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Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Bernarda Lenkert, naslova

Ko-inokulacija sjemena soje s autohtonim sojevima Bradyrhizobium japonicum i

Pseudomonas fluorescens

Soja predstavlja jednu od vodedih ratarskih i ekonomski vaznih kultura u svijetu. Predsjetvena
bakterizacija soje osigurava opskrbu dusikom prirodnim putem te time umanjuje potrebu za
unosom mineralnih gnojiva. Velike klimatske promjene su potaknule selekciju kultivara soje
te sojeva kvrzi¢nih bakterija s ciljem prilagodbe novonastalim ekoloSkim uvjetima. Selekcija
autohtonih sojeva kvrzi¢nih bakterija igra vaznu ulogu u veéem iskoriStavanju procesa
bioloske fiksacije dusika, jer predstavlja vrijedan genentski potencijal odredene vaine
poljoprivredne regije. Pravilan odabir bakterijskog soja osigurava raniju i efikasniju infekciju i
nodulaciju te optimalno usvajanje atmosferskog dusika. Cilj ovoga istrazivanja je utvrditi
utjecaj inokulacije soje sa razli¢itim sojevima kvrzi¢nih bakterija i korisnim bakterijama koje
pospjesuju rast biljaka, te koji ¢e se od autohtonih sojeva kvrzi¢nih bakterija pokazati
najefikasniji u nodulaciji soje. U svrhu istrazivanja proveden je pokus u kojemu su koristeni
autohtoni sojevi kvrzi¢nih bakterija izolirani sa razliCitih lokacija Hrvatske te Pseudomonas
fluorescens kao bakterija koja promovira rast biljaka. Rezultati istrazivanja pokazali su kako je
ko-inokulacija kvrzi¢nih i PGPR bakterija primjer iskoriStavanja korisnih mikroorganzama u
uzgoju soje te se kao takav moze smatrati jednim od vrlo znacajnih alata biotehnologije u

sustavima odrzive poljoprivrede.

Kljucne rijeci: soja, Bradyrhizobium japonicum, inokulacija, PGPR, nodulacija, simbiozna

ucinkovitost



Summary

Of the master’s thesis-student Bernarda Lenkert, entitled

Co-inoculation of soybean seed with indigenous strains of Bradyrhizobium japonicum and

Pseudomonas fluorescens

Soybean is one of the world's leading agricultural and economically important crops. Soybean
inoculation can provide natural supply of plants with nitrogen, thereby reducing the need for
input of synthetic fertilizers. Large climate changes have encouraged selection of soybean
cultivars and strains of nodule bacteria that would adapt to new ecological conditions.
Selection of indigenous rhizobial strains plays an important role in soil microbiology, as it
represents valuable genetic potential from a certain agricultural region. Proper bacterial
strain selection can provide an earlier and more effective infection, nodulation and fixation
of atmospheric nitrogen. The aim of this research was to determine the impact of soybean
inoculation with different strains of nodule and PGPR bacteria, and to establish which of the
indigenous strains will provide the most effective soybean nodulation. For this purpose
vegetation pot experiment was conducted in which indigenous rhizobial strains isolated from
different regions Croatia and bacterium with plant growth promoting abilities — Pseudomonas
flurescens were tested. The result of the study showed that soybean co-inoculation with
nodule bacteria and PGPR is a example for positive relationship between microorganisms and
legumes that can be considered as one of the important tools of biotechnology in sustainable

agricultural systems.

Keywords: soya bean, Bradyrhizobium japonicum, inoculantion, PGPR, nodulation, symbiotic

efficiency



1. Uvod

Povecanjem broja stanovnika javlja se potreba za efikasnijom proizvodnjom hrane.
Moderna odrzZiva poljoprivreda teZi ka iskoriStavanju prednosti prirodnih resursa svake
pojedine lokacije, supstrata u koji se kultura sije, te tako i autohtone mikrobne populacije koja
je prisutna u tlu. U konacnici odrzZiva poljoprivreda se okreée nedestruktvnim metodama
uzgoja koje smanjuju koristenje mineralnih gnojiva i pesticida, gledajuci sveobuhvatan utjecaj
agrotehnike na okolis. Dugoro¢na primjena dusiénih gnojiva na poljoprivrednim tlima
uzrokuje: degradaciju tla, narusavanje njegovih fizikalnih, kemijskih i bioloskih svojstava,
zagadenje podzemnih i nadzemnih voda te njihovu eutrofikaciju (Topol, 2012). U zemljistu sa
formiranim profilom, mikroorganizmi odrZzavaju njegovu strukturu, nivo organske tvari i
stablinost drugih svojstva tla. Mikroorganizmi u ukupnim tranfosrmacijama u tlu sudjeluju sa
oko 60 — 80 %, dok glavnu ulogu imaju u procesima kao $to je kruzenje tvari i energije (Jarak i
Duri¢, 2008.). Prilikom ocjenjivanja plodnosti i kvalitete tla raznovrsnost i enzimatska
aktivnost mikrobne populacije veoma su znacajni paramteri (MiloSevi¢ et al., 2007; MiloSevic¢
et al., 2008). Sve je viSe prisutna primjena rizobakterija i kvrzicnih bakterija u biljnoj
proizvodnji kao mjera koja smanjuje potrebu za unosom dusi¢nih gnojiva, no mogu se
primjeniti i za obnovu plodnosti tla (Jarak i Duri¢, 2008.). Mahunarke predstavljaju
neizostavnu komponentu u odrzivoj poljoprivredi i/ili plodoredu zbog svoje sposobnosti da se
same snabdjevaju dusikom, tj. da stupaju u simbiozni odnos s bakterijama tla koje imaju

sposonost fiksacije atmosferskog dusika.

Proces fiksacije dusSika oznacava vezanje elementarnog odnosno molekula plinovitog
dusika(N;) iz atmosfere i njegovo prevodenje u oblike koje mogu iskoristiti mikroorganizmi ili
biljke. Prilikom transformacije prekida se njegova trostrka veza te se on transformira u
anogranski reaktivni oblik, Sto doprinosi unosu dusSika u tlo od 100 — 175 milijuna
tona/godisnje na planetu (Bottomley i Mylord 2007.). Antorpogeni utjecaj na ukupnu biolosku
fiksaciju dusika dodaje jo$ 50 — 70 t/god. koje se koriste u poljoprivredi (Herridge et al. 2008;
Lindstréom et al., 2010.). Prilikom fiksacije dusika potrebne su i troSe se velike koli¢ine fosfora.
Prema Vadez et al.(1997.) potrebe za fosforom su do 3 puta vece u kvrZica nego u okolnog

korijenja jer se fosfor trosi u enzimatskoj transformaciji N> u NHs*.



Bioloska fiksacija dusika kod kultiviranih biljaka djeluje pozitivno na sam rast biljke te
doprinosi odrzivosti razvoja usjeva i utje¢e na smanjenje emisija staklenickih plinova jer ona
zamijenjuje dusi¢na gnojiva koja se dobivaju uz utroSak neobnovljivih izvora energije (Boddey

et al., 2009.).

Soja se zbog svojih karakteristika kao Sto su odli¢an izvor proteina za ljude i Zivotinje, vrlo
visoke iskoristivost te relativno nezahtjevnog nacin uzgoja, smatra jednom od vodedéih
svjetskih kultura Sto se ti¢e ekonomic¢nosti uzgoja. Kod uzgoja soje koriste se velike koli¢ine
dusi¢nih gnojiva. Glavni cilj inokulacije usjeva mikrobioloskim preparatom je smanijiti unos
mineralnih dusi¢nih gnojiva, smanjiti mobilizacije nevezanih dusi¢nih spojeva u podzemne i
nadzemene vode, tlo i zrak te smanijiti troskove prilikom uzgoja usjeva. Prema Zimmer et
al.(2016.) soja ima sposobnost dobivanja dusika iz simbioze sa kvrZiénim bakterijama
Bradyrhizobium spp. Navedene bakterije nisu autohtone u europskim tlima pa je sjeme soje

potrebno inokulirati sojevima Bradyrhizobium spp.

Aplikacijom mikrobioloskog preparata u tlo kod usjeva se poboljSava usvajanje esencijalnih
hranjiva i vode, te ée usjevi efikasnije iskoriStavati dodana sintetska gnojiva ili minerale
(Schoebitz et al. 2013.). Osim unosa mikrobioloske populacije u tlo takoder je vrlo cesta
metoda inokulacije samog sjemena usjeva. Glavna svrha inokulacije sjemena je osigurati
dovoljan broj zivuéih kvrzi¢nih bakterija koje ¢e inficirati korijen mahunarki te time omoguditi
nodulaciju ubrzo nakon klijanja (Thompson 1988.; Catroux 1991.). Komercijalni mikrobioloski
preparati su prvi puta predstavljeni 1896. godine koristeci kulture Rhizobium spp., koje su
uzgajane u plitkim staklenim bocama u malo Zelatinoznog medija (Smith 1992.). Godine 1887.
znanstvenici Hellriegel i Wilfarth svojim su eksperimentom dokazali da je N; fiksacija povezana
s kvrzicama na korijenu mahunarki te da je provode infektivni bioloski agnesi u kvrzicama. Ti
agensi variraju u sposobnosti nodulacije razliCite grupe biljaka. Godinu dana kasnije Beijerinck
je uspio izolirati kvrZicne bakterije (Fred et al., 1932.). Beijerinck je doSao do zakljucka da
mahunarke iste potporodice (taksonomski u bliskome srodstvu) nodulira ista vrsta Rhizobium
spp. te je tako potreba za inokulacijom sjemena mahunarki postala opcée prihvaéena kada se

radilo o uzgoju na tlima na kojima mahunarke prethodno nisu uzgajane (Deaker et al.,2006.).

Veliku vaznost mikrobiologija tla polaze na selekciju autohtonih sojeva kvrzi¢nih bakterija

nekog podneblja. Klima se svakim danom sve viSe mijenja te je za efikasnu bakterizaciju i Sto
2



bolji rast i razvoj usjeva potrebno provesti niz biokemijskih, fenotipskih i genotipskih testova
i selekciju kojom dobivamo sojeve prilagodene ekoloskim uvjetima svakog pojedinog
uzgojnog podneblja. Prilikom selekcije autohtonih sojeva kvrZi¢nih bakterija nekoliko klju¢nih
karakteristika igra glavnu ulogu: sposobnost agresivne kolonizacije korijena biljke domacina,
prilagodivost same bakterije uvjetima sredine, sposobnost uspostave simbizonog odnosa s
bilikom domacdinom te sposobnost efikasnog usvajanja dusika i promoviranja rasta biljaka
putem drugih mehanizama. Na selekciji se neprekidno radi jer su tla bogata autohtonim
populacijama rizobakterija i kvrzicnih bakterija koje su se optimalno prilagodile uvjetima
sredine te predstavljaju neizostavnog sudionika-pomagaca prilikom uzgoja usjeva nacinima
odrzive poljoprivrede. Cilj same selekcije jer primjena ciljane populacije bakterija kao
bakterijskog preparata, prilikom uzgoja nekoga usjeva kako bi se osigurala optimalna infekcija,

nodulacija i fiksacija dusika te time i opskrba biljke neizostavnim esencijalnim hranjivom.

Jedan od novijih alata biotehnologije su svakako i ko-inokulacija koje uklju¢uje PGPM (eng.
plant growth promoting microorganism) te kvrZicne bakterije. PGPM ukljucuju razli¢ite
rodove bakterija i gljiva te se koriste za poboljSanje rasta usjeva. Primjenjuju se u
predsjetvenoj ko-inokulaciji kao vise predstavnika PGPM ili zajedno sa kvrzi¢nim bakterijama,
a cilj njihove primjene je viSestruk: zastita usjeva od patogena i bolesti, opskrba tesko
dostupnim hranjivima (fosfor, dusik) te proizvodnja fitohormona koji direktno djeluju na rast
biljke. Ko-inokulacije razlicitih bakterija ili bakterija i gljiva te njihove interakcije u pojedinim
kombinacijama zasada nisu u Siroj primjeni premda su zapocela intenzivna istraZzivanja na

ovom podrudju.

Pretpostavka je da ce istovremena primjena kvrzicnih i rizobakterija u predsjetvenoj
inokulaciji soje doprinjeti poboljSanom rastu i razvoju bakterijskih vrsta te time i biljke, te da
¢e se razli¢iti autohtoni sojevi medusobno razlikovati po svojim nodulacijskim i drugim

simbioznim svojstvima.

1.1. Ciljistrazivanja

Cilj ovog istrazivanja bilo je utvrditi utjecaj bakterizacije soje sa razli¢itim sojevima

kvrZi¢nih bakterijama i bakterijama koje pospjesuju rast biljaka na simbioznu ucinkovitost te

rast soje.



2. Pregled literature

2.1. Soja-Glycine max.(L.) Merr.

Soja predstavlja jednu od vodecih ratarskih kultura u svijetu te je glavna bjelancéevinasta i
uljna kultura. Soja je stara ratarska kultura, koja se uzgaja vise od 4 000 godina. Zrno soje
koristi se kao izvor jestivih ulja i bjelancevina za ishranu ljudi i stoke, te u razne preradivacke
svrhe. Stoga upravo vaznost i znacaj soje proizlazi iz kakvoée njenog zrna. Zrno soje sadrzi 35-
50% bjelancevina te 18-24% ulja, ovisno o sorti i uvjetima uzgoja. Bjelanéevine iz zrna soje su
bogate esencijalnim aminokiselinama, posebice lizinom i metioninom, te su najsli¢nije
bjelancevinama Zivotinjskog podrijetla. Osim bjelancevina i ulja od bitnih komponenti zrno
soje jos sadrzi: K, Na, B-kompleks, vitamine A,D,E i K. Soja se kod prerade moze iskoristiti do
100%. Danas se pri preradi soje najvedi dio proizvedenog sojinog zrna u svijetu koristi za
ishranu stoke. Preradom sojinog zrna dobiva se ulje i drugi proizvodi (sa¢ma, pogaca, brasno,
teksturalni bjelancevinasti koncentrai, izolati) koji se koriste u prehrani ljudi, domadih
Zivotinja te kao sirovina u prehrambenoj, kemijskoj i farmaceutskoj industriji (Vratarié i
Sudarié, 2008). Soja je vrlo korisna komponenta plodoreda jer zajedno sa kvrzi¢nim
bakterijama obogacuje tlo dusikom. Ima sposobnost premjestanja i aktiviranja hranjiva iz teze
topivih oblika u lakse pristupacne oblike te time popravlja strukturu i plodnost tla (Vrataric i

Sudarié, 2008.).

Soja pripada porodici Fabaceae odnosno mahunarki. Porijeklo kulturne soje je iz zemalja
Dalekog Istoka (Kina), a starost joj je 4000-5000 god. Kultivirana soja Glycine max. (L.) Merr je
uspravna, granata, jednogodisnja biljka. Sjeme soje je razli¢itog oblika i veli¢ine Sto ovisi o
sorti i nadinu uzgoja. Oblik varira od okruglog do spljoStenog oblika. Sjeme je gradeno od
embrija kojeg obavija sjemena ljuska. Sjemena ljuska zavrSava hilumom ili sjemenskim
pupkom. Sjemena ljuska gradena je od tri sloja: epiderme, hipoderme i unutarnjeg
parenhima. Biljku soje karakterizira jaki korijenov sustav visoke apsorpcijske sposobnosti.
Korijenov sustav se sastoji od jakog glavnog vretenastog korijena i velikog broja sekundarnih
korijena, rasprostranjenih na razli¢itim dubinama tla. Na razvitak korijenova sustava utjece
raspolozivost vode i hranjiva u tlu, sastav zemljiSta te asimilirana energija. VeliCina i

rasprostranjenost korijena i broj kvrzica znacajno utjecu na konacan urod zrna soje. Korijen

4



ide u dubinu do 180 cm, no glavnina njegove mase nalazi se u rizosfernom sloju tla (Vrataric i

Sudari¢, 2008.).

Kvrzice su izrasline korijena u kojima zive kvrzi¢ne bakterije, simbiozni partner biljke soje. One
su mjesto asimilacije i transformacije atmosferskog dusika ubiljkama pristupacnije forme

dusika kao $to je nitratni ili amonijski oblik.

Prema habitusu i visini stabljike soja varira u nadzemnome dijelu izmedu 80 i 120 cm, ovisno
o sorti i uvjetima rasta. Prosjecna visina do prve mahune je 4 do 16 cm, ovisno o genotipu i
nacinu uzgoja. Boja stabljike je tokom vegetacije zelena a u zriobi svjetlo do tamno Zute boje.
Soja posjeduje Cetri osnovna tipa lista: kotiledoni, jednostavni primarni listovi, troliske i zalisci
(trokutasti listovi). Jednostavni primarni listovi formiraju se u sjemenci i dobro su razvijeni
kada klijanac izbija na povrsSinu. Ova tip lista uvijek je smjeSten nasuprotno dok su svi ostali
tipovi listova poredani naizmjenicno. Veéina sorata soje ima listove s tri liske, u prosjeku od

15 do 20 listova po biljci (Vratari¢ i Sudari¢, 2008.).

Cvijet je velicine 3 —8 mm. Boja cvijeta moze biti bijela, ljubi¢asta ili kombinacija. Cvjetovi se
stvaraju u pazsku lista ili grana. Cvijet je sastavljen od ¢&aske, vjenci¢a, prasnika i tucka.
Mahuna je plod biljke soje. Oblik joj varira od srpastog, okruglog ili spljoStenog ovisno o sorti
soje. Oblik mahune direktno odreduje broj i oblik sjemenki. Mahuna u prosjeku sadrzi jedno
do pet zrna. Boja mahuna u sezoni je zelena a u vrijeme zriobe varira od slamnatozZute do
crne. Klimatski Cinitelji utjeCu na nijansu boje mahune, tj. hoce li izvorna boja biti svjetlija ili
tamnija. Ne postoji jasno definiran prijelaz izmedu cvatnje i stvaranja mahune te se na istoj
biljci mogu naci cvijetovi, mahune i ocvali cvjetovi. Prve mahune se pojavljuju oko 14 dana
nakon prvih cvjetova. U normalnim uvjetima razvoj mahuna traje oko tri tjedna (Vrataric i

Sudarié, 2008.).



2.1.1. Karakteristike kvrzica

KvrZice se pocinju stvarati na korijenu soje od trenutka kada dode do infekcije korijena sa
kvrZzicnim bakterijama. Bakterije ulaze u korijen preko korijenovih dlacica te se pocinju
intenzivno djeliti. Na tim mjestima nastaju kvrzice (Vratari¢ i Sudari¢, 2008.). Prema
Lindemannu i Gloveru (2003.): male kvrZice na polju se mogu uociti 2-3 tjedna nakon sadnje,
ovisno o vrsti mahunarke i uvijetima za klijanje i nicanje. Cetiri tjedna nakon infekcije promjer
kvrZica je najvedi i bakterije intenzivno fiksiraju dusik. U to vrijeme promjer kvrZica je 3 — 6
mm. Aktivnost kvrzica traje 6 — 7 tjedana, nakon ¢ega njihova aktivnost prestaje i one odumiru
(Vratari¢ i Sudari¢, 2008.). Na pocetku razvoja, kvrzice su sitne, bijele do sive boje iznutra sto
pokazuje da fiksacija dusika jo$ nije zapocela. S viemenom kvrZice postaju sve veée te iznutra

mijenjaju boju u ruZicastu ili crvenu koja dolazi od aktivnosti leghemoglobina.

Podjelom mahunarki na jednogodisSnje i viSegodiSnje mozemo diferencirati kvrzice na korijenu
jednogodisnjih i viSegodisnjih mahunarki. Kvrzice viSegodisnjih mahunarki su manjih
dimenzija, nepravilna oblika, veéinom su smjeStene na glavnhom korijenu biljke. Kvrzice
visegodi$njih mahunarki su dugog Zivotnog vijeka te fiksiraju dusik tokom cijele sezone rasta
odnosno dok uvjeti sredine to dopustaju. Kvrzice jednogodisnjih mahunarki su vecih
dimenzija, okruglog oblika, rasporedene su po cijelom korijenu biljke. Ove kvrZice su kratkog
Zivotnog vijeka te se neprestano izmjenjuju tijekom cijele sezone rasta (Lindemann i Glover,

2003.).

Kvrzice mahunarki koje vise ne fiksiraju atmosferski dusik, postepeno mijenjaju boju u
zelenkastu nakon ¢ega mogu biti i odbacene od biljke. U sredini sezone rasta na korijenu
mahunarke bi trebale dominirati kvrzice ruzicaste ili crvene unutrasnjosti. Ako dominiraju
bijele, sive ili zelene kvrzZice, to upucuje na slabu fiksaciju dusika. Moguée je da je doslo do
infekcije i nodulacije s neucinkovitim sojem kvrzi¢ne bakterije, da je ishrana biljke nedovoljna
ili da je neki drugi faktor stresa (Lindemann i Glover, 2003.). Za zrele kvrzice klju¢na je njihova
grada jer o njoj ovisi da li ¢e uvijeti biti idealni za nesmetanu fiksaciju dusika. U zreloj kvrzici
mahunarke nalazi se peribakteriodna membrana stvorena od strane biljke koja okruzuje
unutarstanicnog makrosimbionta — bakterioida. Peribakteroidna membrana nastaje od
plazmatske membrane biljke. Gradena je kao i plazmatska memabrana od fosfolipida i

proteina ali su oni organizirani drugacije (Perotto et al., 1995.; Verma, 1992.) mozZe sadrzavati
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razli¢ite noduline biljaka i proteine bakterija ( Miao et al., 1992.). Pretpostavlja se da im
specifénost grade omogucuje neka nova specijalizirana svojstva i funkcije (Mylona et al.,
1995.). Peribatkeroidna membrana ima vise uloga i odgovorna za stvaranje uvjeta koji su
potrebni za odvijanje procesa fiksacije dusika. lako peribakteroidna membrana predstavlja
barijeru ona je ujedino i poveznica izmedu ¢lanova simbioze te se preko nje izmjenuju signali
i metaboliti (Mylona et al., 1995.), no ujedino ona sprijeava obrambenu reakciju biljke na
unutarstanicne  bakterije (Nap i Bisseling, 1990.; Verma, 1992.; Werner,
1992.,).Peribatkeroidne membrane stvaraju anaerobne uvjete u unutrasnjosti kvrZice koji su
neophodni za fiksaciju dusika. Enzim nitrogenaza koji ima glavnu ulogu u procesu fiksacije

dusika, vrlo je osjetljiv na prisutnost kisika. Kisik ga ireverzibilno inaktivira (Topol 2012.).

2.2. Bioloska fiksacija dusika

Uz dovoljne koli¢ine sunceve svjetlosti i vode, dusik je ¢esto ogranicavajuéi ¢imbenik o
kojemu ovisi rast i razvoj biljaka (Vukadinovié¢ i Loncari¢, 1997.). Biljke mogu usvajati dusik u
dva oblika: nitratni (NOs’) i amonijski (NH4*). Sama fiksacija dusika mozZe biti abiotska ili
biotska. Abitoska fiksacija duSika moZe po karakteristikama biti prirodna i umjetna. Biotska ili
bioloska fiksacija dusika moze biti asocijativna, asimbiozna ili simbiozna. Za poljoprivredu je

najznacajnija simbiozna fiksacija dusika jer se njome fiksiraju najvece koli¢ine dusika.

Simbiozni odnos se temelji na uzajamnoj korisiti oba ¢lana simbioze (Topol, 2012.). Biljke
domacdini osiguravaju bakterijama izvor ugljika, putem produkata fotosinteze dok bakterije
biljci zauzvrat osiguravaju dusSik u amonijskom obliku (Howard i Rees, 1996.). Ugljik iz
produkata fotosinteze predstavlja izvor energije potrebne za procese fiksacije atmosferskog
dusika (Topol, 2012.). Genetski faktori oba simbionta sudjeluju u stvaranju simbioznog odnosa
koji zapocinje medusobnim prepoznavanjem bakterije i biljke, slijedi infekcija korijena biljke
te na kraju nodulacija odnosno formiranje kvrzica na korijenu biljke domacina. Sam proces
fiksacije dusika zahtjeva prisutnost enzima nitrogenaze koji katalizira kemijsku reakciju

redukcije molekularnog dusika i njegove transformacije u amonijak (Postgate, 1982.).



Biolosku fiksaciju dusika provode samo prokariotski organizmi, te se dobiveni amonijak (NH3)
asimilira u anorganske oblike dusika koje grade makromolekule ili moze biti preveden u NOy
ili NO3™ od strane nitrificiraju¢ih bakterija. Nitrat moZe dalje uci u organski metabolizam preko
redukcije u NHs* i asimilacije u aminokiseline bakterija, gljiva i biljaka te sluziti
denitrifkacijskim bakterijama kao akceptor elektrona (Crawford et al., 2000.). Svi bioloski
procesi vezani za ciklus dusika doprinose ravnotezi koriStenja anorganskih i organskih oblika

dusika koje koriste razni mikroorganizmi, biljke ili Zivotnje.

Bioloska fiksacija duSika uz pomo¢ bakterija roda Bradyrhizobium je jedna od najvaznijih
znacajki za odrZivost agroekosustava. U mnogim dijelovima svijeta usjevi soje predstavljaju

primjer vaznost simbioze mahunarki i kvrzi¢nih bakterija (Lindstrom et al., 2010.).

Prema Salvagiotti et al. (2008.) soja je putem bioloske fiksacije N2 (BNF) u moguénost fiksirati
do 337 kg N/ha te je oko 50-60% soji potrebnoga dusika osigurano putem BNF. Simbiotska
fiksacija dusika je inicirana i odrzana aktivnom izmjenom kemijskih signala izmedu biljke
domacina i bakterija tla (Fox et al., 2007.). Prema Subramanian i Smith (2013.) optimalna
temperatura tla za BNF je izmedu 25°Ci 35°C. Postoje sojevi Bradyrhizobium spp. sposobni da
efikasno provode BNF pri razli¢itim temperaturama u razli¢itim podnebljima uzgoja (Alves et
al., 2003.; Zhang et al., 2003.). Takoder je znacajna kombinacija pojedinog genotipa sorte soje

i soja Bradyrhizobium spp.(Luna i Palnchon, 1995.; Solomon et al., 2012.).

2.2.1. Prepoznavanje kvrzi¢nih bakterija i mahunarki

Kvrziéne bakterije su bakterije tla koje imaju jedinstvenu sposobnost inficiranja
korijenovih dlacica korijena mahunarki, uslijed ¢ega dolazi do infkecije i nodulacije odnosno
stvaranja kvrzica ili nodula. KvrzZi¢ne bakterije posjeduju posebne skupine gena koji se nazivaju
nodulacijski geni ili skraceno nod geni. Oni poticu stvaranje bakterijskih signalnih molekula
Nod faktora, koji su klju¢ni za medusobno prepoznavanje to¢no odredene vrste bakterija i
mahunarki. Ti geni ¢e se ekspresionirati samo kod onih bakterija koje stupaju u simbiozni
odnos s mahunarkom, dok kod slobodnoZivuéih bakterija ne¢e doci do njihove ekspresije.
Iznimka tome je NodD gen koji se ekspresionira prirodeno (Mylona et al., 1995.). NodD gen
veze na sebe specifitne flavonoide koje izlucuje korijen biljke domacina (Goethals et al.,

1992.). Nakon vezanja flavonoida NodD postaje transkripcijski aktivator drugih nod gena
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(Fisher i Long, 1992.). Ostali nod geni pocinju kodirati enzime ukljucene u sintezu Nod faktora
(Mylona et al., 1995.). Nod faktor pokrece razvitak kvrZica i ulazak kvrzi¢nih bakterija u korijen
biljke (Long, 2001.; Geurts i Bisseling, 2002.; Gage, 2004.). Biljka domacin stvara jedinstvene
fitokemijske signale u obliku mjesavine flavonoida, koji se preko korijena otpustaju u
rizosferu. MjeSavina flavonoida na povrsinu korijena privlaci kompatibilne vrste bakterija, a
odbija nepovoljne vrste bakterija koje su prisutne u rizosferi. Bakterijski NodD otkriva i
prepoznaje fitokemijske signale biljke, nakon ¢ega inducira transkripciju ostalih nod gena.
Proizvode se Nod faktori i oni predstavljaju odgovor bakterije na fitokemijske signale biljke.
Nod faktor prepoznaju spefi¢ni receptori na korijenu $to rezultira iniciranjem razvoja kvrzica.
Vedina bakterija stvara samo nekoliko razli¢itih Nod faktora $to im omoguduje stvaranje

simbiotskih odnosa s ograni¢enim brojem vrsta mahunarki. (Topol, 2012.).

2.2.2. Infekcija

Nakon prepoznavanja slijedi infekcija. Bakterije koloniziraju korijenov sustav biljke
domacdina pricvrscujudi se na njegovu povrsinu. Kada biljka prepozna Nod faktor kod nje dolazi

do aktivacije gena za stvaranje nodulina (Geurts i Bisseling, 2002.).

Vrh korijenovih dlacdica se uvija kada se bakterije pricvrste na njega i bakterijske stanice ostaju
zarobljene (Mylona et al., 1995.). Stanic¢na stijenka na tom dijelu se razgraduje (Callaham i
Torrey, 1981.; Van Spronsen et al., 1994.) te se uvija plazmatska membrana a novi materijali
koji se nakupljaju se ugraduju u membranu (Bauer, 1981.; Newcomb et al., 1979. Brewin
1991.; Kjine 1992.). Formira se infekcijska nit kroz koju bakterije ulaze u biljku (Mylona et al.,
1995.). Infekcijsku nit ne stvaraju bakterije nego stanice korijena mahunarki kao reakciju na
infekciju bakterijama. Infekcijska nit se Siri kroz stanice korijenovih dlacica i naposljetku u
druge stanice korijena. Sirenjem i grananjem infekcijske niti koja sadrzi bakterije dolazi do
Sirenja infekcije kroz tkivo korijena. Bakterije unutar infekcijske niti se neprestano dijele i
stvaraju Nod faktore. Nod faktori poti¢u diobu stanica unutar korijena i tako nastaje kvrzica.
Bakterije se iz infekcijske niti otpustaju u citoplazmu biljne stanice gdje ih okruzuje
peribakteroidna membrana koju stvara biljna stanica (Mylona et al., 1995.). Slijedi
transformacija u bakterioide, koji imaju sposobnost fiksacije atmosferskog dusika (Oke i Long,

1999.).



2.2.3. Nodulacija

Nodulacija je inicirana infekcijom bakterija koje stvaraju Nod faktore koji imaju ulogu u
procesu stvaranja kvrZica. Kada biljka prepozna bakterijski Nod faktor dolazi do reakcije
stanica pojedinih tkiva unutrasnjosti korijena. Nekoliko tipova stanica i tkiva moraju
sinkronizirati svoj razvoj da bi se dogodila organogeneza kvrzica (Ferguson et al., 2010.).
Razvoj kvrzica zapocinje kada bakterije u infekcijskoj niti sintetiziraju Nod faktore i time raste
njihova koncentracija. Visoka koncentracija Nod faktora dovodi do mitozne aktivacije,
iniciranja diobe stanica korteksa korijena. Tako nastaju primordijalne kvrZice (Ferguson et al.,
2010.). U stanicama primordijalnih kvrzica dolazi do aktivacije a potom i ekspresije nekoliko
kvrZi¢nih gena Sto rezultira stvaranjem razlika izmedu tkiva primordijalnih kvrZica i ostatka
meristemskog tkiva korijena biljke (Mylona et al., 1995.). Infekcijske niti rastu kroz tkivo
korijena sve dok ne dodu do primordijalnih kvrZica kada se pocinju granati. Iz tih ogranaka se
otpustaju bakterije u stanice primordijalnih kvrzica. Unutar tih stanica bakterije se intenzivno
dijele i okruzuju peribakteroidnom membranom koju je stvorila biljka te se time
transformiraju u bakterioide. Bakterioidi imaju sposobnost fiksacije dusika. Primordijalne

kvrZice se tada razvijaju u zrele kvrzice (Mylona et al., 1995.).

2.3.  Kvrzi¢ne bakterije-simbiozni fiksatori dusika

Bakterije koje imaju sposobnost fiksacije dusSika dijele se u dvije skupine. Prva skupina
ukljucuje slobodnozivuée bakterije koje fiksiraju dusik i ne pokazuju specificnost prema
odredenoj vrsti biljke. Pripadaju rodovima Azospirillum, Burkholderia, Herbaspirillum,
Bacillus, Paenibacillus (Oberson et al., 2013.). Ove bakterije ne prodiru u tkivo biljke, ali su u
vrlo bliskom odnosu s korijenom te fiksiraju atmosferski dusik koji biljka moze apsorbirati za
potrebe vlastitog metabolizma. Ovaj tip odnosa naziva se asocijativna fiksacija dusika
(Goswani et al., 2015.) te se procjenjuje da se njome godisje fiksira oko 20-30 kg N/h (Stacey
etal.,, 1992.).

Druga skupina, koju se karakterzira kao kvrZi¢ne bakterije, uklju¢uje bakterije u simbiotskom
odnosu s korijenom mahunarki te ih se zbog njihove sposobnost da fiksiraju dusik Cesto
karakterizira promotorima rasta. Tu spadaju bakterije rodova Rhizobium, Bradyrhizobium,
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Mesorhizobium, Sinorhizobium i druge (Antoun i Prevost, 2005.). One proizvode regulatore
rasta te posjeduju supresivni uéinak prema bolestima uzrokovanim gljivama, nematodama,
bakterijama, virusima i parazitima. Ove bakterije mogu smanijiti ili eliminirati raspoloZivo
Zeljezo za druge organizme te time pokazuju kompetitvni uc¢inak. One indirektno stimuliraju
biljku da proizvodi fenole, flavonoide ili druge fitoaleksine koji sluZze kao obrana od bolesti

(Speranda, 2017.).

Sojevi koji pripadaju pojedinim grupama kvrzi¢nih bakterija diferencirali su se prije pojave
mahunarki. Simbiozni geni se pojavljuju kasnije prilikom diferenciranja jednog ili vise soja
uslijed prijenosa gena izmedu razli¢itih rodova i sojeva (Kaneko et al., 2000.; Hirsch et al.,
2001.; Galibert et al., 2001.; Moulin et al., 2004.). Diferencijacija izmedu spororastudih i

brzorastudih kvrzi¢nih bakterija dogodila se izmedu 507 i 553 milijuna godina.

2.3.1. KvrZi¢na bakterija Bradyrhizobium japonicum

Porodica Bradyrhizobiaceae je dio reda Rhizobiales koji se uvrStava u razred
Alphaproteobacteria. Filogenetske analize bazirane na 16S rRNA sekvenciranju pokazale su
svestranu porodicu, kojoj pripadaju Saroliki organizmi iz razliCitih okolisa kao Sto je tlo, biljka
ili Zivotinjski domadin. Bakterije su pleomorfnog oblika, najéesce Stapiéastog. Vrlo su razlicitih
fenotipskih, metabolicikih ili ekoloskih svojstava koja se vezu za svaki pojedini rod i njegovo
sudjelovanje u biokemijskim kruZenjima. Biolosko vezanje dusika koje vrsi rod Bradyrhiobium
je jedna od najvaznijih ekoloskih znacajki koja ima veliku vaznost u poljoprivredi (Delong et

al., 2014.).

Porodica obuhvaca bakterije simbiozne fiksatore dusika koji imaju sli¢nu brzinu rasta (5 — 6
dana) (Garrity et al., 2005.; Turner i Young, 2000.). Porodica obuhvaca 12 rodova, ukljucujudi
i rod Bradyrhizobium, Cije ime dolazi od latinske rijeci bradus $to znadi sporo rastuci (Garrity

et al., 2005.; Euzéby 2006.).

Prema Delong et al. (2014.) za Bradyrhizobium japonicum karakteristi¢no je da su optimalne
temperature rasta izmedu 25° i 35°C. Maksimalne temperature pri kojima se odvija rast su 33
- 35 °C. Optimalan pH sredine je 6 — 7, no vrlo su tolerantne na kiselost. Po metabolickim

odlikama su areobi i kemoorganotrofi koji koriste veliki spektar ugljikohidrata i soli iz
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organskih kiselina kao izvor ugljika, ali ne koriste celulozu ili Skrob. Proizvode alkalnu reakciju
na podlogama s manitolom ili drugim Seéerima. Na Congo Red podlogama stvaraju ruzicaste
kolonije, dok vedina rizobakterija stvara crvene kolonije. Ne podnose koncentracije soli od 2%
NaCl naviSe. Prema morfoloskim karakteristikama to su Stapici veli¢ine izmedu 0.5 — 3.0 um.
Kolonije B. japonicum karakterizira neprozirnost ili poluprozirnost, bijela boja i konveksna
forma. Kolonije nikada nisu ve¢e od 1 mm u promjeru, nakon inkubacije od 5 — 6 dana. U
tekucoj podlozi zamuéenost se javlja nakon 3 — 4 dana, a generacijsko vrijeme ove vrste je

izmedu 9 — 18 sati (DeLong et al. 2014.).

Jedna vrlo vazna biotehnoloSka karakteristika bakterija roda Bradyrhizobium je sposobnost
proizvodnje vodotopivih ekstracelularnih polisaharida. Ti polisaharidi stite biljku od mnogih

ekoloskih ¢imbenika kao Sto je susa, predacija ili efekt antibiotika (Donot et al., 2012.).

Biljke domacdini bakterijskoj vrsti Bradyrhizobium japonicum su sljedeée: Glycine max, Glycine
soja, Macroptilium atropurpureum, Lupinus spp., Arachis hypogaea, Aeschynomene
americana, Rhynchosia minima, Crotalaria hyssopifolia, Bryaspis lupulina, Sesbania rostrata,

Chamaecrista sp., Cassia absus, Acacia spp.(DelLong et al., 2014.)

2.3.2. Kvrzi¢na bakterija Sinorhizbium spp.

Porodica Rhizobiaceae pripada redu Rhizobiales te razredu Alphaproteobacteria. Neke
¢lanove porodice Rhizobiaceae karakterizira njihova sposobnost uspostavljanja simbioznih
odnosa sa biljkama domacinima i razvijanje procesa bioloske fiksacije dusika dok neki imaju
sposobnost razvijanja patogenosti prema biljaka. Neki rodovi porodice Rhizobiaceae imaju
metabolizam koji omogucava razgradnju potencijalno toksi¢nih molekula te se moze koristiti

kao biomarker u bioremedijaciji (DeLong et al., 2014.).

Prema danasnjoj klasifikaciji porodica sadrZi 5 rodova: Rhizobium, Ensifer, Carbophilus, Kaistia
i Shinella. Porodica Rhizobiaceae obuhvacda saprofitne vrste te one koje su u moguénosti
uspostaviti korisne ili Stetne interakcije sa biljkama (Ferreira et al., 2011.). Proudavanje

mikrobiologije i taksonomije Rhizobiaceae pocelo je istrazivanjima Hellriegela i Wilfartha
12



1988. godine. Oni su utvrdili da mikroorganizmi dopustaju nekim mahunarkama usvajanje
dusika iz atmosfere putem kvrzica na korijenu. Naknadno je Bejierinck 1888. godine izolirao i

kultivirao te bakterije time potvrdujuci njihovu ulogu u fiksaciji dusSika.

Sinohizobium spp. su Gram-negativne bakterije te aerobni. Mobilne su zbog posjedovanja 1 —
2 polarne flagele ili 1 — 6 petirtihnih flagela te oblino proizvode vodotopivi polisaharid. On ima
vaznu ulogu za razvoj kvrZica na korijenu mahunarki (Masson-Bovin et al., 2009.). S obzirom
na pH vrijednost pokazuje vrlo dobru toleranciju prema Sirokom spektru pH vrijednosti (4 —
10). Udio G+C kod Sinorhizobium iznosi izmedu 57 i 66%. Kao izvor C koriste razne
ugljikohidrate i soli iz organskih kiselina, dok za izvor dusika koriste amonijeve soli, nitrate te
nekoliko aminokiselina (Kuykendall, 2005.). Prilikom kultivacije ne mogu rasti na hranjivom

mediju koji sadrZi 2% NaCl pa navise.

Po gradi to su pleomorfni Stapici veli¢éine 0,5 — 3,0 um, izgledom nali¢e slovu Y. Na YMA
podlogama s 0,025% Congo Red-a stvaraju bijele kolonije. Kolonije su u promjeru 2 —4 mm
nakon 3 —5 dana inkubacije. Kolonije su okrugle i konveksne neprozirne ili poluprozirne, bijele
ili svijetlo beZ boje. Optimalne temperature za rast su od 25 do 30 °C, no postoje sojevi koji

toleriraju temperature od 10 °C, 35 °C, 42 — 44 °C. Optimalan pH je 6 — 8.

2.4. Znacaj ko-inokulacije

Veliki znacaj za biljnu proizvodnju imaju bakterije koje slobodno Zive u rizosfernom dijelu
tla, a imaju dobar meduodnos sa biljkama (Bashan i de-Bashan, 2005.; Park et al., 2005.;
Lugtenberg i Kamilova, 2009.; Schoebitz et al., 2009.). NajraSireniji mikroorganizmi koji
progresivno koloniziraju povrsinu korijena ili intercelularne prostore korijena biljke su
bakterije, tj. rizobakterije (Glick, 2014., Lucas et al., 2004.). Produktima svoga metabolizma
stimuliraju rast biljaka (Schoebitz et al.,2013., Kloepper i Schroth, 1978.; Sandheep, 2013.;
Srivastava et al., 2010.; Esitken et al., 2010.). Takve rizobakterije oznacavaju se kao promotori
rasta ili u engleskom jeziku Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) (Kloepper i Schroth
1978.).

Rizobakterije utjeCu na rast biljke direktno i indirektno. Direktan utjecaj je proizvodnja

stimulatora rasta, poboljSanje dostupnosti biljnih hranjiva (oslobadanje fosfata i
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mikronutrijenata iz netopivih izvora), sniZavanje razine etilena u biljkama, poticanje
sistemicne rezistencije. Indirektni utjecaji su proizvodnja antibiotika, proizvodnja bioloskih
kontrolnih agensa i degradacija ksenobiotika. Ve¢inu mikroorganizama koji su promotori rasta
odlikuje barem 2 od sljedecih kriterija: agresivna kolonizacija, stimulacija rasta biljke i bioloska
kontrola patogenih mikroorganizama (Preston, 2004.; Vessey, 2003.). Prema Sahni et al.
(2008.) PGPR bakterije koje se koriste kao mikrobiolosko gnojivo kod biljke poti¢u usvajanje
hrane. Dok neki posjeduju nekoliko uloga i karakteristika poticanja rasta biljaka (Haas i
Défago, 2005.; Lahan et al., 2012.).

Prasad et al. (2017.) isti¢e kako primjena mikrobioloSkog gnojiva koje sadrzi PGPR bakterije

potice nicanje sjemena terast i razvoj korijenova sustava.

Neke rizosferne bakterije imaju sposobnost nesimbiozne fiksacije dusika (Pedraza 2008.;
Lucas et al., 2004.), otapanja fosfata (Rodriguez et al. 2006.; Zaidi et al. 2009.), proizvodnje
raznih fitohormona koji poboljSavaju rast korijena (giberelin i IAA) te proizvodnju vitamina,
apsorpciju vode i nutrijenata (Dobbelaere et al. 2001.; Spaepen et al. 2007.). PGPR bakterije
takoder predstavljaju zastitnike okoli$a i bioloske kontrolne agense (Speranda, 2017.). Osim
Sto djeluju stimulativno na rast i razvoj biljaka, one takoder stimulativno djeluju na autohtone
mikrobne populacije ¢ime se povecava biogenost zemljista i nivo organske tvari u tlu (Burd et
al.,, 2000.), tipove mikrobioloSkih procesa u tlu. Proizvode sluzaste tvari koje pomaZzu
agregaciji mikrocestica tla u makrocestice te time doprinose boljoj strukturi tla (Sandheep et

al.,2013.).

Rizobakterije pripadaju rodovima: Serratia, Bacillus, Psuedomonas, Burkholderia,
Enterobacter, E<Yrwinia, Klebsiella, Flavobacterium i Gluconaetobacter, Rhizobium,
Achromobacter,Agrobacterium, Micrococcus, Aerobacter te Citrobacter (Glick, 2012.; Dozet

et al., 2015.).

Yadav et al. (2013.): provodili su istrazivanje utjecaja ko-inokulacije s Trichoderma,
Pseudomonas i Rhizobium na rast slanutka i graha. Utvrdili su da ko-inokulacija poboljSava
klijanje sjemena i rast klijanaca kod slanutka i crvenog graha, te da je ko-inokulacija itekako
pozZeljna kao agrotehnicka mjera zbog svojih visestrukih pozivitnih utjecaja na biljku. Prema
Ahmad et al. (2012.): ko-inokulacija kvrZicnim bakterijama i rizobakterijama Pseudomonas

poboljSala je rast i produktivnost mungo graha (Vigna radiata L.) koji je bio izloZzen
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kontroliranim uvjetima stresa. Singh et al. (2013.) pokazao je kako kombinirana primjena
Trichoderme, Pseudomonasa i sojeva kvrzi¢nih bakterija moze pomodi u zastiti slanutka od

infekcije korijenovog vrata patogenom Sclerotium rolfsii.

DeMeyer et al. (1998.): pretpostavlja da je poboljSani rast usjeva rezultat poticanja
rezistentnosti biljaka, dok Szczech i Shoda (2004.): nadodaju kako je poboljSani rast rezultat
proizvodnje ekstracelularnih enzima, antifungicida i antibiotika, koji su zasluini za

umanjivanje negativnog utjecaja biotoskog stresa na biljku.

Primjena PGPR bakterija pronasla je svoje mjesto u sustavima odrzive poljoprivrede (Sturz i
Nowak, 2000.; Schoebitz et al., 2009.). Razli¢ite PGPR bakterije se danas koriste diljem svijeta
u cilju povecanja biljne proizvodnje (Burd et al., 2000.). Primjenom mikrobioloskih gnojiva koji
sadrze PGPR bakterije smanjuje se potreba za unosom dusi¢nih gnojiva, omogucava se biljci
lakSe usvajanje fosfora te utjece na pravac i dinamiku mikrobnih procesa koji ¢e posredno

utjecati na odrzavanje i povecavanje plodnosti tla (Mrkovacki et al., 2012.a).

2.4.1. Fiksacija dusika

Asimbiozne bakterije koje fiksiraju dusik su Azotobacter, Azospirillum, Bacillus i Klebsiella
koriste se za inokulaciju neleguminoznih biljaka kao $to su kukuruz, psenica, krumpir, Secerna
repa i suncokret). Biljke variraju u sposobnosti akumulacije dusi¢nih spojeva iz tla, kada NOs
nije dominantni oblik dusika u tlu. Samu fiksaciju dusSika obavlja endosimbiont u kvrzicama
korijena (Reddy et al.,, 1997.; Hirsch et al, 2001.; Lindstrom et al., 2010.). Inokulacija
mahunarki rizobijama predstavlja jedan od najstarijih agrobiotehnoloskih zahvata, te samo
saznanje o njegovoj vaznosti datira joS od 1888. godine kad je Beijerinck potvrdio da je
mikroorganizam, kasnije identificiran kao bakterija, zasluzan za formiranje kvrzica na korijenu

mahunarki (Crawford et al., 2000.).

2.4.2. Biodostupnost fosfora

Bakterije koje imaju sposobnost transformacije netopivih fosfata u biljci pristupacne

oblike pripadaju rodovima: Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Achromobacter,
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Agrobacterium, Micrococcus, Aerobacter, Flavobacterium, Serratia, Klebsiella, Enterobacter,
Citrobacter, Pseudomonas, Azotobacter (Dozet et al., 2015.; Richardson et al., 2009.). Osim
bakterija, fosfate mogu jo$S transformirati aktinomicete te razliCite gljive rodova Aspergillus,
Trichoderma i Penicillium (Richardson et al., 2009.). Aplikacija samih bakterija koje otapaju
fosfate ili zajedno sa kvrzicnim bakterijama je vrlo povoljna za pamuk i pSenicu (Zaidi i Khan
2005.). Kombinirani bakterijski preparati koji sadrie kvrzi¢ne bakterije i rizobakterije
povecavaju nodulaciju i dostupnost fosfora u tlu te sveukupno povecavaju prinos. Prema
GamaleroiGlick (2015.) izravni u¢inak pokazuju povecavajuci topivost fosfora, fitohormonima
i proizvodnjom siderofora. Indirektan ucinak ocituje se u inhibiciji rasta patogena. PGPR
bakterije Stite biljku od Stetnog utjecaja stresa iz okoliSa pomocu nekoliko mehanizama (Singh
et al,, 2010.):

e Smanjuju koncentraciju etilena koji se proizvodi u stresu

e Proizvode egzopolisaharide koji reguliraju unos hranjivih tvari

e Povecavaju aktivnost antioksidativnih enzima
Bakterije iz rodova Bacillus i Azotobacter mogu sintetizirati organske kiseline i fosfataze koje
¢e nepristupacni oblik fosfora transformirati u oblik pristupacan biljci (Cherr et al., 2006.;
Wilhelm et al., 2007.). Velike rezerve fosfora u tlu ne mogu se usvojiti od strane biljaka pa
mikroorganizmi imaju nezamijenjivu ulogu u razlaganju tih oblika. Dio kruzenja fosfora koji je
bitan za biljke i mikroorganizme tla vezan je transformaciju tesko topivih oblika fosfora u lakse
topive oblike (Mrkovacki et al, 2012.b). Mikroorganizmi utjecu na stupanj opskrbljenosti biljke
fosforom putem mineralizacije organskih spojeva koji sadrie fosfor, imobilizacijom
pristupacnog fosfora te transformiranjem netopivih mineralnih oblika fosfora (helatni oblici).
Mineralizacija i imobilizacija su dva procesa koji se istovremeno odvijaju u tlu, a koji ¢e od ta
dva procesa biti dominantni zavisi od zastupljenosti fosfora u organskom materijalu koji se
razlaze (Lucy et al., 2004.). Mikroorganizmi koji transformiraju organske i anorganske fosfate
pripadaju grupi mikroorganizama koji za biljku tesko dostupne oblike fosfata prevode u lako

dostupne oblike (eng. PSM)(Rodrigez i Fraga, 1999.).
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2.4.3. Proizvodnja fitohormona

Pojedine rizosferne bakterije imaju sposobnost proizvodnje fitohormona kao $to su
auksini, giberelini, citokinini, etilen te abscizinska kiselina (Patten i Glick, 1996.; Nadeem et
al., 2013.). Fitohormoni imaju pozitivan ucinak na diobu stanice, povecanje stanice, klijavost
sjemena, formiranje korijena i produZenje stabljike (Aeron et al., 2011). Auksin kontrolira
nekoliko stadija rasta biljaka: elongaciju, diobu stanica, diferencijaciju tkiva. Indol octena
kiselina stimulira brz porast (diobu stanica u duljinu) i dugotrajni rast (diobu stanica i
diferencijaciju)(Goswani, et al. 2016.). Biljke na koje dulje vrijeme djeluje IAA pokazuju vrlo
dobro razvijen korijen koji biljci omogucava bolje iskoriStavanje hrane (Aeron et a., 2011.).
Mnoge bakterije proizvode antifungalne metabolite kao $to su cijanovodi¢na kiselina, feazin,
pirolnitrin, 2,4-diactilfloroglukinol, pioluteorin, viskosinamid i tenzin (Ahemad i Kibert, 2014.).
Interakcije korisnih mikroorganizama i korijena izazivaju rezistenciju na patogene bakterije,
gljive i viruse. Taj se fenomen naziva inducirana sistemska otpornost. To ukljuéuje lucenje

hormona koji stimuliraju otpornost domacina na mnoge biljne patogene (Glick, 2012.).

2.4.4. Rizobakterija Pseudomonas fluorescens

Bakterijska vrsta P.fluorescens obuhvaca grupu ne patogenih saprofita koji koloniziraju tlo,
vodu i povrsinu biljke (Ganeshan i Kumar,2006.). Primjena bioloskih kontrolnih agensa ¢esto
je proces koji se ne moze regulirati jer jedan bioloski agens nije u stanju biljci pomodi da prezivi
sve nepovoljne uvjete tla i ekosustava. Pozitivna interakcija izmedu sojeva koji se nalaze u
mikrobioloSkom preparatu moze itekako djelovati stimulativno na rast biljke (Sandheep et

al.,2013.).

Rizobakterija P. fluorescens ima puno pozitivnih karakteristika kao Sto su: proizvodnja
siderofora, proizvodnja antibiotika, otpustanje HCN-a (Yu et al., 2011.; O'Sullivan i O'Gara,
1994.), indukcija sistemicne rezistencije i kompetitvna kolonizacija korijena biljke
(Viswanathan i Samiyappan, 2005.). Po svojim fenotipskim karakteristikama to je gram
negativna bakterija, StapiCastog oblika. Otpusta vodotopiv zelenkasti florescenti pigment,
zvan floresein, prema ¢emu je dobila svoj naziv P.fluorescens. Sekrecija pigmenta dogada se

u uvjetima male dostupnosti Zeljeza. Prema metaboli¢ikm zahtjevima obligatni je aerob, dok
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par sojevima ima sposobnost iskoriStavanja NOs3  kao akceptora elektrona umjesto O..
Mobilnost mu daje viSe polarnih flagela. P.fluorescens moze iskoristiti Sirok spektar
ugljikohidrata kao izvor C. Njihova glavna primjena je za biolosko suzbijanje patogena te u
bioremedijaciji (Ganeshan i Kumar, 2006.).

Odredeni pripadnici P.fluorescens pokazuju potencijal zastite biljke od gljivicnih infekcija.
Poznato je da poticu rast biljaka te ublazavaju posljedice mnogih gljivicnih bolesti (Hoffland
et al., 1996.; Wei et al., 1996.). Ovo svojstvo je posljedica proizvodnje brojnih sekundarnih
metabolita kao Sto su antibiotici, siderofori i hirodgen cijanidi (O'Sullivan i O'Gara, 1994.).
Kompetitvnu nadomé nad patogenom bakterija P.fluorescens postize brzom kolonizacijom

rifosfere.

Pojedini sojevi P.fluorescens sprjecavaju infekcije korijena biljaka. Metabolit koji posjeduje
fungicidno djelovanje je —diacetil florofukinol (Delany et al., 2000.). Utvrdeno je da posjeduje
sposobnost usporavanja rasta patogena tla (Carisse et al., 2003.), kompeticijom i

prozivodnjom razli¢itih antimikrobnih tvari te poja¢avanjem imunog odgovora.

Sandheep et al. (2013.) utvrdili su da ko-inokulacija sjemena vanilije(Vanilla planfolia) s
Pseudomonas fluorescens i Trichodermom harzianum daje biljke najdulje stabljike, bijke koje
su najbolje opskrbljene dusikom, sa najbolje razvijenim korijenovim sustavom, te je
kombinacija ova dva bioloska kontrolna agena bila superiorna nad svim ostalim
kombinacijama. Biljke vanilije inokulirane s P. fluorescens pokazale su najbolje usvjanje dusika

tokom pokusa u odnosu na sve ostale kombinacije inokulacije.

Primjenom ko-inokulacije P.fluorescens na tlu s visokim sadrzajem Ca3(POa), postize se
razlaganje ovih spojeva koje je direktno povezano s produkcijom organskih kiselina (Vyas i
Gulati, 2009.). Prilikom ko-inokulacije soje i djeteline s kvrzicnim bakterijama i sojevima roda
Pseudomonas zabiljezenen je vedi broj kvrzica koje su posjedovale vecu masu suhe tvari. Ko-
inokulacija soje s B.japonicum i bakterijama koje imaju sposobnost otapanja Ca spojeva
znatno je povecala visinu biljke, masu svjeZih kvrzica, broj mahuna po biljci, broj sjemenki po
mahuni i po biljci, prinos sjemena, te masu ukupnog N i P u usporedbi s ostalim kombinacijama

(Tytova et al., 2013.).
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Paul i Nair (2008.): utvrdili su da P. fluorescens MSP-393 proizvodi proteine uvjetovane
osmotskim stresom te time moZe nadvladati negativni utjecaj soli, dok je nekoliko bakterija
istoimenog roda odgovorno za toleranciju biljaka uvjetovanu 2,4-diacetilfloroglukinola

(Indiragandhi et al., 2008.).

2.5. Endofiti

Endofite se Cesto opisuje kao ne patogene bakterije ili gljive koje koloniziraju i rastu intra ili
ekstracelularno u zdravim tkivima biljke (Bacon i White 2000.; Schultz i Boyle, 2006.; Farrar et
al., 2014.), pritom ne izazivjuéi nikakvu Stetu domacinu. Endofiti pospjeSuju prilagodavanje
bilijke na okoliSne ¢imbenike, klijanje i rast biljaka aridnih i semiaridnih podneblja (Punete i
Bashan 1993.; Lima et al., 2015.; Soussi et al., 2015.). Za rizosferu se pretpostavlja da obiluje
endofitima. Neki rizosferni endofiti mogu pod prirodnim uvjetima uci u korijen biljke, proSiriti

se u razna biljna tkiva te na kraju do¢i do reproduktivnih organa biljke (Compant et al., 2010.).

Endofitni mikroorganizmi imaju velik potencijal za primjenu u medicini, biotehnologiji i
poljoprivredi. Direktno i indirektno utjecu na rast biljaka time Sto biljci osiguravaju hranjiva
kao Sto je Zeljezo, fosfor i dusik, te sintetiziraju hormone kao Sto je auksin i etilen (Ahemad i
Kibret 2014.; Brader et al., 2014.; Santoyo et al., 2016.; Seo 2010.). Osim $to koloniziraju istu
ekolosku nisu kao i fitofagni mikroorganzmi, endofiti sintetiziraju sekundarne metabolite koji
imaju antimikrobno djelovanje i poboljSavaju sistemi¢nu otpornost i rast biljke domacina
(Compant et al., 2010.; Glick 2012.; Hardoim et al., 2011., Freisen et al., 2011.). Smatraju se
jednom od alternativnih zamjena u ostvarenju cilja smanjenja unosa mineralnih gnojiva i

pesticida.

Vjeruje se kako endofiti u biljci potjecu iz epifitnih populacija tla ili povrsine lista, no najcesée
iz rizosfere (Rosenblueth i Martinez-Romero, 2006.). Ulaze u tkivo biljke kroz prostore izmedu
korijenovih dlacica te se tlo smatra glavni izvorom bakterija u biljci (James et al., 2002.;
Hardoim et al., 2008.; Compant et al., 2010.). Truyens et al. (2015.) navodi kako su bakterije
pronadene u sjemenskome materijalu te da mehanizam endofita predstavlja alternativni
nacin kolonizacije biljke. Endofitne bakterije koje se nalaze u sjemenu mogu prijeéi s majcinske
biljke na potomstvo, poticuci klijanje sjemena, razvoj klijanaca i kasnije biljke (Compant et al.,

2010., Truyens et al., 2016.).
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Klijanjem sjemena endofitne bakterije unutar sjemena mogu postati vazini utemeljitelji
mikrobne zajednice klijanaca ili te bakterije mogu koristiti sjeme kao vektor prilikom disperzije
i kolonizacije novih okolisa (Gao i Shi, 2018.).

Nije razjasnjeno da li bakterijski endofiti koloniziraju sjeme iz rizosfere ili endofitnih zajednica
na korijenu biljke. Takoder su specifi¢ni bakterijski rodovi i vrste koji prezivljavaju u sjemenu

odredene biljke naj¢es¢e nepoznati (Di Bella et al., 2013., Turner et al., 2013.).

NajceSce otkriveni rodovi bakterijskih endofita su Azospirillum, Enterobacterium, Erwinia,
Pantoea, Pseudomonas, Flavobacterium i Bacillus (Hameed et al., 2015.; Huang et al., 2016.;

Johnston-Monje i Raizada 2011.; Vaughan et al., 2015.).

Gao i Shi(2018.) su proucavali endofitne bakterijske populacije uskolisnog rogoza.
Usporedivanjem genoma koje su dobili sekvenciranjem 16S rRNA gena uvidjeli su kako se
endofitna bakterijska zajednica tla, korijena i sjemena uskolisnog rogoza ne razlikuje po
svome sastavu, no pokazuje neke razlike u svojstvima samih zajednica. Usporedba genoma
rizosferne populacije, populacije endosfere korijena i populacije sjemena pokazala je

promjenu bakterijskih svojstava kako bi se zajednice prilagodile stanistu.
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3. Materijali i metode

3.1. Sorta soje

Za vegetacijski pokus odabrano je sjeme soje sorte AFZG Ana. Prema grupi zriobe ova sorta
pripada vegetacijskoj skupini 0, preporuéeni sklop je 580.000 do 650.000 biljaka/ha. Cvrste je
stabljike i otporna na polijeganje. Potencijalna rodnost joj iznosi 5 t/ha. Ima dobru otpornost
na plamenjacu. Sadrzaj ulja joj iznosi 19-23%, dok je sadrzaj bjelancevina 35-40%. List ima
izduzene liske, boja dlacica je siva, boja cvijeta je ljubi¢asta a smjene je okruglo i sivog hiluma

(Laki¢, 2016.).

3.2. Bakterijski sojevi koristeni u istrazivanju

U istraZivanje je ukljueno Sest sojeva rizobija izoliranih iz kvrZica soje. Od kvrzi¢ne
bakterije B. japonicum odabrani su sljedeci sojevi: 344 (referentni soj), 3/1i2/5,15/1 te 24/6.
Za pokus su uzeta dva soja Sinorhizobium spp. 10/3 i 11/5. Za ko-inokulaciju koriStena je

PGPR bakterija P. flourescens.

Sojevi 10/3 i 11/5 izolirani su s podruéja Vukovarsko-srijemske Zupanije, iz tla alkalne i
neutralne reakcije. U vegetacijskim pokusima testovima verifikacije dobivene su jako zelene
bilike te je nodulacija bila obilna. Fenotipskim testovima utvrdeno je da rastu pri pH
vrijednostima od 4,5 do 11 te je sekvenciranjem rrs gena utvrdeno da se radi o sojevima

Sinorhizobium spp.. U cilju potpune identifikacije potrebno je provesti daljnje analize.

Sojevi 3/1i2/5 izolirani su s podrucja Vukovarsko-srijemske Zupanije iz slabo kiseloga i kiselog
tla. U vegetacijskim pokusima testovima verifikacije dobivene su jako zelene biljke s velikim
krvzicama na korijenu. Fenotipskim testovima utvrdeno je da rastu pri pH vrijednostima od
4,5 do 11 te je sekvenciranjem rrs gena utvrdeno da se radi o spororastué¢im sojevima B.

japonicum.

Soj 15/1 izoliran je s podrucja Bjelovarsko-bilogorske Zupanije iz jako kiselog tla. U
vegetacijskim pokusima testovima verifikacije dobivene su jako zelene biljke te je nodulacija
bila obilna. Fenotipskim analizama uvtrdeno je da raste pri pH vrijednostima od 4,5 do 11 te

je sekvenciranjem rrs gena utvrdeno da se radi o soju B. japonicum.
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Soj 24/6 izoliran je s podrucja Koprivnicko-krizevacke Zupanije iz tla jako kisele reakcije. U
vegetacijskim pokusima testovima verifikacije dobivene su jako zelene biljke s puno sitnih
kvrZica. Fenotpiskim analizama uvtrdeno je da raste pri blago kiselim, neutralnim i blago

alkalnim reakcijama te je sekvenciranjem rrs gena utvrdeno je da se radi o soju B. japonicum.

Rizobakterija P. fluorescens izolirana je iz korijena soje sorte AFZG Ana te je fenotipskim
analizama utvrdeno da rastu pri kiselim pH vrijednostima. Sekvenciranjem rrs gena ovaj izolat

identificiran je kao vrsta P. fluorescens.

Prethodno izolirane kulture odabranih sojeva nacijepljene su na YMA podloge te ostavljene

da rastu tjedan dana, kako bi se mogle prenjeti na YMB podloge.

3.3. Hranjive podloge koriStene u istrazivanju

Za uzgoj bakterijske kulture koja je izolirana sa pojedinih lokacija koriStena je YMA hranjiva
podloga koja se priprema prema sljedecoj recepturi: u sterilnu Edelmayerovu tikvicu potrebno
je odvagati sljedeée sastojke za pripremu podloge volumena 1000 ml: 10 g D-manitola, 0,5 g
K2HPO4, 0,1 g NaCl, 0,2 g MgSQg4, 0,4 g kvasnog ekstrakta, 15 g agara. Podloga se sterilizira 15

minuta u autoklavu na 121°C te njen pH iznosi 6,8.

Bakterizacija sjemena soje prilikom sjetve vrsila se pomoéu tekuceg inokuluma koji se dobiva
uzgojem bakterijske kulture u YMB hranjivoj podlozi kroz 7 dana. Bakterijska kultura se
prenjela sa YMA hranjive podloge u YMB hranjivu podlogu koja se priprema prema sljedecoj
recepturi: U sterilnu Edelmayerovu tikvicu potrebno je odvagati sljedeée sastojke za pripremu
podloge volumena 1000 ml: 10 g D-manitola, 0,5 g K2HPO4, 0,1 g NaCl, 0,2 g MgSO4te 0,4 g
kvasnog ekstrakta. Podloga se sterilizira 15 minuta u autoklavu na 121°C, te njen pH iznosi

6,8.
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3.2. Priprema inokuluma za bakterizaciju soje

Narasla bakterijska kultura prenosi se s plave YMA podloge u 120 ml plave YMB podloge.
Nakon Sto su sve kulture sojeva prenesene u tekuc¢u podlogu stavljaju se na mijeSalicu i
ostavljaju pri 250 okretaja/min kroz 3-5 dana za brzorastuce sojeve Sinorhizobium spp., te 5-
7 dana za spororastude sojeve Bradyrhizobium japonicum. Nakon 5 odnosno 7 dana rasta u

teku¢im podlogama dobiva se tekuci mikrobioloski preprarat spreman za inokulaciju sjemena.

3.3. Vegetacijski pokus

Dvofaktorijalni pokus (8 x 2) postavljan je po shemi slucajnog blok rasporeda u tri
ponavljanja. Faktori pokusa bili su razliCiti sojevi kvrzi¢nih bakterija te PGPR bakterija P.
fluorescens. Sav materijal potreban za postavljanje vegetacijskog pokusa poslan je na Institut
Ruder Boskovi¢ u Zagrebu, Zavod za kemiju materijala u Laboratorij za radijacijsku kemiju i
dozimetriju gdje je napravljena sterilizacija ioniziraju¢im Gama zrakama pomocu

panoramskog uredaja za ozracivanje gama zrakama ®°Co.

Pokus je postavljen u komoru rasta s potpuno kontroliranim uvjetima koja se nalazi na
Agronomskom fakultetu u Zagrebu, Zavodu za ishranu bilja. Tokom pokusa vlaznost zraka
odrZavana je na konstantnih 70% a relativna temperatura zraka bila je 25°C dnevna (16 h) i

18°C (8h) noéna.

Sjeme sorte AFZG Ana sterilizirano je prema sljede¢em postupku:
Sjeme je momentalno umoceno u alkohol te nakon toga u 5%-tnoj otopini NaClO na 5 minuta.

Nakon povrsinske sterilizacije sjeme je 6 puta isprano sterilnom destiliranom vodom.

Inokulacija sjemena vrsila se direktno prije sjetve nalijevanjem tekuceg bakterijskog
preparata. Direktna inokulacija prilikom sjetve osigurava optimalan broj viabilnih stanica
rizobakterija oko sjemena te raniji pocetak infekcije korijena i nodulacije. Po loncu se sijalo 10

sjemenki u sterilni vermikulit prema shemi u tablici 3.4.1.
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Tablica 3.4.1. Sojevi kvrzicnih bakterija koristeni za bakterizaciju soje

Oznaka/redni broj lonca Bakterijski soj koji je
prisutan
1. Kontrola BO
2. 344 (B. japonicum)
3. 2/5 (B. japonicum)
4, 3/1 (B. japonicum)
5. 10/3 (Sinorhizobium spp.)
6. 11/5 (Sinorhizobium spp.)
7. 15/1(B. japonicum)
8. 24/6(B. japonicum)
9. P.fluorescens
10. 344 (B. japonicum )+
P.fluorescens
11. 2/5 (B. japonicum)+
P.fluorescens
12. 3/1 (Sinorhizobium spp.)+
P.fluorescens
13. 10/3 (Sinorhizobium
spp.)+ P.fluorescens
14. 11/5 (B. japonicum)+
P.fluorescens
15. 15/1 (B. japonicum)+
P.fluorescens
16. 24/6 (B. japonicum)+
P.fluorescens
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Tijekom pokusa koristena je bezdus$i¢na hranjiva otopina prema recepturi navedenoj u tablici
3.4.2. Procjena simbizone ucinkovitosti temelji se na odredivanju mase suhe tvari
nadzemnoga dijelabiljke , masi suhe tvari i broju kvrzica po biljci, dok je utjecaj P.fluorescens

na poboljSanje rasta biljaka procjenjivan mjerenjem duljine korijena.

Tablica 3.4.2. Hranjiva otopina

Konacna koncentracija
Reagens Stock otopina g/L Koli¢ina za 1L pojedina¢nog elementa
hranjive otopine (ug/ml)
KH2PO4 136,1 1ml P:62
K2HPOg4 174,2 1ml K:156,5
K2SO04 87,1 1ml Ca:40
CaCl, 73,5 2 ml Mg:12,3
MgS0O4 x 7 H.0 123,2 1ml $:32,3
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4. Rezultatiirasprava

4.1. Procjena ucinkovitosti autohtonih sojeva kvrzicnih bakterija i

bakterije P. fluorescens

U tablici 4.1. prikazani su rezultati analize varijance za istrazivana svojstva broj kvrzica
po biljci, masa suhe tvari kvrzica po biljci, masa suhe tvari nadzemnoga dijela biljke i duljina
korijena.

Analizom dobivenih podataka utvrdeno je statisticki opravdano djelovanje inokulacije soje
razli¢itim sojevima kvrzi¢nih bakterija na sva istraZzivana svojstva osim na duljinu korijena.
Inokulacija soje sa bakterijom P. fluorescens nije rezultirala signifikantnim razlikama u vecini
istrazivanih svojstava. Osim toga, nije utvrdeno interakcijsko djelovanje izmedu primijenjenih

sojeva rizobija i bakterije P. fluorescens.

Tablica 4.1. Rezultati analize varijance — opravdanost djelovanja istraZivanih faktora i

interakcije
lzvor Broj Masa suhe tvari Masa suhe Duljina
varijabilnosti | kvrZica/biljci kvrzica /biljci (g) tvari korijena (cm)
nadzemnoga
dijela biljke (g)
sojevi rizobija * * * ns
PGPR ns * ns ns
Interakcija ns ns ns ns
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4.1.1. Broj kvrzica po biljci

Rezultati statisticke analize broja kvrZica po biljci prikazani su u tablici 4.1.1. Signifikantno
najveéi broj kvrzica po biljci utvrden je uz primjenu soja 11/5 (34,410). Broj kvrZica pri
primjeni soja 11/5 signifikantno se ne razlikuje od broja kvrZica pri primjeni soja 10/3 (24,487).
Izmedu broja kvrZica pri primjeni sojeva 344, 2/5, 3/1, 10/3, 15/1 i 24/6 nisu utvrdene
statisti¢ki znacajne razlike. Broj kvrZica pri primjeni P.fluorescens u ko-inokulaciji nije pokazao
statisticki znacajne razlike u odnosu na broj kvrzica kod primjene isklju¢ivo autohtonih sojeva
kvrzi¢nih bakterija. Kod sojeva 11/5i10/3 broj kvrZica se umanjuje pri primjeni P.fluorescens.
Kod sojeva 2/5, 15/1 te 24/6 broj kvrzica raste pri primjeni P.fluorescens. 1z podataka
prikazani u tablici 4. moZe se utvrditi kako je u infekciji i nodulaciji najefikasniji bio soj 11/5 i
10/3 koji pripadaju rodu brzorastucih kvrzi¢nih bakterija, Sinohizobium spp. Takoder je vidljivo
kako je na sojeve brzorastucih rizobija P.fluorescens imao negativan utjecaj smanjenjem broja
kvrzica po biljci. Pozitivan utjecaj P.fluorescens na porast broja kvrzica javlja se kod primjene

sojeva B. japonicum 15/1 te 24/6.

Tablica 4.1.1 Utjecaj aplikacije kvrZi¢nih bakterijai PGPR na broj kvrzica/biljci

Sojevi PGPR Bez PGPR Sa PGPR Prosjek sojevi
Kontrola 0,00 0,00 0,00¢

344 17,557 17,317 17,437°
2/5 21,157 21,217 21,187°
3/1 20,600 17,083 18,842°
10/3 34,917 14,057 24,487
11/5 45,310 23,510 34,410°
15/1 17,200 22,917 20,058
24/6 20,333 22,667 21,500°

Prosjek PGPR 22,134 ns 17,346 ns

LSD za sojeve: Ps%= 10,53
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4.1.2. Masa suhe tvari kvrZica po biljci

U tablici 4.1.2. prikazani su rezultati analize podataka o masi suhe tvari kvrZica po biljci
izrazeni u g. Najve¢a masa suhe tvari kvrZica po biljci utvrdena je uz primjenu soja 11/5
(0,062 g) koji pripada rodu Sinorhizobium spp. Najmanja masa kvrzica izmjerena je kod
primjene referentnog soja 344 (0,024 g). Masa suhe tvari kvrZica po biljci pri primjeni soja
11/5 signifikantno se razlikuje od mase suhe tvari kvrZica po biljci pri primjeni ostalih sojeva.
Izmedu masa suhe tvari kvrZica pri primjeni sojeva 10/3, 2/5, 3/1i 24/6 nisu utvrdene
signifikantne razlike. Primjenom PGPR bakterije P.fluorescens uocena je signifikantna razlika
u masi kvrzica, te su biljke koje nisu bile inokulirane s P.fluorescens razvile kvrZice veée
mase suhe tvari od biljaka inokuliranih s P.fluorescens. Pozitivan utjecaj na porast mase suhe
tvari kvrZzica moze se vidjeti kod primjene sojeva 344, 15/1 te 24/6. Primjena P.fluorescens
se negativno odrazila na mase suhe tvari kvrZica kod sojeva 2/5 i 3/1 (B.japonicmu). sojeva

10/3 i 11/5 (Sinorhizobium spp.).

Tablica 4.1.2. Utjecaj aplikacije kvrZi¢nih bakterija i PGPR na masu suhe tvari kvrzica/biljci (g)

Sojevi PGPR Bez PGPR Sa PGPR Prosjek sojevi
Kontrola 0,000 0,000 0,000¢

344 0,022 0,026 0,024
2/5 0,040 0,035 0,038
3/1 0,047 0,033 0,040
10/3 0,074 0,018 0,046°
11/5 0,088 0,035 0,062°
15/1 0,027 0,034 0,030
24/6 0,035 0,036 0,036

Prosjek PGPR 0,042* 0,027

LSD za sojeve: Psy=0,0112
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4.1.3. Masa suhe tvari nadzemnog dijela biljke

Najve¢a masa suhe tvari nadzemnoga dijela izmjerena je kod primjene soja 11/5,
medutim utvrdene vrijednosti pri primjeni ostalih izolata nisu rezultirale u signifikantnoj
razlici mase suhe tvari nadzemnoga dijela biljke. Kod kontrolne varijante (0,450 g) javlja se
razlika u masu nadzemnoga dijela biljke u usporedbi sa svim ostalim varijantama gdje je
primjenjena bakterizacija. Primjena soja 10/3 takoder je dala vrlo dobre rezultate u usporedbi
s primjenom ostalih sojeva u masi nadzemnoga dijela. Temeljem statisticke obrade podataka
nisu utvrdene znatne razlike u vrijednostima mase suhe tvari nadzemnoga dijela pri primjeni
PGPR bakterije P.fluorescens, kao $to je moguce vidjeti u tablici 6. Utvrden je pozitivan utjecaj
P.fluorescens na razvoj nadzemne mase kod kontorlnih biljaka, te pri primjeni sojeva 344, 2/5,
15/1 i 24/6 koji pripadaju bakterijskoj vrsti B. japonicum. Pri primjeni sojeva 11/5 i 10/3
(Sinorhizobium spp.) uoCava se mase suhe tvari nadzemnoga dijela kod ko-inokulacije s
P.fluorescens. 1z podataka prikazani u tablici 6. moZzemo zakljuciti kako su pri primjeni
P.fluorescens postignute veée mase nadzemnog dijela biljke kod bakteriziracije s

spororastucim sojevima.

Tablica 4.1.3. Utjecaj aplikacije kvrzi¢nih bakterija i PGPR na masu suhe tvari nadzemnog

dijela biljaka (g)

Sojevi/PGPR Bez PGPR Sa PGPR Prosjek sojevi
Kontrola 0,393 0,507 0,450
344 0,883 1,157 1,020°
2/5 1,087 1,110 1,098°
3/1 1,373 0,950 1,162°
10/3 1,757 0,970 1,363
11/5 1,807 1,220 1,513°
15/1 1,000 1,210 1,105°
24/6 1,007 1,063 1,035¢
Prosjek PGPR 1,163 ns 1,023 ns

LSD za sojeve: Ps%= 0,496
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4.1.4. Duljina korijena

Statisticke analize podataka o duljini korijena prikazane u tablici 7. Najveéa duljina
korijena razvila pri primjeni soja 10/3 (27,083 cm) iako nema statisticki opravdanih razlika u
duljini korijena. Najkraci korijen razvio se pri primjeni referentnog soja 344 (22,00 cm). Pri
utjecaju P.fluorescens na duljinu korijena ne uocava se signifikantna razlika. Pozitivan utjecaj
P.fluorescens na duljinu korijena vidljiv je kod brzorastuéih sojeva 10/3, 11/5, te
spororastucih sojeva 15/1 i 24/6. Kod kontrolnih varijantni P.fluorescens takoder pokazuje
pozitivan utjecaj na produljenje duljine korijena. Najveée smanjenje duljine korijena pri
primjeni P.fluorescens vidljivo je kod referentnog soja 344 gdje se duljina korjena smanjuje za
9 cm. Duljina korijena pri primjeni P.fluorescens opada kod biljaka inokuliranih spororastuéim
sojevima 2/5 i 3/1. Na osnovu dobivenih rezultatamoze se zakljuciti kako je primjena sojeva
10/3, 3/1i 11/5 imala najpovoljnij utjecaj na razvitak korijenova sustava dok se kod soja 344
vidi mogucénost postojanja kompeticijskog odnosa izmedu soja kvrZi¢nih bakterija i soja PGPR

bakterije.

Tablica 4.1.4. Utjecaj aplikacije kvrzi¢nih bakterija i PGPR na duljinu korijena po biljci (cm)

Sojevi/PGPR Bez PGPR Sa PGPR Prosjek sojevi
Kontrola 20,900 24,200 22,55
344 26,500 17,500 22,00
2/5 26,333 26,167 26,25
3/1 27,167 26,000 26,583
10/3 26,167 28,000 27,083
11/5 25,333 27,500 26,417
15/1 24,000 26,667 25,333
24/6 22,333 24,333 23,333
Prosjek PGPR 24,842 ns 25,046 ns ns
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5.

Zakljucak

Na temelju rezultata dobivenih provedenim istrazivanjem moze se zakljuciti sljedece:

Autohtoni sojevi koji noduliraju soju izolirani sa razli¢itih lokacija Hrvatske pokazali su
razliCitu sposobnost simbiozne ucinkovitosti

Istrazivani autohtoni sojevi posjeduju bolju sposobnost infekcije i nodulacije soje u
odnosu na referentni soj.

Statistickom analizom dobivenih podataka utvrdeno je signifikantno djelovanje
primjene razlicitih sojeva kvrzi¢nih bakterija na sva istrazivana svojstva osim duljinu
korijena dok primjena P.fluorescens nije pokazala nikakve statisticki opravdane razlike
na istrazivana svojstva

Interakcijsko djelovanje izmedu sojeva kvrzi¢nih bakterija i PGPR bakterije je bilo
nesignifikantno na sva istrazivana svojstva

Najvedi broj kvrZica po biljci te najveéu masu suhe tvari po biljci dobiveno je primjenom
brzorastuéeg soja, dok je najmanji broj i masu suhe tvari kvrzica dobivena pri primjeni
referentnog soja

Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u broj kvrZica po biljci pri primjeni ko-
inokulacije s P.fluorescens.

Aplikacijom PGPR bakterije utvrdene su statisticki opravdane razlike u masi suhe tvari
kvrZica

Najvecu masu suhe tvari nadzemnoga dijela razvijaju biljke inokulirane sa
brzorastuéim sojem dok najmanju masu razvijaju kontrolne biljke. Interkacija kvrzi¢nih
i PGPR bakterija ne pokazuje statisticki opravdane razlike djelovanja na masu suhe
tvari nadzemnoga dijela

Najveca duljina korijena razvijena je primjenom brzorastuéeg soja, dok je najmanja
duljina korijena razvijena primjenom referentnog soja. Analizom podataka o duljini
korijena moguée je utvrditi pozitvan P.fluorescens utjecaj na rast krojena kod
inokulacije spororastué¢im sojevima sojevima te kontrolnih biljaka.

Proucavanje utjecaja P.fluorescens na duljinu korijena bilo je preliminarno, jer je
volumen tla dostupan za razvoj korijena u sjetvenim loncima ogranicen te bi trebalo
nastaviti sa daljnjim istrazivanjima i karakterizacijom ove PGPR bakterije.

Primjenom PGPR bakterije smanjuje se broj kvrZica, masa suhe tvari kvrzica te masa

suhe tvari nadzemnoga dijela kod brzorastuéih sojeva stoga je pretpostavka da je
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doslo do kompeticijskog odnosa izmedu sojeva Sinorhizobium spp. i P.fluorescens.
Njihove medusobne interakcije bi se trebale podvrgnuti daljnim ispitivanjima

e Najefikasniji u simbioznoj ucinkovitosti pri bakterizaciji soje pokazali su se brzorastuci
sojevi. Za koristene izolate trebalo bi provesti dodatnu karakterizaciju i selekciju.

e U ovom radu zapoceta su istrazivanja ko-inokulacije soje sa razliitim sojevima
kvrzi¢nih bakterija i bakterije P. fluorescens te bi ih svakako trebalo nastaviti kako bi

se dobili Sto pouzdaniji podaci koji mogu doprinijeti odrzivom uzgoju soje.
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