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1. UvOD

Cilj ovog diplomskog rada bio je istraziti utjecaj pH i temperature na rast i razvoj
bakterije Bradyrhizobium japonicum. Osim gnojidbom, biljke mogu biti opskrbljene dusikom i
putem fiksacije duSika. Taj proces se definira kao interakcija izmedu biljke i mikroorganizama
fiksatora dusika, koji u procesu simbioze obavljaju vezivanje dusika, koji u zemlju dolazi iz
zraka (atmosfere). Na korijenu mahunarki razvijaju se kvrzi¢ne bakterije koje koriste Secere,
koje biljke proizvode procesom fotosinteze, 1 zauzvrat bakterije svog domacina opsrkbljuju
amonijakovom formom dusika. Da bi fiksacija uspjela neophodan je poseban soj bakterije, $to

znaci da nemaju sve bakterije sposobnost fiksacije dusika.

U ulozi fiksatora duSika mogu se na¢i samo pojedine specificne bakterije i
cijanobakterije.koje mogu biti asimbiotske i simbiotske Njihov broj varira ovisno od soja
bakterije i usjeva na kojem se razvijaju, a na to takoder utjeCu i drugi faktori: vlaznost,
temperatura, pH vrijednost to jest kiselost zemljista, fizicke 1 kemijske osobine, prisustvo kisika
odnosno aeracija zemljiSta. Struc¢njaci tvrde da se djelovanjem fiksatora dusika prinos usjeva
povecéava za oko 20 % (Brockwell i sur., 1995). U prirodi, najvece koli¢ine dusika nalaze se u
atmosferi u molekularnom obliku N2, ali s obzirom na ¢injenicu da biljke dusik mogu usvajati
u samo dva oblika (amonija¢nom i nitratnom), one sav dusik iz atmosfere nisu u moguénosti

iskoristiti (Fouilleux, 1996).

Simbiotskim interakcijama, to jest, procesima bioloske fiksacije dusika koji se odvijaju
izmedu porodice mahunarki i bakterija koje fiksiraju dusik se u kopnene ekosustave unosi
najmanje 70 milijuna tona dusika godi$nje (Brockwell i sur.. 1995). Ove simbiozne interakcije
su od isklju¢ive relevantnosti za poljoprivredu, jer pozitivno utjeCu na obogacéivanje

poljoprivrednih tala dusikom dostupnim iz atmosfere.



2. PREGLED LITERATURE

2.1 BIOLOSKA FIKSACIJA DUSIKA

Bioloska fiksacija duSika je veoma znacajna u odrzivosti poljoprivrede i procjeni rizobne
diferencijacije, ali i u podizanju biodiverziteta mikroflore tla. Bioloska fiksacija atmosferskog
dusika ima znacajan utjecaj na plodnost poljoprivrednih tala. Godi$nji prosjek povezivanja
atmosferskog dusika svih za to sposobnih mikroorganizama iznosi oko 175 milijuna tona, a
pozamasan postotak tog broja, cak 80 %, pripisuje se kopnenim mikroorganizmima tla (Horvat,
2014). Razlic¢ite vrste mikroorganizama posjeduju moguénost vezanja atmosferskog dusika. To
su slobodno zivuce heterotrofne bakterije, slobodno zivuée fotoautotrofne bakterije i simbiotske
bakterije. Od aerobnih, slobodno zivuéih fiksatora dusika poznati su Azotobacter, Azospirillum
i Beijerinckia s vise vrsta, a od anaerobnih Clostridium pasteurianum te fakultativno anaerobnih
Klebsiella (Topol, 2012). Simbiotske bakterije uklju¢uju rodove Rhizobium, Bradyrhizobium i
Frankia (Horvat, 2014). Elementarni dusik u tla ulazi biotskim ili abiotskim procesima
fiksacije. Biotska fiksacija podrazumijeva djelovanje slobodnozivuéih bakterija fiksatora dusika
kao i kvrzi¢nih bakterija (Tablica 1.) gore navedenih rodova koje Zive u simbiozi s korijenom
biljke, a na njemu formiraju kvrzice koje fiksiraju dusik. Dakle, prema odnosima s biljkama,
bakterije koje pospjesuju rast biljaka se mogu podijeliti u dvije skupine: simbiotske bakterije i

bakterije koje su slobodne u rizosferi (Horvat, 2014.).

Tablica 1. Razlika izmedu simbiotske 1 asimbiotske fiksacije dusSika (Izvor:

https://hr.betweenmates.com/difference-between-symbiotic)

Simbiotska fiksacija dusika Asimbiotska fiksacija duSika
~ Uvjetovana obostranom koristi izmedu  Proces vrien anaerobno ili aerobno od strane
simbiotskih organizama u tlu slobodnozivucih autotrofnih bakterija
Nastajanje amonijaka, aminokiselina i ureida Nastajanje amonijaka, nitrita i nitrata
Simbiotske bakterije proizvode dusik za Asimbiotske bakterije oslobadaju dusik
biljku domacina direktno u tlo
Rhizobium meliloti Azotobacter spp.
Rhizobium leguminosarum Beijerinckia
Bradyrhizobium japonicum Granulobacter


https://hr.betweenmates.com/difference-between-symbiotic

Rod Rhizobium i Bradyrhizobium obuhvaca razne vrste specificna za nasa tla koje ovaj
proces specificiraju za odredene vrste leguminoza. Leguminozna biljka ovim procesima dobiva
reducirani dusik u amonija¢nom obliku, a mikroorganizmi fiksatori hranu potrebnu za daljnje
napredovanje. Medutim, ako u nekom tlu postoji adekvatna koli¢ina reduciranog dusika koja
zadovoljava potrebe obje strane ovih simbioznih zajednica, tada se ocitava redukcija u rastu
kvrzica i njihovoj opcenitoj brojnosti (Vukadinovi¢ i Vukadinovi¢, 2011.). Sojevi ovih rodova
su distinktivni vrSenjem ovog proces druk¢ijim intenzitetom (Vukadinovi¢ i Vukadinovié,
2011.).

Fiksatori dusika se svrstavaju u veliku skupinu bakterija koie promoviraju rast biljaka
(PGPR, Plant Growth Promoting Rhizobacteria) odnosno oznacavaju se kao bakterije koje
poboljsavaju rast biljaka koloniziranjem Kkorijena istih. Alternativni naziv ovih bakterija jest i
rizobakterije koje poboljsavaju zdravlje biljaka (PHPR, Plant Health Promoting Rhizobacteria)
ili bakterije koje utjecu na napredak formiranja kvrzica (NPR, Nodule Promoting
Rhizobacteria). U ovom kontekstu, naglasak se stavlja na koriStenje bakterija koje pozitivno
utjeCu na biljni rast i pronalasku potencijala i ekonomskih moguénosti u razvoju odrzivih

sustava agrarne produkcije.

2.1.1 Simbiotska fiksacija dusika

U simbiotskoj bioloskoj fiksaciji atmosferskog dusika (Slika 1.), vaznu ulogu imaju
mikroorganizmi koji formiraju simbiotske zajednice s mahunarkama - kvrzi¢ne bakterije.
Beijerinck je 1888. godine prvi ustanovio da kvrzice na korijenu leguminoznih biljaka
inkorporiraju bakterije fiksatore elementarnog duSika. Od najvece relevantnosti za
poljoprivredu jest vrsta simbiotske fiksacije koja svoj zacetak pronalazi u posljedici simbiotskog
odnosa izmedu bakterija roda Rhizobium Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium i
Mesorhizobium s odredenim biljkama porodice Leguminosae (Topol i Kanizai Sari¢, 2013.).
Bioloskom fiksacijom dusika, biljkama se omogucuje adekvatna koncentracija reduciranog

dusika, a u cijelosti se podilazi zahtjevima gospodarenja tlom poput produktivnosti, sigurnosti,



zastite prirodnih resursa i na kraju, ekonomic¢nosti (Juki¢, 2013.). Genetski ¢imbenici oba
simbiotska organizma igraju ulogu u formiranju simbiotske zajednice, koja se inicira
medusobnim prepoznavanjem bakterije i biljke sto vodi k infekciji korijena biljaka, rezultirajuci
nodulama na korijenovom sustavu biljke, unutar kojih se na kraju odvija simbiotska fiksacija
elementarnog dusiénog hranjiva (Topol i Kanizai Sari¢, 2013). U ovom procesu je od izrazite
vaznosti enzim nitrogenaza, koji ima ulogu katalizatora i reducira elementarni dusik u
amonijacni oblik, osiguravajuci za to adekvatnu energiju i broj elektrona (Postgate, 1982.).
Interakcija kvrzicnih bakterija s korijenom visih biljaka je primaran uvjet za pocetak nodulacije,
jer iste nemaju mogucnost samostalnog vezanja atmosferskog dusika. U nodulama se uz
aktivnost nitrogenaze obavlja usvajanje elementarnog oblika dusika i pretvorba u amonija¢ni
oblik, kojeg visi mikroorganizmi i biljke mogu prihvatiti (Horvat, 2014.). Posljedi¢no,
postojanje i dostupnost amonija¢nog oblika dusika nastalog utlu pospjesuje rast biljaka, sto na
kraju objasnjava razvoj brojnih i specifi¢nih simbiotskih interakcija biljaka i organizama koji
imaju mo¢ fiksacije dusika (Topol, 2012.). Najefikasniji fiksatori dusika upravo iz tih razloga
uspostavljaju simbiotsku interakciju s visim biljkama. Razlic¢ite vrste simbiotske fiksacije
dusika su medusobno distinktivne ovisno o ¢lanovima simbioze, zbog toga $to odredena vrsta
bakterije kreira simbiotski odnos s odredenom vrstom biljke. Stoga, ovaj proces ima potencijal
reducirati primjenu komercijalnih mineralnih dusi¢nih gnojiva, i pozitivan u¢inak s aspekta
ckoloske svijesti (Fox i sur., 2007.). Negativne posljedice se ocitavaju iz proizvodnje i primjene
navedenih gnojiva. Proizvodnja mineralnih duSi¢nih gnojiva ima za posljedicu troSenje
neobnovljivih prirodnih resursa, a podrazumijeva procese u kojima se koriste fosilna goriva
(prirodni, zemni plin ili ugljen) ¢ijim sagorijevanjem u industrijskim postrojenjima dolazi do
oslobadanja ugljikovog dioksida, koji je jedan od najpracenijih staklenickih plinova. Porastom
koncentracije ugljikovog dioksida u atmosferi dolazi do izrazenih antropogenih klimatskih
promjena. Nadalje, primjenom ovih umjetnih gnojiva, uzrokuje se propadanje i eutrofikacija
tala, podzemnih i nadzemnih voda, naruSavanjem njihovih bioloskih i kemijskih karakteristika.
Fox i sur. (2007.) karakterizirali su proizvodnju i primjenu dusi¢nih gnojiva kao ekonomski,
ekoloski i energetski vrlo zahtjevnu jer u mnogim slucajevima vodi do znac¢ajnog problema
degradacije prirodnih ekosustava. Simbiotska fiksacija predstavlja efikasniju i jeftiniju
agronomsku praksu pri osiguravanju dostatne koli¢ine dusika za proizvodnju usjeva i pasnjaka

baziranih na mahunarkama, za razliku od primjene mineralnih dudi¢nih gnojiva. Zetva



leguminoza osigurava sli¢énu koncentraciju dusika u tlu kao i primjena 30 do 80 kg dusi¢nih
gnojiva ha! (Topol, 2012.). Sve ovo daje potporu bioloskoj simbiotskoj fiksaciji (Slika 1.) kao
i naCinu osiguravanja dovoljnih koli¢ina hranjiva biljkama i pridrzavanju dobre agronomske
prakse s ekoloskim kontekstom na umu, bez dugoro¢nih posljedica apliciranja mineralnih

gnojiva.

Slika 1. Simbiotska fiksacija dusika na korijenu leguminoza

Izvor: https://biofixin-s.com/

Aplikacija simbiotskih fiksatora iz gore navedenih rodova u obliku bakterizacijskog
sredstva kreira dostupan duSik kao biolosko i ekolosko prihvatljivo gnojivo u ratarskoj i
povrtlarskoj proizvodnji, te ispunjava temeljne principe u sustavu integralne poljoprivrede,
kontroliranja fertiliteta tla, a sve s pogleda jeftinije i ekoloski prihvatljivije poljoprivredne

proizvodnje. Saharan i Nehra (2011) Bradyrhizobium vrste Klasificiraju kao sporo rastuce


https://biofixin-s.com/simbiozna-fiksacija-dusika/

sojeve, a Rhizobium vrste brzo rastu¢im sojevima. Generacijsko vrijeme Bradyrhizobium vrste
je preko 6 sati gdje se razvijaju manje kolonije promjera oko 1 mm na povrsini hranjive podloge
nakon 7 dana uzgoja u laboratoriju, dok je kod Rhizobium vrste generacijsko vrijeme od 2 do 4
sata i nastaju vece kolonije, promjera 2 - 4 mm na povrsini agara nakon tri do pet dana uzgoja
u laboratoriju (Topol, 2012.). B. japonicum Zivi u simbiotskoj interakciji sa sojom i Stvara
nodule, gdje fiksira i do 180 kg N ha, a svojim djelovanjem stvara i giberine i indole, spojeve
koji se smatraju korisnima za rast i razvoj biljke, a broj kvrzica na korijenu biljke krec¢e se od
10 do 50 (Topol, 2012.). Efektivni sojevi stvaraju veée ovalne nodule na sredisnjem korijenu
koje su zbog sadrzaja leghemoglobina na presjeku crvene. Formacija efektivnih simbiotskih
interakcija pozitivno utje¢e na rast biljaka, sadrzaj proteina u zrnu i prinos (Juki¢, 2013.). Prema
tome, za B. japonicum (Slika 2.) i druge simbiotske fiksatore pozeljno je provoditi
mikrobioloska istrazivanja u svrhu otkrivanja najboljih uvjeta za prezivljavanje. Predsjetvena
bakterizacija sjemena soje bioloskim sredstvima u ovim krajevima smatra se pozeljnom i
obvezatnom agrotehnickom mjerom, jer se upraznjavanjem ove prakse podize koli¢ina
elementarnog dusika (do 180 kg N ha) kojeg fiksatori mogu prevesti biljci soje i koja Zetvom
dalje prelazi u tlo. Navodi raznih autora (Redzepovi¢ i sur. 1990.; Silva e Franca i sur. 2013.;
Graham i sur. 1994.) opisuju kako na prezivljavanje inokuluma i nodulaciju na korijenu biljke,
najviSe utjeCu opce karakteristike tla, a primarno koncentracija dostupnog dusika, pH 1
humidnost tla. Primjerice, Tate (1995.) zakljucuje da je niska vlaznost stvorila stresnu sredinu
u kojoj je detekcija izmedu simbionata moguca, no formirani broj nodula je bio znatno manjiu

odnosu na optimalne uvjete tla.



Slika 2: Bakterija Bradyrhizobium japonicum

Izvor: https://microbewiki.kenyon.edu/

2.1.2 Infekcija

Infekcija korijena nastupa nakon prvih interakcija, to jest, prepoznavanja simbiotskog
fiksatora duSika i leguminozne biljke. Kemizam ove reakcije ocituje se u kompliciranoj
komunikaciji izmedu odredenih simbionata, gdje se bakterije reproduciraju i stvaraju populaciju
na korijenu kolonizacijom, $to ¢ini prvu fazu infekcije. Biljke aktiviraju skupinu gena koji se
nazivaju nodulacijski geni a mikroorganizmi koji su kolonizirali korijen stvaraju Nod faktore,
regulatore svih faza infekcije i nodulacije, neizostavne i krucijalne za valjano odvijanje
simbiotske fiksacije (Nap i Bisselling, 2002.; Gage, 2004.). Aktivacijom ovih gena pokre¢u se
ekstremno vazne reakcije i interakcije u biljci i na korijenu koje garantiraju pravilnu infekciju,
formiranje kvrzica kao novih organa korijena i na dalje reguliraju samu pretvorbu duSika.
Nodulacijski geni biljke mogu biti rani i kasni. Rani nodulacijski geni kodiraju proizvode koji
se pokazuju prije samog pocetka procesa fiksacije dusika, te su oni ukljuceni u procese infekcije
i nodulacije, dok su proizvodi kasnih nodulacijskih gena ukljuceni u stvaranje interakcije s
endosimbiontom i metaboli¢koj specijalizaciji kvrzica (Nap i Bisseling, 2002.). Nodulacijski

geni kodiraju cijeli niz razli¢itih proizvoda nazvanih nodulini koji mogu imati i strukturnu i


https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Bradyrhizobium

metabolicku funkciju. Noduline nije moguée pronaci u nikakvoj drugoj vrsti fiksacije jer su
isklju¢ivi za dva organizma koji su u simbiotskom odnosu i imaju obostranu korist,
kombiniranim djelovanje Nod faktora | nodulativnih gena (Gage, 2004.). Bakterije prodiru u
korijenski sustav, kolonizirajuéi korijenove dlacice, $to za posljedicu ima uvijanje, kao prvu
naznaku formiranja infekcijske niti (Mylona i sur., 1995.). Uvijanje oznacava pocetak
degradacije stani¢ne stijenke biljne stanice, te dolazi do uvijanja plazma membrane i nakupljanja
i ugradnje novih materijala u membranu (Juki¢, 2013.). Na kraju ovog kompliciranog procesa
stvara se potpuno novi organ koji se naziva infekcijska nit, koja omogucava bakterijama ulazak
u sustav biljke i pocetak fiksacije (Mylona i sur., 1995.). Bitno je naglasiti da stvaranje ovog
bitnog organa nije uzrokovano bakterijama, ve¢ se uzima kao odgovor biljke na samo prodiranje
bakterija u sustav kroz korijen. Primaran put Sirenja infekcijske niti je prvo kroz stanice
korijenovih dlacica, a zatim se grana i prelazi na sve dijelove korijena. Stanice korijena zatim
prolaze kroz odredene modifikacije kao $to su pregrada citoskeleta, premjestaj jezgre i formacija
citoplazmatskih mostova, gdje se na kraju stvara preinfekcijska nit (\Van Brussel i sur., 1992.).
Pomakom 1 Sirenjem infekcijske niti kroz dijelove korijena se proporcionalno razmnozavaju 1
mikroorganizmi koji uz sve ovo neprestano kreiraju Nod faktore. Ti Nod faktori pospjesuju
dijeljenje stanica u korijenskom sustavu, $to oznacava i pocetak formiranja prvih nodula (Slika
3.). Bakterije u infekcijskoj niti izlaze u citoplazmu biljne stanice i obavijaju se
peribakteroidnom membranom koju formira biljna stanica (Mylona i sur., 1995.). Bakterije se
daljnjim dijeljenjem i poveéanjem broja pretvaraju u bakteroide, i tek u ovom obliku dobivaju
sposobnost fiksacije dusika. Ti su bakteroidi obi¢no pleiomortni, izgubili su velik dio svog
stani¢nog zida i manje su elektronski gusti od slobodno zivuc¢ih bakterija. Amonijak koji nastaje
od strane bakteroida prelazi u okolnu biljnu citoplazmu gdje se asimilira u aminokiseline.

Zajednistvo bakteroida i peribakteroidne membrane se naziva simbiosom (Mylona i sur., 1995.).



epidermis

Slika 3. Stvaranje nodula kao novog organa korijena

Izvor: https://www.researchgate.net/

Podjela biljnih stanica pokrece se naizgled razli¢itim podrazajima koji mogu djelovati kroz
zajednicki put transdukcije signala kako bi generirali razli¢ite organe. Buduci da se nodule i
boc¢ni korijenski meristemi razlikuju u svojoj ontogeniji, specifi¢ni receptori za nod signale
mogu biti ukljuceni u iniciranje meristemske aktivnosti kvrzica. 1zolacija bakterijskih ili biljnih
mutanata blokiranih u putu rane signalne transdukcije za pokretanje meristema kvrzica pomoci
¢e u razjasnjenju mehanizma koji kontrolira bo¢ne meristeme korijena i kvrzica (Verma, 1992).
Mnogo trenutno dostupnih bakterijskih mutanata koji utje¢u na proces infekcije treba analizirati
zbog njihove sposobnosti induciranja gena stanicnog ciklusa u biljci domacdinu. Kvrzica
osigurava okruzenje s malom koncentracijom kisika i dostupnost hranjivih sastojaka pogodnih
za fiksiranje dusika (Wan i sur,, 2005,). Formacija infektivnih niti u korijenovom sustavu soje
ukljucuje razgradnju materijala mucigela i lokalizirano narusavanje vanjskog sloja presavijene
stijenke dlake jednom ili viSe zarobljenih bakterija. Na mjestu prodiranja, rizobije se odvojene

od citoplazme domacina plazmalemom domacdina i slojem zidnog materijala koji je izgledom
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identican normalnom unutarnjem sloju stijenke stani¢ne dlake. Reprodukcija bakterija rezultira
nepravilnom vrec¢icom koja je zidnim materijalom vezana u blizini mjesta prodiranja (Turgeon
i Bauer, 1985.). Cjevaste niti infekcije, ograni¢ene zidnim materijalom, koji je istog izgleda kao
i onaj koji okruzuje vrecicu, izlaze iz vreCice dkako bi prenijele bakterije u stanicu dlake.
Rastu¢a podrucja infekcijske vrecice ili niti okruzena su citoplazmom domacina s visokim
koncentracijama organela povezanim sa sintezom i talozenjem membrane i materijala stanicnog
zida. Niti slijede vrlo nepravilan put prema dnu stanice dlacice. Niti se obi¢no protezu duz dna
stanice dlake na odredenoj udaljenosti, a mogu se granati 1 prodrijeti u susjedne kortikalne
stanice u nekoliko to¢aka na nacin analogan pocetnom prodiranju u korijenovu dlaku (Turgeon
i Bauer, 1985.). Endocitoza bakterija unutar stanice domacina bez izazivanja obrambenih
reakcija domacina najvazniji je, ali najmanje razumljiv aspekt asocijacije mahunarki i rizobija.
Stvaranje substani¢nog odjeljka u kojem se nalaze bakterije unutar zarazene stanice zavr$na je
faza uspjesne infekcije (Verma, 1992.). Neuspjeh u formiranju ovog membranskog odjeljka ili
njegovo raspadanje ¢ini povezanost patogenom. Poznati su mnogi rizobijalni mutanti
(ukljuéujuci egzo i lipo polisaharidne mutante) kod kojih se ne dolazi do ulaska bakterija, ve¢
morfogeneza kvrzica prelazi u razlicite faze. Medutim, specifi¢ne interakcije ovih mutanata s
domacinom nisu poznate (Verma, 1992.). Peribakteroidna membrana ima svojstva i tonoplasta
1 plazmatske membrane, a njezina biogeneza nije dovoljno izrazena. Proliferacija
peribakteroidne membrane zapoc¢inje istodobno s oslobadanjem bakterija iz infektivne niti. Taj
proces zahtijeva preusmjeravanje nekih bjelanCevina plazmatske membrane 1 svih PBM
nodulina na ovu novonastalu podstani¢nu organelu. U kvrZzicama induciranim sojem B.
japonicum koji je oste¢en u fazi endocitoze, utvrdeno je da se veliki broj membranskih vezikula
stapa na vrhu infekcijske niti (Fortin i sur., 1985.). Verma (1992.) navodi da je precizna
razmjena molekularnih signala izmedu rizobije i biljke domacina kroz prostor i vrijeme klju¢na
za razvoj ucinkovite korijenske kvrzice. Vazna je i rana razmjena signala koja ukljucuje
izlu¢ivanje biljnih fenolnih spojeva, flavona i izoflavona. Ovi signalni spojevi Cesto se izluuju
dijelom korijena s nadolaze¢im korijenovim dlad¢icama, u regiji koja je vrlo osjetljiva na zarazu
rizobijama. Ti spojevi aktiviraju ekspresiju nod gena u rizobiji, stimuliraju¢i proizvodnju
bakterijskih nod faktora (Verma, 1992.).
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2.1.3 Nodulacija

Faze (Tablica 2.) u kojima se korijenove kvrzice (Slika 4.) stvaraju su imenovane i opisane kako
bi se bolje razumio kompleksan proces interakcije Bradyrhizobium vrsta sa leguminoznim

kulturama.
Tablica 2. Faze procesa nodulacije (Gage, 2004.)

roc dijeljenje Rhizobium
bakterija u blizini ili na
povrsini korijena
roa adhezija Rhizobium
bakterija na povrsinu
korijenovih dlacica
hab i hac grananje korijenovih
dlacica 1 zavijanje korijena
inf stvaranje infekcijske niti
noi Inicijacija kvrzica:
stvaranje kvrzi¢nog
meristema, razvoj i
diferencijacija kvrzica
bar otpustanje bakterija iz

infekcijske niti

bad diferencijacija bakterija
nif nastupanje fiksacije dusika
cof biokemijske 1 fizioloSke

funkcije vezane za
fiksaciju dusika

nop odrZzavanje funkcije kvrZica
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Slika 4. Dijagram nodulacije

(1zvor: Infection and invasion of roots by symbiotic, nitrogen-fixing Rhizobia during

nodulation of temperate legumes, Gage, 2004)

C) epidermalna stanica s jezgrom nasuprot mjesta na kojem ¢e se stvoriti nova korijenova
dlac¢ica 1 dvije kortikalne stanice ispod, D) epidermalna stanica pri pocetku rasta korijenove
dlacice, E) vezanje Rhizobium bakterije na korijenovu dlacicu i aktivacija dviju kortikalnih
stanica kao odgovor na Nod faktor (nodulativni gen), F) daljnji rast korijenove dlacice, G)
zavijanje korijenove dlacice zbog Nod faktora (kortikalne stanice se polariziraju 1 stvaraju
citoplazmatske mostove $to se predstavlja sivom bojom), H) pocetak rasta infekcijske niti
(pomak jezgre kroz infekcijsku nit do njezine prednje stranje), 1) spajanje infekcijske niti s
povrsinom epidermalne stanice (Rhizobium bakterija urasta u medustani¢ni prostor epidermalne
i kortikalne stanice), J) daljnji rast infekcijske niti i kortikalne stanice, L) povecani prikaz

korijenove dlacice u koraku I).

Bakterije iz ovih rodova sadrze posebne skupine gena nazvani nodulacijski geni,
odnosno Nod geni koji su odgovorni za stvaranje bakterijskih signalnih molekula Nod faktora,

koji imaju klju¢nu ulogu u medusobnom prepoznavanju tocno odredene vrste bakterija i
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leguminoza. Ti geni se izrazavaju samo kod bakterija koje ¢e stvoriti simbiotski odnos s
leguminozom, dok kod slobodno zivué¢ih bakterija nece do¢i do njihove ekspresije. 1znimka
tome je jedino NodD koji se ekspresionira konstitutivno odnosno prirodeno. NodD ima
sposobnost vezanja na specificne flavonoide koje izlucuje korijen biljke domacina. Nakon
vezanja na flavonoide postaje transkripcijski aktivator drugih Nod gena, koji kodiraju enzime
koji su ukljuceni u sintezi Nod faktora. Nod faktor djeluje kao zacetnik formiranja kvrzica jer
pokrece cijeli niz procesa za razvitak nodula i ulazak Rhizobium bakterija u korijen biljke (Gage,
2004.). Upravo to predstavlja vrlo vaznu odrednicu specifi¢nosti domacina (Topol, 2012.).
Prilikom procesa prepoznavanja bakterija i leguminoza, upravo Nod faktori odreduju
specificnost simbioze. Vecina bakterija stvara samo nekoliko razli¢itih Nod faktora, koji im
omogucuju sposobnost stvaranja simbiotskih odnosa s ograni¢enim brojem vrsta leguminoza.
No, neke bakterije roda Rhizobium kao npr. Rhizobium NGR234 imaju neSto slobodniju
prirodu. Ova vrsta Rhizobium moze nodulirati razli¢ite tropske leguminoze jer izlucuje ¢ak 18
razli¢itih Nod faktora. Ova produkcija razli¢itih Nod faktora smatra se 0snovom za njegov Sirok
raspon domacina (Topol, 2012.). Buduc¢i da su rizobije inkapsulirane unutar peribakteroidne
membrane, prostor izmedu bakterija i peribakteroidne membrane, koji je poznat kao
peribakteroidni prostor, mora biti uravnotezen s odredenim metabolitima, ukljucujuci
dikarboksilne kiseline (koje bakteroidi koriste kao izvor ugljika) i tako eliminirati gradijent
koncentracije izmedu domacina i rizobije. U odredenom smislu, ovo internalizira organizam i
dovodi ga u najblizu mogucu vezu s domac¢inom. Izjednacavanje prostora peribakteroida ocito
se postiZze otvaranjem odredenih kanala u membrani, gdje se isti¢e Nodulin - 26. Ovaj nodulin
ima homologiju sa skupinom proteina sa¢uvanih od bakterija do sisavaca (Verma, 1992.).
Raznolikost signala koji mogu pokrenuti organogenezu kvrzica i njihov nacin djelovanja bi
takoder mogli omoguditi pojaSnjenje programa transdukcije signala na osnovu bocne
organogeneze korijena jer ova dva organa imaju mnogo sli¢nosti (Gage, 2004.). Budu¢i da se
meristemi nodula i bo¢nih korijena razlikuju u svojim ontogenijama, specifi¢ni receptori za nod
signale mogu biti ukljuceni u pokretanje meristemske aktivnosti kvrzica. l1zolacija bakterijskih
ili biljnih mutanata blokiranih u putu rane signalne transdukcije za pokretanje meristema kvrzica
mogla bi dalje razjasniti mehanizam koji kontrolira bo¢ne meristeme korijena i kvrzica (Verma,
1992.).
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2.1.4 Karakteristike kvrZica

Na kraju procesa nodulacije formiraju se kvrzice na korijenu leguminozne biljke, koje
tada imaju sposobnost vezivanja atmosferskog dusika, a formacija istih se moze vidjeti 2 - 3
tjedna nakon sjetve, ovisno o fizikalno — kemijskim uvjetima tla (Lindemann i Glover, 2003.).
Sivobijela boja na pocetku indicira da se u tim novonastalim organima joS ne odvija proces
fiksacije duSika. Kroz odredeno vrijeme, kvrzice pocinju rasti, a promjena boje u
ruzi¢astocrvenu indicira postojanje leghemoglobina i pocetak fiksacije (Gage, 2004.).
Generalna podjela leguminoznih biljaka jest na jednogodis$nje i1 viSegodiSnje, stoga je izraZena
distinkcija izmedu nodula jednogodiSnjih 1 viSegodiSnjih biljaka. Karakteristike kvrzica
viSegodi$njih leguminoza se sastoje u tome da su one manjeg i1 asimetricnog oblika, a iste ¢e
fiksirati dusik tokom cijelog procesa rasta biljke, dok postoje zadovoljeni uvjeti za to, 1 zivjeti
duze od kvrzica jednogodiSnjih leguminoza. = Tom analogijom je utvrdeno da su nodule
jednogodisnjih leguminoza vece i obimom 1 pravilnijeg oblika, a formiraju se na cijelom
korijenu biljke, izmjenjivajuéi se tokom cijele sezone rasta leguminoze (Lindemann i Glover,
2003.). Prestankom fiksacije, neaktivne nodule mijenjaju boju u smede — zelenkastu, a mogu
biti i odbaene od strane biljke jer tada ih ona smatra parazitima. Sredina sezone rasta
kolonizirane biljke bi se trebala ocitavati u nodulama kao najaktivnija faza, nodule su ruzicasto
crvene boje, a fiksacija je u tom periodu najintenzivnija (Slika 5.). Lindemann i Glover, (2003.)
utvrdili su da dominacijom bijelih, sivih ili zelenih nodula znatno smanjuje fiksiran koli¢ina
dusika, Sto je posljedica koriStenja neefikasnog soja, nedovoljne prihrane biljke 1 slabog razvoja
ploda (mahune) ili raznih drugih stresnih faktora tla. Kod zrelih kvrzica od osnovne vaznosti je
njihova grada jer je upravo ona odgovorna za osiguravanje tocno odredenih uvjeta koji
omogucuju nesmetano odvijanje procesa fiksacije elementarnog, molekularnog dusika. Mylona
i sur. (1995) konstatirali su da se kod leguminoza, u svakoj zreloj noduli nalazi se
peribakteroidna membrana stvorena od strane biljke koja okruzuje unutarstani¢nog
mikrosimbionta, odnosno bakteroide koji u stanicama nodula fiksiraju atmosferski dusik.Ova
membrana nastaje od plazma membrane domacina odnosno biljke leguminoze (Verma, 1992.).
Peribakteroidna membrana kvrzica mahuna inkorporira fosfolipide i proteine u druk¢ijim
formacijama nego kod plazma membrane, a uz to je moguca prisutnost raznih nodulina biljaka

i bakterijskih proteina (Fouilleux, 1996.), pa se sukladno tome pretpostavlja da im takva
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formacija dozvoljava specijalizirane funkcije i svojstva (Mylona i sur. 1995.). Specifi¢na
interakcija bakterija koje inficiraju sa stanicom domacina opazena je u kvrzicama stvorenim od
mutanta Tn5 B. japonicum (Fortin i sur., 1985.). Kad bakterije ovog soja zaraze biljke domacina,
infekcija i diferencijacija kvrzica odvijaju se normalno. Medutim, bakterije se ne oslobadaju iz
infekcijske niti, a proliferacija bakterija zaustavlja se u fazi endocitoze. Dobivene kvrzice
izgledaju identi¢no normalnima, ali u velikoj mjeri ne sadrze bakterije (Verma, 1992.). Strukture
nalik na kvrzice inducirane nod faktorima ili bakterijskim mutantima koji ne uspiju u¢i u stanicu
domacina visoko su diferencirane, sastojeci se od povecanih stanica (koje bi obi¢no sadrzavale
bakterije) 1 malih intersticijskih stanica koje sadrze viSe Skroba. Diferencijacija kvrZica bez
ulaska bakterija sugerira da je razvoj kvrzica u velikoj mjeri pod kontrolom programa
organogeneze koji je pokrenut nod faktorima. Prodiranje bakterija i njihovo oslobadanje iz
infekcijske niti dovrSava postupak diferencijacije i zapoCinje proces fiksacije dusika (Fortin i
sur., 1985.).
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Slika 5. Boja kvrzica kao indikator efikasnosti nodulacije

Izvor: https://www.researchgate.net/

Odgovornost stvaranja uvjeta u kvrzicama, koji su optimalni za odvijanje procesa
fiksacije duSika se pripisuje peribakteroidnim membranama koje ujedno zaustavljaju obrambeni
impuls biljke na postojanje bakterija u unutrasnjosti stanica i stvaraju zid, to jest, poveznicu koja
propusta signale i metabolite izmedu ¢lanova simbioze (Gage, 2004). Prema Myloni i sur.

(1995) peribakteroidne membrane sudjeluju u stvaranju anaerobnih uvjeta odnosno uvjeta bez
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prisutnosti kisika u unutrasnjosti nodula koji su neophodni za proces fiksacije dusika. Za
posljedicu ovoga prije spomenuti enzim nitrogenaza u takvim uvjetima moze obavljati svoju
funkciju, jer se u sredini s kisikom nepovratno inaktivira. Ovakva vrsta simbiozne
koegzistencije je moguca isklju¢ivo zato S§to peribakteroidne membrane sudjeluju u
zaustavljanju nastanka obrambenih impulsa domacéina na postojanje bakterija u stanicama
kvrzica korijenovog sustava i kontroliraju izmjenu metabolita bitnih za odrzavanje svih sustava
u funkciji (Mylona i sur., 1995.). Kraljnja obostrana korist izmedu ova dva simbiotska
organizma se oCitava u tome $to biljka proizvodnjom primarnih Secera iz skupine ugljikohidrata
(tocnije, glukoze) 1 dikarboksilnih kiselina opskrbljava bakteroide potrebnom energijom za
pretvaranje nitratnog oblika duSika u amonija¢ni, koji je biljci potreban za daljnji rast, a biva

transportiran iz nodula u biljni sustav (Gage, 2004.).

2.15 Asimbiotska fiksacija duSika

Za razliku od simbiotske, asimbiotska fiksacija (Slika 6.) ukljuCuje razne
mikroorganizme koji ne stvaraju odnos s biljkom domac¢inom, ve¢ za svoje procese nutrijente i
energiju pronalaze u organskoj tvari tla, koriste¢i najviSe monosaharidne spojeve iz skupine
ugljikohidrata. Topol, (2012.) navodi kako su asimbiotski fiksatori duSika vrlo Siroko
rasprostranjeni a njihova zastupljenost u tlu ovisi o karakteristikama, odnosno fizikalnim i
kemijskim svojstvima tla. Na razvoj i aktivnost populacije utjecu sljedeci ekoloski faktori: pH
reakcija zivotne sredine (optimalna je neutralna pH reakcija), temperatura (optimalna
temperatura je izmedu 15 °C i 25° C), koli¢ina kisika (razli¢ite vrste mikroorganizama imaju
razlic¢ite zahtjeve prema kisiku), sadrzaj vode (takoder moZe biti limitiraju¢i ¢imbenik jer su
odredene vrste osjetljive na sadrzaj vode u tlu), sadrzaj organske tvari (obzirom da asimbiotski
fiksatori dusika kao izvor energije za fiksaciju dusika iz atmosfere koriste organsku tvar tla,
sadrzaj ugljikohidrata, osobito monosaharida u tlu znacajno ¢e utjecati na njihovu brojnost i
aktivnost), te sadrzaj mikroelemenata (za njihov metabolizam osobito je vazna prisutnost
razli¢itih mikroelemenata). Asimbiotsku fiksaciju duSika s obzirom na zahtjeve
mikroorganizama prema Kisiku dijelimo na aerobnu, fakultativnho anaerobnu i anaerobnu
fiksaciju dusika (Topol, 2012.).
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Slika 6. Proces asimbiotske fiksacije dusika

Izvor: https://benthamopen.com/

2.2. VAZNOST PREDSJETVENE BAKTERIZACIJE SJEMENA LEGUMINOZA U
EKOLOSKOJ POLJOPRIVREDI

U danasnje vrijeme moderne poljoprivrede, pozeljno je unaprijed isplanirati kvalitetan
plodored i u istog inkorporirati leguminozne usjeve. Jedinstveno obiljezje leguminoznih usjeva
je u tome sto stvaraju simbiotske odnose s fiksatorima dusika $to je ve¢ prethodno opisano.
Identificirani su mnogi superiorni sojevi kvrzi¢nih bakterija koji fiksiraju dusik i upotreba ovih
sojeva moze imati velik utjecaj na poljsku proizvodnju mahunarki. Medutim, implementacija
ovih sojeva u sustave poljske proizvodnje je tezak zadatak. Jedna od glavnih zapreka
iskoriStavanju superiornih sojeva simbiotskih fiksatora dusSika je brza smrt bakterija kada se

nanose na sjeme ili na tlo (Streeter, 2007.).

Prirodno je da je stres uzrokovan isuSivanjem predvideni uzrok smrti bakterija na
sjemenu, a zabiljeZena su i mnoga laboratorijska ispitivanja stresa i podnosljivosti isuSivanja u
rizobijama u posljednjih 40 godina (Streeter, 2007.). Medutim, vrlo je malo ovih istraZivanja
uklju¢ivalo analizu prezivljavanja na sjemenu, a umjesto toga se istrazivalo primjerice,
prezivljavanje na filtrima raznih vrsta, na pijesku ili na staklenim kuglicama. U mnogim od ovih

studija takoder je ispitan dodatak razli¢itih materijala tijekom primjene tekuéih kultura (glina,
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treset, Seceri), ali su postignuta samo relativno mala ili nedosljedna pobolj$anja, a dopune su ili
imale ograni¢enu vrijednost ili bile neprakti¢ne. U studiji Roughley i sur, (1993.) se istrazilo da
propadanje Bradyrhizobium vrsta primijenjenih na sjeme lupine u inokulantu treseta iznosi 95%
za nekoliko sati i 99% za 22 sata Bakterijski inokulant je formulacija koja sadrzi jedan ili vise
korisnih sojeva ili vrsta bakterija u lakom za upotrebu i ekonomi¢nom mediju. Inokulant je
sredstvo za transport zivih bakterija i njihovo unosenje na zive biljke, kako bi mogle proizvesti
zeljene ucinke na rast biljaka. Rizobijalne inokulante drzi se na nosacima kako bi se omogucila
dugorocnost i koristenje po potrebi (Albareda i sur., 2008.). Materijal koji se koristi kao nosa¢
trebao bi omoguciti opstanak rizobija i oCuvati njihovu sposobnost kreiranja nodula i fiksiranja
N2. Visokokvalitetne nosace moraju karakterizirati svojstva poput vVisokog zadrzavanja vlage i
stabilnog pH, a trebali bi biti ekonomicni, konstitutivni, neotrovni za soj ili okolis i jednostavni
za sterilizaciju. Treset je najcesce koriSteni medij za industriji inokulanata, jer ima ekonomi¢na
svojstva kao $to su veliki kapacitet zadrzavanja vode, velika povrSina podrzavanja rasta mikroba

i prezivljavanje rizobija vrsta u ve¢im brojevima.

Ruiz — Valdiviezo i sur. (2015.) testirali su bagase od Secerne trske i perlit kao nosace
za soj B.japonicum CB1809, i ustanovili da se ¢uvanje inokulantaa na Sest mjeseci npri 4 °C,
vijabilnost bakterijskog inokulanta se pokazuje stabilnom, a uz to je odrzavana i gustoéa od 10°
stanica po g'. Smjese karboksimetil celuloze i $kroba odrzavale su stabilnu stani¢nu
koncentraciju soja B. japonicum BR3267 kada su se 180 dana ¢uvale na 20- 26 ° C (Fernandes
- Junior i sur., t, 2009.). Stabilna populacija bakterije Sinorhizobium fredii SMH12 takoder je
dobivena kada su se stanice drzale u ekstraktu kvasca manitol dopunjenim 1% manitolom na 25
° C tijekom 100 dana (Albareda i sur., 2008,). Primjena veéih koli¢ina inokulanta neckonomi¢na
je 1tehnicki zahtjevna, iako se smatra da se veci broj odrzivih rizobija po sjemenu moze postici
poboljSanjem preZivljavanja tijekom inokulacije sjemena. Unato¢ prepoznavanju ¢imbenika
koji utjecu na prezivljavanje rizobija na sjemenu i znacajnoj potraznji za komercijalno unaprijed
cijepljenim sjemenom mahunarki, loSe prezivljavanje 1 dalje predstavlja glavnu zabrinutost

(Deaker i sur, 2004.).

Inokulacija sjemena mahunarki u¢inkovit je i prikladan na¢in unoSenja efikasnih
rizobija u tlo, a potom i u rizosferu leguminoza. Medutim, puni potencijal ovog procesa jo§

nije ostvaren. Minimalni standardi za broj rizobija po sjemenu postavljeni su nakon razmatranja
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nekoliko ¢imbenika, ukljucujuéi veli¢inu sjemena i gubitak odrzivosti tijekom cijepljenja.
Unato¢ preporukama proizvodaca za skladiStenje 1 primjenu inokulanata, postoji izrazen
nedostatak kontrole nad postupkom cijepljenja, stoga se puni potencijal visokokvalitetnih

proizvoda ne mora uvijek posti¢i (Deaker i sur., 2004.).

S obzirom na osjetljivost B. japonicum na abiotske uvjete okolisa cilj ovog rada bio je
utvrditi prezivljavanje stanica B. japonicum pri razli¢itim reakcijama sredine i razliCitim

temperaturama in vitro.
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3. MATERIJAL | METODE

U istrazivanju je koristen soj B. japonicum DSM 1982. Cista kultura ispitivanog soja je
umnozena na krutoj kvasac - manitol podlozi (Vincent, 1970.) i inkubirana 7 dana na 28 °C.
Porasle kolonije predstavljale su inokulum za uzgoj u tekuéoj aeriranoj kvasac — manitol podlozi
(Slika 7.) . Inokulum je iznosio 10 ml koji je sadrzavao 3x10° stanica po ml i odreden je po
McFarland standardu. Navedena tekuca podloga prilagodena je na Cetiri pH ranga: 4, 5, 6 i
najoptimalniji 7. Nakon 5 dana inkubacije provedena je mikrobioloska analiza utvrdivanja broj
bakterija pri ¢emu se prvo uzorak razrijedio metodom razrjedenja (Slika 8. 1 9.) a potom je
koriStena metoda prelijevanja u dva ponavljanja. Nakon inkubacije odreden je broj prema cfu
(colony forming units) metodi. Uzorci su pohranjeni na dvije temperature: 4 °C i 25 °C. Nakon
mjesec dana izvrSena je mikrobioloska analiza kako bi se utvrdio broj vijabilnih stanica B.
japonicum prema navedenoj metodologiji dok je prosje¢na brojnost stanica izraZzena kao log 10

cfu po mililitru podloge. Svi su postupci radeni postivajuci pravila sterilnosti.

Slika 7. Uzgoj bakterija u tekucoj aeriranoj kvasac — manitol podlozi s podesenim pH

(lzvor: Autor)
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Slika 8. Odredivanje broja bakterija koriStenjem metode razrjedenja u sterilnim uvjetima

(lzvor: Autor)

() L Q)

9:58
Slika 9. Priprema razrjedenja za mikrobiolosku analizu prebrojavanja

(Izvor: Autor)
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4. REZULTATI
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Grafikon 1. Broj bakterija na 5°C ovisno o vremenu skladiStenja i pH medija

U Grafikonu 1. prikazani su rezultati mikrobioloske analize vijabilnosti stanica B. japonicum
uzgojenih u tekucoj podlozi s razli¢itim pH vrijednostima pohranjenim na temperaturu od 5 °C
°C.. Mikrobioloska analiza broja stanica B. japonicum je provedena nakon 5 i 30 dana uzgoja.
Najoptimalniji pH je neutralan $to je potvrdeno i ovim eksperimentalnim pokusom i1 nakon 30
dana broj vijabilnih stanica se pove¢ao. Najmanji broj stanica B. japonicum , o¢ekivano, utvrden

je i na najkiselijim pH vrijednostima podloge.
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Grafikon 2. Broj bakterija na 25°C ovisno o vremenu skladis$tenja i pH medija

U Grafikonu 2. prikazani su rezultati mikrobioloSke analize vijabilnosti stanica B. japonicum
uzgojenih u tekucoj podlozi s razli¢itim pH vrijednostima pohranjenim na temperaturu od 25°C.
Mikrobioloska analiza broja stanica B. japonicum je provedena nakon 5 i 30 dana uzgoja. . Broj
vijabilnih stanica B. japonicum nakon 30 dana uzgoja pri 25°C pri neutralnoj pH vrijednosti

neznatno je pao dok je najmanji broj stanica utvrden na pH 4.
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5. RASPRAVA

Iz navedenih rezultata moze se vidjeti kako se smanjenjem pH proporcionalno, u pravilu,
smanjuje i broj nastalih kolonija bakterija B. japonicum, kako je prikazano Grafikonom 1. Pri
temperaturi 5 °C i vremenu skladistenja 5 dana, rezultati prve mikrobioloske analize imaju trend
pada sukladno prilagodbi pH. Ovakav trend je i ocekivan s obzirom na ¢injenicu kako je
optimalan pH za B. japonicum neutralan. Rezultati nakon nakon 30 dana pri pH 7 su se povecali
s 6x10%% na 8x10%° stanica po ml podloge §to je i odekivano. Smanjenjem pH medija na pH 6
nakon mjesec dana skladiStenja broj vijabilnih stanica se smanjio za ¢ak 17 %. Pri pH 5 se
uocava prilagodba stanica B. japonicum na kisele uvjete sredine, iako dolazi do pada vijabilnosti
(nakon 5 dana 107) u drugoj analizi taj broj se popeo na 108. Najneocekivaniji rezultat dobiven
je nakon 30 dana skladi$tenja koji iznosi 108 stanica po ml podloge) pri pH 4 $to indicira da
bakterije Bradyrhizobium japonicum imaju odredenu toleranciju na kisele medije, a prema tome,
s aspekta poljoprivredne proizvodnje i na kiselija tla. Taj neobiCan uzorak bi valjalo istraziti
podrobnije kroz duzi vremenski period, kako bi se ustvrdila tolerancija na kiseo medij. Cinjenica
ostaje, da su rizobije u veliku ruku netolernatne na niski pH tla, a Indrasumunar i sur. (2012.)
navode kako samo rizobije tolerantne na kiselost rastu moderativno na pH od 3,8 do 4,5, i to

isklju¢ivo na Keyser — Munnsovom mediju.

S druge strane, promjenom temperature skladistenja na 25 °C, iz Grafikona 2. se
naslu¢uje pravilniji pad u porastu broja kolonija bakterija B. japonicum u ovisnosti sa
smanjenjem pH i vremenskim periodom skladiStenja, pri oba ponavljanja istrazivanja. Broj
vijabilnih stanica B. japonicum nakon 30 dana uzgoja pri 25 °C pri neutralnoj pH vrijednosti
neznatno je pao s 8x10%° na 2x10%% stanica po ml. Inicijalan broj stanica pri pH 6 je bio 10° a
nakon 30 dana je pao za 9 %. Najkiselije vrijednosti podloge 4 i 5 pokazauju i najmanji broj
vijabilnih stanica i inicijalno iznose 10° i 10" nakon 30 dana. Uogljivo je poveéanje broja stanica
B. japonicum pri pH 5 koji se povecao za 9% nakon 30 dana inkubacije $to navodi na zaklju¢ak
kako je doslo do prilagodbe stanica na ovakvu kiselost je rezulltirali i poveéanjem nihove
vijabilnosti. U svojem istrazivanju Kanizai Sari¢ i sur. (2019.) utvrdili su veéu vijabilnost
pojedina¢nih sojeva prilikom skladistenja na 4 °C koja se kre¢e u prosjeku od 1x10° do 3x10°u
prvih 150 dana nakon inkubacije. Takoder je utvrden veéi broj rizobija mjesavine ispitivanih

sojeva nacijepljenih na sterilan treset i uskladistenih na 4 i 25 °C koji raste i do 10%° g%, Autori
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su zakljucili kako je neophodan je daljnji kontinuiran rad u kontroli kvalitete sredstava za
bakterizaciju kako bi se postigao optimalan i uniforman broj rizobne populacije, a s ciljem

zadovoljenja potreba trzista.

Graham i sur. (1994.) su zaklju¢ili da su Bradyrhizobium vrste tolerantne na kisele
medije barem kao bakterija Rhizobium tropici, te da se rezultati testova poklapaju s prijasnjim
istrazivanjima o ovoj karakteristici, no vrijedi naglasiti da su ta istrazivanja pokazala i da puferi
imaju odredenu ulogu u formiranju tolerancije na kiselost, gdje se dodatkom pufera poboljsala
granica rasta obje navedene vrste pri vrijednostima pH od 4.00 do 4.25. S aspekta dugoro¢ne
iskoristivosti inokulanta, Franca i sur. (2013.) ustanovili su da se efikasnost simbiotskog
djelovanja Bradyrhizobium vrsta smanjuje duzim vremenskim periodom skladiStenja, $to bi
dodatkom u standardizirane mikrobioloske metode omogucilo jeftiniju i lakSu proizvodnju 1
koristenje inokulanta u kontekstu terenskih istrazivanja. Indrasumunar i sur. (2012.) su zakljuéili
kako se dodatkom razli¢itih faktora stresa kiselosti poput tolerancije na aluminij i mangan,
znatno poboljSala moguénost prezivljavanja 16 razli¢itih sojeva Bradyrhizobium vrsta u tlima s
niskim pH. U tom istrazivanju je takoder navedeno kako se nije uspostavila poveznica izmedu
simbiotske u¢inkovitosti i tolerancije na kiselost, jer je jedan soj koji je bio tolerantan na kiselost

imao isti efekt kao komercijani inokulant CB1809.

Razvoj odgovaraju¢ih metoda za odrzavanje vijabilnosti kultura u stabilnom genetskom
obliku je klju¢no. Dakle, glavni cilj bilo kojeg na¢ina ofuvanja je zadrzati vijabilnost bez
prisutnosti kontaminacija $to je duZze moguce, uzimajuci u obzir minimiziranje pojave mutacija
ili varijabilnosti i ¢injenicu moguénosti, dostupnosti i cijene proizvodnje (Franca, 2013).
Djelotvornost i kona¢na ekonomska korist inokulacije, primjerice soje, zahtijeva optimizaciju
tri ¢imbenika: ucinkovite inokulantne populacije B.japonicum u stabilnoj formulaciji, metode
za dostavljanje formulacije sjemenu ili blizu njega s minimalnim gubitkom bakterija, te
dovoljnog odrzavanja vijabilne populacije rizobija u tlu kako bi tada mogle nodulirati korijen

klijajuceg sjemena (Fouilleux, 1996.).
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6. ZAKLJUCAK

Iz ovog istrazivanja moze se prvobitno zakljuciti kako vrijedi pretpostavka da ¢e se smanjenjem
pH smanijiti i broj poraslih kolonija bakterije B.japonicum, ali takoder vrijedi naglasiti da, u
usporedbi s radovima i rezultatima navedenih autora u raspravi postoje uvjeti u kojima bi te
bakterije, iako ne favoriziraju kiselu sredinu, moderativno dobro razvijale kolonije, $to bi se na
kraju valjalo jo§ podrobnije istraziti kako bi se sprovelo u relativnu korist u obliku inokulanta
za odredene leguminoze na Kiselim tlima. Zanimljiva je i ¢injenica da se pri prvom ponavljanju
pojavio i1 neocekivan rezultat gdje se kroz duze vremensko razdoblje 1 na viSoj temperaturi
skladistenja trebao pokazati pad broja kolonija, a dogodilo se upravo suprotno, izrazen je blagi

porast.
Vrijedi istaknuti sljedece:

e B. japonicum pokazuje najbolji porast pri neutralnom pH i nizim temperaturama
skladiStenja

e Pozeljno je iskoristiti inokulant u kra¢em vremenskom periodu jer se tako zaobilazi
utjecaj dugorocnog skladistenja

e Pozeljno je podrobnije istraziti mogucénost postojanja vijabilnijih sojeva koji bi imali
neovisnost o vremenu skladistenja

e Temperatura skladiStenja znacajan je faktor za prezivljavanje rizobija
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8. SAZETAK

Bakterizacija tla i leguminoznih biljaka fiksatorima dusika u danasnje je vrijeme neizostavan
dio poljoprivredne proizvodnje. Simbiotska interakcija izmedu kvrzi¢nih bakterija i biljke
omogucava fiksaciju inac¢e nedostupnog, atmosferskog dusika, Sto je dovelo do formacija raznih
inokulanata kao alternative mineralnim gnojivima koja imaju negativan ucinak na tlo. Najveci
problem se o¢ituje u prezivljavanju sojeva simbiotskih bakterija koje ovise o raznim fizikalno —
kemijskim uvjetima okolisa. Isklju¢ivi ¢imbenici za njihov razvoj su vlaznost, temperatura i pH
sredine. Svrha ovog istrazivackog rada bila je odrediti vijabilnost stanica Bradyrhizobium
japonicum pri razli¢itim temperaturama i prilagodenom pH medija in vitro. Rezultati su pokazali
najbolju vijabilnost stanica pri neutralnom pH i pri 5 °C. Dokazana je i hipoteza da ¢e se pri
razli¢itoj temperaturi skladiStenja 1 smanjenjem pH proprocionalno smanjiti 1 broj poraslih
kolonija bakterije. Rezultati ukazuju kako su tremperatura skladistenja i pH klju¢ni faktori za

prezivljavanje rizobija.

Kljuéne rije¢i: Bradyrhizobium japonicum, temperatura, pH, skladiStenje.
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9. SUMMARY

Bacterization of the soil and leguminous plants with nitrogen fixating bacteria is nowadays an
indispensable part of agricultural production. The symbiotic interaction between nodulating
bacteria and plants allows the fixation of otherwise inaccessible, atmospheric nitrogen, which
has led to the formation of various inoculants as an alternative to mineral fertilizers that have a
negative effect on the soil. The issue of utmost importance is the survival of strains of symbiotic
bacteria that depend on various physico - chemical conditions of the enviroment. Exclusive
factors for their development are humidity, temperature and pH of the environment. The purpose
of this study was to determine the viability of Bradyrhizobium japonicum cells at different
temperatures and adjusted pH of the medium in vitro. The results showed the best cell viability
at neutral pH and at 5 ° C. The hypothesis that the number of grown colonies of the bacterium
will proportionally decrease at different storage temperature and decrease in pH has also been
proven. The results indicate that storage temperature and pH are key factors for rhizobia

survival.

Key words: Bradyrhizobium japonicum, temperature, pH, storage.

33



10. POPIS TABLICA

Tablica 1: Razlika izmedu simbiotske i asimbiotske fiksacije dusika

Tablica 2: Faze procesa nodulacije

34



11. POPIS SLIKA

Slika 1: Simbiotska fiksacija dusika na korijenu leguminoza

Slika 2: Bakterija Bradyrhizobium japonicum

Slika 3. Proces asimbiotske fiksacije duSika

Slika 4. Stvaranje nodule kao novog organa korijena

Slika 5. Dijagram nodulacije

Slika 6. Boja kvrzica kao indikator efikasnosti nodulacije

Slika 7. Uzgoj bakterija u tekucoj aeriranoj kvasac — manitol podlozi s podeSenim pH
Slika 8. Odredivanje broja bakterija koriStenjem metode razrjedenja u sterilnim uvjetima
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12. POPIS GRAFIKONA

Grafikon 1. Broj bakterija na 5°C ovisno o vremenu skladistenja i pH medija

Grafikon 2. Broj bakterija na 25°C ovisno o vremenu skladistenja i pH medija
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