju na stres. Utvrdeno
je da endofitna bakterija B. amyloliquefaciens proizvodi ABA i povecava rast i
otpornost pirina na soni stres (Shahzad i1 sar., 2017). Soj B. subtilis koji
produkuje TAA, indol-3-acetaldehid, ABA, jasmonsku kiselinu i druge regulatore
rasta stimuliSe rast biljaka pamuka (Zhang i sar., 2022).

Produkcija etilena. Etilen (engl. Ethylene - ET) je gasoviti biljni hormon
koji reguliSe Sirok spektar fizioloskih procesa, kao Sto su starenje, rast i razvoj
biljaka, izduzivanje korena i stabla biljaka, formiranje primordija listova i korena,
i cvetanje. Osim toga, ET reguliSe odgovor biljaka na nepovoljne i stresne uslove,
kao §to su napad patogena, salinitet i susa. Osim biljaka, i mikroorganizmi mogu
da produkuju etilen (Ravanbakhsh i sar., 2018). Medutim, jo§ uvek nije otkriveno
kako etilen mikrobioloskog porekla uti¢e na biljni rast. Rizosferne bakterije,
ukljucujuéi Bacillus spp., produkuju enzim 1-aminociklopropan-1-karboksilat
(ACC) deaminazu. Pomenuti enzim, reguliSe nivo etilena tako Sto metabolise
ACC (prekursor etilena) u a-ketobutirat i amonijak. Produkcijom ACC
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deaminaze, rizosferne bakterije smanjuju produkciju etilena ¢ime podsti¢u rast
biljaka u uslovima stresa. Prema Singh, S., i Shyu (2024), Bacillus spp.
produkcijom ACC deaminaze znatno olakSavaju akumulaciju osmolita u biljnim
¢elijima, posebno u uslovima stresa. Eksperiment u staklenicima potvrdio je da
sojevi B. subtilis i B. safensis stimuliSu rast biljaka kukuruza i smanjuju uticaj
saliniteta, zahvaljuju¢i produkciji ACC deaminaze i ublazavanju efekta etilena
(Misra i Chauhan, 2020).

ZAKLJUCAK

Na osnovu pregleda dosadasnjih istrazivanja moze se zakljuciti da su
bakterije roda Bacillus Cesto koris¢eni agensi u stimulaciji rasta razlicitih biljnih
vrsta. S obzirom da na poljoprivrednu proizvodnju utice veliki broj faktora, veoma
je vazno pronaci efikasno resenje u cilju postizanja uniformne klijavosti semena,
optimalnog rasta biljaka i stabilnih prinosa. Zahvaljuju¢i mehanizmima delovanja
koji pospesuju usvajanje hranljivih materija, Bacillus spp. podsticu rast i razvoj
biljaka, kako u optimalnim tako i u stresnim uslovima.
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Abstract

MECHANISMS OF THE BIOSTIMULANT ACTION OF BACILLUS SPP.
Vasiljka Karaci¢!, Dragana Miljakovi¢?, Milan Ivanovi¢!
"Univerzitet u Beogradu - Poljoprivredni fakultet, Nemanjina 6, 11080 Beograd,;
nstitut za ratarstvo i povrtarstvo, Maksima Gorkog 30, 21000 Novi Sad
E-mail: vasiljka.dragic@gmail.com

The use of microorganisms that stimulate the growth and development of
plants is an alternative to the use of synthetic fertilizers in conventional
agricultural production. Previous research has shown that bacteria from the genus
Bacillus exert a biostimulating effect on various cultivated plant species. These
bacteria have numerous direct and indirect mechanisms of action due to their great
metabolic diversity. Certain Bacillus spp. increase the availability of nutrients
through biological nitrogen fixation and phosphate solubilization in the soil,
which directly affects plant growth. Also, Bacillus spp. produce phytohormones
that affect the growth and development of plants, the most important of which are
auxins, gibberellins and cytokinins. This paper discusses the most important
mechanisms of action of Bacillus spp. and provides an overview of previous
research on the effectiveness of these bacteria on different plant species.
Knowledge of the mechanisms of action is essential for the successful application
of preparations based on Bacillus spp. and achieving stable yields.

Keywords: Bacillus spp., nitrogen fixation, phosphate solubilization,
phytohormones, plant growth, crop yield
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