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RAST I PRINOS GRASKA (PISUM SATIVUM L.)
POD UTJECAJEM BAKTERIZACIJE I GNOJIDBE DUSIKOM

THE GROWTH AND YIELD OF PEAS (PISUM SATIVUM L.)
UNDER THE INFLUENCE OF INOCULATION
AND NITROGEN FERTILIZATION

Gabriella KaniZai Sarié¢, Zlata Milakovié, Irena Rapcan,
Ivana Maji¢, J. Seput, D. Koji¢

SAZETAK

Predsjetvenom bakterizacijom sjemena graska u tlo se unosi selekcionirana,
visokoucCinkovita populacija kvrzicnih bakterija pri ¢emu se nastoji iskoristiti
Sto veci potencijal simbiotske fiksacije dusSika u cilju ostvarivanja §to vecih
prinosa. Bakterizacija je osim toga i okoliSno prihvatljiv ali i ekonomski
opravdan postupak u uzgoju graska i drugih leguminoza. S ciljem utvrdivanja
djelotvornosti bakterizacije provedeno je istrazivanje o utjecaju vrsta Rhizobium
pisi 1 Rhizobium leguminosarum sv. viciae na dva kultivara graska uz tri razine
gnojidbe mineralnim dusikom dok su praceni parametri ukljucivali ostvarenu
biomasu, nodulaciju i prinos. Bakterizacijom s R. leguminosarum sv. viciae
ostvaren je najveci broj i suha masa kvrzica na kultivaru Alicia dok je kultivar
Cudo Amerike u nodulaciji kompatibilniji s R. pisi. Najveéi prinos zrna graska
ostvaren je bakterizacijom sjemena graska s R. leguminosarum sv. viciae na oba
ispitana kultivara uz primjenu 30 - 60 kg N ha™'. Rezultati istraZivanja ukazuju i
na potrebu koristenja viSe djelotvornih ali kompatibilnih Rhizobium vrsta i
sojeva u sredstvima za bakterizaciju graska kako bi se povecale prednosti koje
ova zajednica donosi.

Kljucne rijeci: graSak, Rhizobium pisi, Rhizobium leguminosarum sv.
viciae, prinos

ABSTRACT

With inoculation of peas seed selected, highly effective rhizobia populations
are introduced in to the soil to harness the potential of symbiotic nitrogen
fixation in order to achieve the highest possible yields. Inoculation is
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environmentally friendly and economically a justified process in the cultivation
of peas and other legumes. Research study was carried out in order to determine
the effectiveness of inoculation with Rhizobium pisi and Rhizobium
leguminosarum sv. viciae in two varieties of peas with three levels of mineral
nitrogen fertilization, while the monitored parameters included realized
biomass, nodulation and yield. The highest number and dry weight of nodules
was recorded on the cultivar Alicia by inoculation with R. leguminosarum sv.
viciae, while cultivar American Wonder in nodulation was compatible with
R. pisi. The highest yields of a peas were achieved with seed inoculation with
R. leguminosarum sv. viciae on both tested cultivars together with the use of 30
to 60 kg N ha'. The research results also indicate the need to use several
effective but compatible Rhizobium species and strains in the inoculation of
peas with the aim of maximizing the benefits of this community.

Key words: peas, Rhizobium pisi, Rhizobium leguminosarum sv. viciae,
yield

UvoD

Povrsine pod graskom u R. Hrvatskoj u zadnjih pet godina (2009. — 2013.)
variraju i1 kre¢u se od 3528 ha (2012. godina) do 6 060 ha (2011. godina) s
prosjeénim prinosom od 2,9 t ha” (2010. godine) do 5,4 t ha™ (2011. godine)
(Statisticki ljetopis, 2014.). Grasak se odlikuje visokom prehrambenom
vrijedno$¢éu s uravnoteZzenim odnosom bjelancevina i ugljikohidrata, a mlado
zrmo obiluje vitaminima, mineralima i bogato je sirovim vlaknima (Matotan,
2004; Lesi¢ 1 sur., 2002.). Grasak uspijeva na razli¢itim tipovima tala, a zbog
kratke vegetacije moze se uzgojiti u razli¢itim klimatskim podrué¢jima (LeSi¢ i
sur., 2002.). Zahvaljujuéi simbiotskom odnosu koji grasak ostvaruje s kvrzicnim
bakterijama, ova kultura ima mogu¢nost namiriti veliki dio svojih zahtjeva
spram dusika asimilirajuci ga iz zraka. Herridge i sur. (2008.) su procijenili da
se globalno u poljoprivrednim sistemima na godi$njoj razini fiksira 21 Mt
dusika, koji se osigurava preko simbiotskog odnosa usjeva leguminoza i
rizobijum bakterija i 12-25 Mt dusika kroz simbiozu krmnih mahunarki i
rizobijuma. Grasak moze fiksirati prosje¢no od 80,5 kg dusika po hektaru (16
do 177 kg N ha™), a u ovisnosti stvorenoj biomasi, koli¢ini mineralnog dusika u
tlu i datumu sjetve (Evans i sur., 1989.). Prema istrazivanjima Carranca i sur.
(1999) godisnja stopa fiksacije dusSika kod nebakteriziranog graska varira i
kreée se od 31 do 107 kg N ha™ u uvjetima redovitih oborina i 4 do 37 kg N ha™
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u uvjetima suSe. Bakterizacijom sjemena graska, u istome istraZivanju,
povecava se koli¢ina fiksiranog atmosferskog dusika za 50% u odnosu na
nebakterizirano sjeme. S obzirom da je u tlu Cesto prisutna autohtona rizobna
populacija koja se smatra slabije u¢inkovitom ili u potpunosti neuc¢inkovitom,
poboljsanje rizobne djelotvornosti moze se posti¢i selekcijom superiornih
sojeva s dokazanom sposobnos¢u fiksacije dusSika, a koje su specificne za
odredene kultivare graska (Yahui He i sur., 2011.). Cilj ovoga rada je bio
utvrditi djelotvornost bakterizacije i gnojidbe dusikom na ostvarenu nadzemnu i
podzemnu biomasu, nodulaciju i prinos dva kultivara graska.

MATERIJAL I METODE

Tijekom vegetacijske 2013. godine na lokalitetu Drenovci (Vukovarsko-
srijemska Zupanija) postavljen je trofaktorijalni poljski pokus po sluc¢ajnom blok
planu u tri ponavljanja na povriini osnovne parcelice od 6 m’. Gnojidba je
izvriena predsjetveno sa 70 kg ha™ fosfora i 100 kg ha” kalija i 0, 30 i 60 kg
dugika ha”'. Sjetva dva kultivara gragka: Alicia (GSN Semences, Francuska) i
Cudo Amerike (Green Garden, Italija) obavljena je ru¢no na meduredni razmak
od 20 cm uz sjetvenu normu od 0,04 kg m”. Izolati Rhizobium pisi DSM 30132
(Deutsche Sammlung von Mikroorganizmen und Zellenkulturen GmbH,
Njemacka) i Rhizobium leguminosarum sv. viciae OS-103 (izoliran s podrucja
Osjecko-baranjske Zupanije) umnoZeni su u tekucoj kvasac - manitol podlozi u
koli¢ini od 10x10° CFU, a potom naneSeni na sterilni treset. Bakterizacija
sjemena graska izvrSena je neposredno pred sjetvu. U punoj fazi cvatnje
izvrSeno je uzorkovanje po 5 biljaka sa svake parcele, a potom je utvrden broj i
masa suhe tvari kvrzica po biljci, te suha masa nadzemnog i podzemnog dijela
biljke. Na kraju vegetacje utvrden je i prinos zrna graska. Analiza klimatskih
pokazatelja obavljena je uz pomo¢ podataka Drzavnog hidrometeoroloskog
zavoda, meteoroloSka postaja Gradiste. StatistiCka analiza radena je s Microsoft
Excel (2013) i Statistika 12 (StatSoft, 2013) pri ¢emu je koristena faktorijalna
analiza varijance i Fisher-ov LSD test.

REZULTATI I RASPRAVA

Najvecée odstupanje srednje mjesecne temperature zraka uocena je u travnju
2013. godine, kada je zabiljezena temperatura od 14 °C, za 1,7 °C veca od
viSegodiSnjeg prosjeka (Tablica 1). Ukupna koli¢ina oborina u periodu od
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travnja do svibnja 2013. godine iznosi 305,3 mm dok je viSegodiSnji prosjek
308,7 mm. Raspored oborina u 2013. godini se razlikuje od viSegodi$njeg
prosjeka, a karakterizira ga manjak oborina u travnju i lipnju (24 mm i 48,1 mm
manje u odnosu na visegodi$nji prosjek), visak oborina u svibnju (66,6 mm vise
u odnosu na prosjek) dok su oborine za mjesec srpanj u skladu s viSegodi$njim
prosjekom.

Tablica 1. Srednja mjesecna temperatura zraka i oborine u 2013. godini i viSegodi$nji
prosjek (1981. - 2010.) za period travanj-srpanj na meteoroloskoj postaji Gradiste

Table 1 The monthly average of air temperatures and precipitation in 2013 and the
multiannual average in the period 1981 — 2010 for the vegetation months at
weather station in Gradiste

Srednja mjeseéna temperatura zraka, °C Oborine, mm
Mjesec
2013. 1981.-2010. 2013. 1981.-2010.
Travanj 14,0 12,3 37,6 61,6
Svibanj 17,1 17,6 139,1 72,5
Lipanj 20,8 20,5 63,1 111,2
Srpanj 23,4 22,6 65,5 63,4

Bakterizacijom sjemena graska kultivara Alicia s R. leguminosarum sv.
viciae ostvaren je veci broj i ve¢a masa suhe tvari kvrzica u usporedbi s R. pisi
(P<0,05) (Tablice 2 i 3). Suprotan sluéaj zabiljezen je na kultivaru Cudo
Amerike koji je kompatibilniji s R. pisi (P<0,05) u ovim ispitanim parametrima.
Ovakav rezultat potvrduje ve¢ poznatu cCinjenicu o vaznosti selekcije
ucinkovitih sojeva te pronalazenje najkvalitetnije simbiozne zajednice sorta x
s0j (Sikora i Redzepovi¢, 2000; Sikora i sur., 2008.). Najveci broj kvrzica po
biljci na kultivaru Alicia utvrden je u kontrolnom (nebakteriziranom) tretmanu,
Sto pretpostavlja Cinjenicu o prisutnosti visokoucinkovitih nativnih sojeva
kvrzi¢nih bakterija u tlu a koje su omogucile prve interakcije i rezultirale
formiranjem kvrZzica. Sli¢na zapazanja zabiljezili su i Kelstrup i sur. (1996.) koji
su prilikom istrazivanja koli¢ine fiksiranog dusika autohtone rizobne populacije
i komercijalnih preparata zakljucili da sojevi prisutni u preparatima za
bakterizaciju nisu dovoljno dugo prezivjeli u tlu ili nisu bili dovoljno
konkurentni u odnosu na autohtonu populaciju. U istome istrazivanju
bakterizacija nije imala ucinak na koli¢inu fiksiranog duSika, rast biljke, sadrzaj
dusika u biljci i prinos zrna graska i lupine. U rezultatima ovoga istrazivanja
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uocljivo je 1 smanjenje broja i suhe mase kvrzica po biljci poveéanjem gnojidbe
dusikom u odnosu na kontrolu. Inhibitoran utjecaj mineralnog duSika na
formiranje kvrzica i1 aktivnost nitrogenaze zabiljezili su i mnogobrojni
istraziva¢i bioloske fiksacije leguminoza kod nas i u svijetu (Sprent i sur.,
1988.; Redzepovic i sur., 1991.; Voisin i sur., 2002.; Achakzai, 2007.).

Tablica 2. Utjecaj tretmana na broj kvrZica po biljci graska

Table 2 The impact of treatment on nodule number per plant of peas

Broj kvrzica po biljci
Alicia Cudo Amerike
RO | R. pisi | R. leguminosarum RO R. pisi | R. leguminosarum
OkgNha' [292a] 9,0d 16,2 f 491 10,7 ¢ 491
30kgNha'|172b| 11,0e 135¢ 2,5j 5,7 hi 59h
60kgNha'|21,0c| 11,5¢ 6,2h 1,7 jk 4,51 1,2k

RO: bez bakterizacije, R.: Rhizobium, vrijednosti oznacene istim slovom nisu statisticki znacajno razlicite

(P<0,05) prema Fisherovom LSD testu.
RO: without bacterization, R.: Rhizobium, values followed by the same letter are not significantly different

(p<0.05) according to Fisher LSD test.

Tablica 3. Utjecaj tretmana na masu suhe tvari kvrZica po biljci graska

Table 3 The impact of treatment on nodule dry weight per plant of peas

Masa suhe tvari kvrZzica po biljci (g)
Alicia Cudo Amerike
RO R. pisi | R. leguminosarum RO R. pisi | R. leguminosarum

0 ke N ha™ 0,0213 | 0,0113 0,0167 0,0053 | 0,0173 0,0040

g a a bd acdg cdeij acdm eio
| 0,0153 | 0,0100 0,0187 0,0047 | 0,0127 0,0080
30kg Nha™ be ah bik | bfghmn cdein
| 0,0113 0,0087 0,0093 0,0027 | 0,0060 0,0003

60 kg N'ha™) \ooim | cdefk bfi fiklo | cdeil ie

RO: bez bakterizacije, R.: Rhizobium, vrijednosti oznacene istim slovom nisu statisticki znacajno razli¢ite
(P<0,05) prema Fisherovom LSD testu

RO: without bacterization, R.: Rhizobium, values followed by the same letter are not significantly different
(p<0.05) according to Fisher LSD test.
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Najveca

suha

masa

stabljike 1

suha masa korijena ostvarena je

bakterizacijom s R. leguminosarum sv. viciae na kultivaru Alicia (Tablice 4. 1
5). Isti parametri na kultivaru Cudo Amerike postigli su najvecu tezinu uz
bakterizaciju s R. pisi i 60 kg N ha'. Poveéanjem gnojidbe dusikom povecéava
se 1 suha masa stabljike. Rezultati pokazuju smanjenje suhe mase korijena na
oba ispitana kultivara gnojidbom sa 60 kg N ha™ u nebakteriziranom i tretmanu
s R. legumonosarum sv. viciae. Istrazivanja Voisina i sur. (2002.) takoder su
utvrdila kako prisutnost mineralnog dusika u tlu stimulira vegetativni rast i rast
korijena graSka, Sto rezultira ve¢om akumulacijom nadzemne i podzemne
biomase. Biljke koje se oslanjaju iskljucivo na dusik iz simbiotske fiksacije
imaju manju biomasu korijena ali ve¢u biomasu kvrzica u usporedbi s biljkama
koje se opskrbljuju mineralnim nitratima (Voisin i sur. 2003.).

Tablica 4. Utjecaj tretmana na suhu masu stabljike graska

Table 4 The impact of treatment on shoot dry weight of peas

Suha masa stabljike po biljci (g)

Alicia Cudo Amerike
RO R. pisi | R. leguminosarum RO R. pisi | R. leguminosarum
0 kg N ha' |0,7257 a | 1,0460 d 0,5637 g 0,4957j | 0,3557 m 0,4717 p
30 kg Nha'|1,1107b 09123 ¢ 1,0250 h 0,8340k | 0,6697 n 0,3577 m
60 kg N ha' | 1,1137¢| 09177 f 1,2540 i 0,60371 | 1,0057 o 0,6880 r

RO: bez bakterizacije, R.: Rhizobium, vrijednosti oznacene istim slovom nisu statisticki znacajno razlicite
(P<0,05) prema Fisherovom LSD testu.
RO: without bacterization, R.: Rhizobium, values followed by the same letter are not significantly different

(p<0.05) according to Fisher LSD test.

Tablica 5. Utjecaj tretmana na suhu masu korijena graska

Table 5 The impact of treatment on root dry weight of peas

Suha masa korijena po biljci (g)

Alicia Cudo Amerike
RO R. pisi | R. leguminosarum RO R. pisi | R. leguminosarum
OkgNha' | 0,3543a | 0,1543d 0,0727 f 0,0970 h | 0,0737 £ 0,0767 f
30 kg N ha' | 0,4277b | 02557 ¢ 0,1667 g 0,1037 hi | 0,0460 j 0,0757 £
60kg Nha™| 0,1273 ¢ | 0,2500 ¢ 0,1227 ¢ 0,0700 f | 0,1060 i 0,0697 f

RO: bez bakterizacije, R.: Rhizobium, vrijednosti oznacene istim slovom nisu statisticki znacajno razli¢ite
(P<0,05) prema Fisherovom LSD testu.
RO: without bacterization, R.: Rhizobium, values followed by the same letter are not significantly different

(p<0.05) according to Fisher LSD test.
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Tablica 6. Utjecaj tretmana na prinos graska

Table 6 The impact of treatment on yield of peas

Prinos (kg ha™)
Alicia Cudo Amerike
RO R. pisi | R. leguminosarum RO R. pisi | R. leguminosarum
OkgNha' | 1921,7a | 20053 ¢ 1605,0 f 1328,7h | 22247 ¢ 1116,7]
30kg N ha' | 1855,7b | 1688,7d 23177 ¢ 1734,0 di | 1100,0 ] 2873,0k
60 kg N ha' | 1996,3¢ | 21823 ¢ 15793 f 1717,3d | 178731 2984,01

RO: bez bakterizacije, R.: Rhizobium, vrijednosti oznacene istim slovom nisu statisticki znacajno razli¢ite
(P<0,05) prema Fisherovom LSD testu.

RO: without bacterization, R.: Rhizobium, values followed by the same letter are not significantly different
(p<0.05) according to Fisher LSD test.

Bakterizacijom graska uz gnojidbu mineralnim dusikom u ovome
istrazivanju ostvareni su najbolji prinosi, medutim uocljiv je znacajan utjecaj
visokoucinkovite nativne populacije u tlu koja je djelovala na ostvarenje
znacajnih prinosa i relativno visokih vrijednosti ostalih ispitanih parametara u
kontrolnom tretmanu. Pozeljna su, stoga, istrazivanja kojima bi se izolirala i
determinirala ova skupina mikroorganizama tla. Takoder rezultati ukazuju na
potrebu koristenja viSe djelotvornih ali kompatibilnih RAizobium vrsta i sojeva u
sredstvima za bakterizaciju graSka, kako bi se maksimalno iskoristio potencijal
simbiozne zajednice leguminoza i kvrzi¢nih bakterija.

ZAKLIUCAK

Najbolja nodulacija te podzemna 1 nadzemna masa ostvareni su
bakterizacijom sjemena graska kultivara Alicia s Rhizobium leguminosarum sv.
viciae. Isti su parametri na kultivaru Cudo Amerike postigli najveée vrijednosti
uz bakterizaciju s Rhizobium pisi. Najveéi prinosi graska utvrdeni su u tretmanu
bakterizacije s R. leguminosarum sv. viciae i gnojidbom s 30-60 kg N ha™ na
oba ispitivana kultivara graska. Rezultati ukazuju na potrebu koriStenja vise
djelotvornih ali kompatibilnih RhAizobium vrsta i sojeva u komercijalnim
sredstvima za bakterizaciju graSka s ciljem maksimalnog iskoriStavanja
potencijala simbiozne fiksacije dusika. PoZeljna su i daljnja istrazivanja koja bi
trebala utvrditi optimalne odnose u odabiru kultivara graska i rizobium soja.
Takoder, neophodna je izolacija i identifikacija nativne rizobne populacije tla
koja se pokazala vrlo djelotvornom u odnosu na ispitane parametre ovoga
istrazivanja.
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