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UuvoD

Danas se u cijelom svijetu, pa tako i u naloj zemlji, tezi proizvodnji §to
vecih koli¢ina hrane, a istovremeno se nastoji maksimalno Stedjeti energiju
pokusavajuci pri tom, gd_]e god je to moguce, zamijeniti fosilna goriva ob-
novljivim izvorima energije. Medutim, ova dva postulata nije lako uskladiti
pogotovo kad se zna da je upravo dusik, taj najceSc¢i limitirajudi faktor u
dobivanju visokih prinosa poljoprivrednih kultura, energetski najskuplji: na-
ime, za proizvodnju 1 kg dusika industrija utrosi oko 80 Megajoula energije.
Radi usporedbe navodimo da je za dobivanje 1 kg P,0s potrebno samo 12, a
za 1 kg K,O tek oko 8 Megajoula energije.

Medutim, upravo legominoze, koje zbog velikih koli¢ina proteina u svo-
jim prirodima trebaju i vece koli¢ine duSika, mogu znatni dio tog neophod-
nog hraniva osigurati besplatno iz atmosfere — koja ga sadrzi gotovo 80%
— putem bioloske fiksacije dusika, ali pod uvjetom da Zive u simbiozi s efek-
tivnim svojstvima svojih simbionata, nitrogenih kvrZi¢nih bakterija. Bez kvr-
zi¢nih bakterija na svom korijenu ni leguminoze ne mogu koristiti dusik at-
mosfere, veé¢ su onda kao i sve ostale biljke upuéene iskljuéivo na dusik iz
tla. I kod bioloske fiksacije dusika znatan je utroSak energije, jer s¢ za do-
bivanje dvaju molekula amonijaka iz molekule dusika trosi oko 12 do 24
molekule adenozintrifostata. Medutim, u tom procesu trosdi se solarna energi-
ja akumulirana u asimilatima, dakle vlastita energija koju osigurava biljka
domacdin. Uzimajuéi u obzir, da na primjer, soja po jedinici priroda zrna tre-
ba Cetiri puta viSe dusika nego li Zitarice (Hardy i Havelka, 1975) i da za taj
dusik industrija mora utro$iti velike koli¢ine skupe i Cesto manjkave ener-
gije, razumljiva su nastojanja da se leguminozama, pa tako i soji, omogucdi
maksimalno koristenje gotovo neiscrpnih koli¢ina besplatnog atmosferskog
dusika, koji im svuda stoji na raspolaganju tim viSe Sto se za njegovu re-
dukciju trosi »vlastita« energija iz asimilata biljke. Ra¢una se da se nad sva-
kim hektarom tla nalazi u atmosferi oko 80.000 tona molekularnog dus$ika
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(Ka§, 1966), medutim, njega biljke ne mogu koristiti ni kad oskudjevaju na
tom hranivu. Sposobnost koriStenja velikih rezervi atmosferskog dusika ogra-
niena je na samo mali broj prokarionata (cijanobakterija i bakterija) koji
Zive bilo slobodne (asimbiotski) u tlu i vodama, bilo pak u zajednici (simbi-
otski) s odredenim eukariontskim organizmima.

Za poljoprivrednu proizvodnju najvaznija je simbioza kvrzi¢nih bakteri-
ja i leguminoza, jer na taj nacin dospjevaju u pedosferu najvece koli¢ine at-
mosferskog dudika i odmah se koriste za sintezu biljnih bjelancevina. Sma-
tra se da leguminoze uzagajne za zrno, sjieno, ispasu ili druge svrhe vezu pu-
tem svojih simbionata na cijeloj Zemlji oko 80 x 10° tona atmosferskog du-
§ika godi$nje $to iznosi viSe od polovine od ukupne koli¢ine bioloski fiksira-
nog dusdika na na3oj planeti (Evens i Barber 1977), odnosno dvostruku koli-
¢inu tog hraniva utro$enu u cijelom svijetu 1974. godine u obliku gnojiva
(Hardy i Havelka, 1975).

Zbog niza prednosti bioloske fiksacije dusika (koridtenje besplatnog i
svuda prisutnog atmosferskog dusika, »vlastite« energije iz asimilata biljke
za njegovu redukciju — da spomenemo samo neke) nastoji se taj prirodni
proces $to viSe intenzivirati kako bi i koli¢ine fiksiranog dusika bile $to vede.
Obzirom da enzim nitrogenaza, koji katalizira biolosku fiksaciju dusika, ne
reducira samo molekularni dus$ik, veé¢ izmedu ostalog i protone vodika, to
u toku biolo$ke fiksacije dusika dolazi do oslobadanja molekularnog vodika
i time do gubitaka znatnih koli¢ina energije koja bi se ina¢e mogla koristiti
za fiksaciju dusika (Schubert i Evans, 1976).

Medutim neki, u prirodi razmjerno rijetki (Uratsu et all, 19892) sojevi
kvrziénih bakterija posjeduju uz nitrogenazu i enzim hidrogenazu te zato
mogu reciklirati, tj. ponovno oksidirati oslobodeni vodik. Obzirom da je to-
kom simbioze kvrzi¢nih bakterija i leguminoza limitirajuéi faktor za biolos-
ku fiksaciju dus$ika upravo koli¢ina biljnih asimilativa koji za taj proces pret-
stavljaju zvor energije, recikliranje reduciranog vodika ima za posljedicu po-
jacanu fiksaciju dusika zbog energije oslobodene tokom oksidacije. Osim to-
ga oksidacijom vodika tro3i se kisik na koji je nitrogenaza vrlo osjetljiva, a
ujedno i uklanja vodik koji takoder moze inaktivirati nitrogenazu i time one-
moguciti daljnju fiksaciju atmosferskog dulika (Dixon, 1976). Zbog toga soje-
vi kvrziénih bakterija s hidrogenazom fiksiraju znatno viSe dusika (Albrecht
et all., 1979), te ih zato treba koristiti za priredivanje preparata za pretsjet-
venu bakterizaciju leguminoza.

Sojevi kvrzi¢nih bakterija koji posjeduju hidrogenazu nazivaju se »Hup*«
$to je kratica engleskog termina »hydrogen uptake positive«, za razliku od
sojeva bez hidrogenaze koji se oznacuju »Hup « (hydrogen uptake negative).
Cilj naSeg istrazivanja je da u ekolo$kim uvjetima Baranje ispitamo efika-
snost simbioze raznih sorata soje s Hup* sojem njezinog simbionta te njegov
utjecaj na prinos i kvalitetu zrna uz primjenu $to manjih koli¢ina du$i¢nog
gnojiva.

MATERIJAL I METODA RADA

Poljski pokus postavljen je u proljeée 1985. na PIK-u Belje na amfiglej-
nom karbonatnom tlu, neutralne reakcije (pH 7,8) koji sadrzi 0,19% N, 22 mg
P,0; i 18 mg K:0 na 100 g tla. Zbog bogate opskrbljenosti tla fosforom i do-
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bre opskrbljenosti dusikom, izvrena je samo gnojidba kalijem u koli¢ini od
210 kg K:O/ha.

Pokus je postavljen po sistemu randomiziranih blokova sa 4 sorte soje:
Aura, Zvijezda, Sivka i EXL 79—1. Pokusne varijante zastupljene u pokusu
u pet repeticija, bile su slijedece:

1. Sjeme soje bakterizirano sa sojem D 344 kojeg inace koristimo za pro
izvodnju preparata za bakterizaciju soje,

2. Sjeme soje bakterizirano s ameri¢kim Hup* sojem USDA 311 b 122
Beltsville*, prethodno testiranim na kompatibilnost s navedene 4 sorte soje
in vitro i u vegetacijskim pokusima u stakleniku,

3. Nebakterizirano sjeme soje.

Bakterizacija soje vriena je tzv. suhim postupkom tako da je cjepivo
na bazi treseta stavljeno uoéi sjetve na dno sjetvenog jarka, a na njega od-
mah poloZeno sjeme i zatrpano zemljom. Sjetva je izvréena ru¢no time da
su najprije zasijane kontrolne parcele, a zatim bakterizirane nastojeéi da
isti radnik ne vr§i bakterizaciju i s Hup* i s D 344 sojem, ve¢ da to rade dva
radnika.

Sjetva je obavljena 22. 04. 1985. u dobro pripremljeno tlo.

U pokusu je pracena nodulacija soje. U doba cvatnje sa svake od 60 po-
kusnih parcela oprezno je izvadeno skupa s korijenom po 10 nasumce oda-
branih biljaka. Na korijenu su izbrojene kvrzice (ili je utvrdeno njihovo ot-
sustvo), te zabiljezena boja unutradnjosti kvrzica. U laboratoriju je odrede-
na tezina suhe tvari kvrZice po biljci.

Pokusne parcele nisu bile tretirane herbicidima, vec je radi suzbijanja
korova u tri navrata tokom vegetacije vrieno ru¢no okopavanje usjeva.

Nakon zetve koja je obavljena 2. 10. 1985. obracunat je prirod zrelog
sjemena po ha (na bazi 13% vlage), zatim masa 1000 sjemenki, te koliina
proteina u njima.

Svi su rezultati obradeni analizom varijance i prikazani su u tabelama
1,2,3i4.

REZULTATI I DISKUSIJA

Prvi pregled pokusa obavljen je 12. 06. 1985. Soja je vrlo dobro niknula.
Parcele s biljkama poteklim iz bakteriziranog sjemena mogle su se veé¢ na
prvi pogled uogiti po zelenoj boji listova, jer je li§ée biljaka s kontrolnih
(nebakteriziranih) parcela bilo Zuc¢kasto. Na po nekoliko nasumce izvadenih
biljaka sa svake od 20 kontrolnih parcela nije nadena nijedna kvrzica, dok
su biljke, potekle iz bakteriziranog sjemena, vec tada bile obilno nodulirane.

U doba pune cvatnje soje (18. 07. 1985), izvrSeno je brojenje kvriica na
korijenu biljaka, a u laboratoriju je odredena koliina njihove suhe tvari.
Unutrasnjost kvrZica bila je intenzivno crvene boje $to je dokaz njihove
efektivnosti. Ni ovaj put na nebakteriziranim biljkama nije nadena nijedna
kvrzica.

* Ovaj je soj u tekstu obiljezavan Hup*



Broj kvrZica po biljci, kao i tezina njihove suhe tvari navedeni su u ta-
beli 1.

Biljke s kontrolnih parcela uopée nisu bile nodulirane. To znaci da tlo
nije sadrzavalo autohtone sojeve svojih simbionata, a ujedno ukazuje na okol-
nost, da je sjetva pokusa izvr$ena s maksimalnom pazinjom, jer nije doslo
do njihova prenosenja s bakteriziranih parcela na kontrolne. Broj kvrzica na
bakteriziranim biljkama je vrlo visok, bez obzira na sortu soje i soj Brady-
rhizobium japonicum. Ipak kod sve &etiri sorte soje soj D 344, upotrebljen
za bakterizaciju, dao je veéi broj kvrzica po biljci u odnosu na soj Hup*?, me-
dutim, te razlike nisu signifikantne.

Rezultatj pokazuju, da je teZina suhe tvari kvr¥ica obrnuto proporcio-
nalna njihovu broju: kod biljaka poteklih iz sjemena bakteriziranog s Hup*?
sojem ona je veca nego li kod onih, gdje je bakterizacija vr§ena sa sojem
D 344, medutim, ni te razlike nisu signifikantne. Koriste¢i soj D 344 za bak-
terizaciju desinficiranog sjemena sorata Adepta, h, i Chippewa, Skrdleta i
Pelikan 1973. dobili su u poljskom pokusu u Cehoslovac¢koj mnogo manje kvr-
Zice po biljci i manju tezinu njihove suhe tvari (naroéito kod sorte Chippewa),
nego li mi u nadem pokusu. Razlog je tome i razli¢ita kompatibilnost izmedu
pojedinih sorata soje i soja D 344, a i razli¢iti klimatski i edafski uvjeti sre-
dina u kojima su pokusi postavljeni.

Tab. 1
Broj kvrZica i tezina suhe tvari kvrzica po biljei
Nodule number and dry weight per plant
(PIK »BELJE«, Mirkovac, 1985.)
Broj kvrZica po biljci Tez‘“as{:‘%‘i’]?gfg}k"“‘ca
Nodule number per plant Nodule dry weight (g) per plant
Sojevi - -
St:ains Kon- . x sorte Kon- . X sorte
Sorte trola D-344  Hup™  ayiti- trola D-344  Hup™ oyt
Cultivars  Control vars Control vars
Aura 0 67,90 60,96 42,95 0 0,291 0,298 0,196
Zvijezda 0 51,35 47,00 32,78 0 0,260 0,275 0,179
Sivka 0 58,78 54,92 37,90 0 0,283 0,280 0,188
EXL 79-1 0 60,66 60,30 40,32 0 0,325 0,342 0,222
X sojeva
il 0 59,67 55,79 0 0,290 . 0,299

sorte: LSD 5% — 4,60 sorte: LSD 5% — 0,022

cultivars: 1% — 6,15 cultivars: 1% — 0,030

sojevi: LSD 5% — 4,00 sojevi: LSD 5% — 0,020

strains: 1% — 5,33 strains: 1% — 0,027



Tab. 2

Prirod sjemena dt/ha
Yield of seeds dt/ha
(PIK »BELJE«, Mirkovac, 1985.)

Sojevi __
Strains ) Kontrola v +t x sorte
Sorte Control D344 Hup cultivars
Cultivars
Aura 23,46 30,78 29,88 28,04
Zvijezda 20,45 19,79 - 20,93 20,39
Sivka .. . 23,97 31,58 33,48 29,68
EXL 79-1 20,72 25,55 24,19 23,49
X sojeva ]

Soraine 22,15 26,92 27,12 25,40

Sorte: LSD 5% — 2,07
Cultivars: 1% — 2,16

Sojevi: LSD 5% — 1,79

Strains: 1% — 2,39
Interakecija: LSD 5% — 3,58
Interaction

Tab. 3

Masa 1000 sjemenki u g
Mass of 1000 seeds/g
(PIK »BELJE«, Mirkovac, 1985.)

Sojevi —
Strains Kontrola i : 2 x sorte
Sorte Control D-344 Hup cultivars
Cultivars :
Aura 134,9 188,2 192,6 1719
Zvijezda 147,5 163,6 170,1 1604
Sivka 146,6 186,1 192,4 175,0
EXL 79-1 127,9 173,6 174,9 158,8
x sojeva

strains 139,2 177,9 182,5 166,5

Sorte: LSD 5% — 68

Cultivars: 1% — 9.1

- 01% — 12,0

Sojevi: LSD 5% — 59
Strains: 1% — 179

Sto se ti¢e broja i tezine suhe tvari kvrZica, u nasem je pokusu sorta
Aura imala najveéi broj kvrZica, signifikantno veci od sorte Zvijezda uz P =
1%, a od sorte sivke uz P = 5%. Signifikantno najvecu tezinu suhe tvari
kvrzica imala je eksperimentalna linija EXL 79—1.



Premda u ovom pokusu nije primjenjivana ni dusi¢na niti fosforna gno-
jidba, prosjec¢ni prirod suhog zrna soje iznosio je 25,4 dt/ha, a ovisno o sorti
soje, prirod se kretao u granicama od 19,8 do 33,5 dt/ha. (Tabela 2).

Bakterizacija je pozitivno utjecala na prirod, dok izmedu priroda vari-
janata bakteriziranih sojeva D 344 i Hup*? nije bilo opravdano razlike.

U kasnih ispitivanih sorata (Aura i Sivka) postoji signifikantna razlika u
prirodu izmedu kontrolnih biljaka i onih poteklih iz bakteriziranog sjemena.
Medutim, dok kod ovih sorata oba soja visoko signifikantno povecavaju pri-
rod, dotle u eksperimentalnoj liniji EXL 79—1 samo soj D 344 povecava pri-
rod uz P = 5%, dok se prirod uz bakterizaciju s Hup*? sojem, premda vedi,
ne razlikuje signifikantno od kontrole.

Kao jedna od znatajnih komponenti priroda odredivana je i masa 1000
sjemenki.

Prosjek mase 1000 sjemenki svih ispitivanih kombinacija iznosio je
166,52 g (Tabela 3). F — testom je opravdan utjecaj obaju ispitivanih faktora,
tj. sorata i sojeva, kao i njihovih kombinacija.

Usporedivanjem sorata na temelju mase 1000 sjemenki utvrdeno je da
izmedu eksperimentalne linije EXL 79—1 i sorte Zvijezda nema u tom po-
gledu signifikantne razlike: od njih su imale veéu masu 1000 sjemenki kasne
sorte Sivka i Aura i to od eksperimentalne linije EXL 79—1 na nivou od P =
0,1 %, a od sorte Zvijezda uz P = 1%.

Bakterizacija je uvjetovala znatno veéu masu 1000 sjemenki u svih ispi-
tivanih sorata u odnosu na kontrole. Premda je dobivena neito veéa masa
1000 sjemenki uz bakterizaciju sojem Hup*?, medu biljkama poteklim iz sje-
mena bakteriziranog s dva ispitana soja obzirom na masu 1000 sjemenki nije
bilo signifikantne razlike. Taj na$ rezultat je u skladu s tvrdnjom Rollier-a
i Obatona (1979) koji navode, da je masa 1000 sjemenki uvijek veéa kod
bakteriziranih biljaka soje.

Jedno od najvaznijih svojstava sjemenki soje je njezino bogatstvo na
visokokvalitetnim proteinima koji su sastavom svojih amino kiselina vrlo
sli¢ni animalnim proteinima.

U naSem pokusu prosje¢ni sadrzaj ukupnih proteina preradunat na suhu
tvar iznosi 43,61%. (Tabela 4).

F — testom je opravdan utjecaj obaju ispitivanih faktora, tj. genotipa
sorti uz P = 5% i bakterizacije s dva ispitivana sojauz P = 1%.

Medu sortama izdvaja se sorta Zvijezda koja je s prosjekom od 45,1%
proteina u zrnu signifikantno bolje od ostale tri sorte u.pokusu. Sorta Aura
s 41,27% ukupnih proteina signifikantno je najslabija.

Utjecaj sojeva vrlo je znaajan, pa je bakterizacija povecala sadrzaj uku-
pnih proteina za 6,30%, odnosno 6,43% uz P = 0,1% u odnosu na kontrolu,

U visegodiSnjim poljskim pokusima u Oregonu (SAD) bakterizacija soje
raznim Hup* sojevima Bradyrhizobium japonicum signifikatno je (za 8,9%)
povecala sadrZaj ukupnih proteina u odnosu na bakterizaciju s Hup~ sojevi-
ma iste vrste (Hanus et all., 19891). U nasem pokusu bakterizacija sa sojem
Hup*? rezultirala je malo veéim sadriajem ukupnih proteina nego li bakteri-
zacija sojem D 344, medutim, ta razlika nije signifikantna.,
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Tab. 4

Sadrzaj ukupnih proteina u suhoj tvari sjemena soje%
Total protein content in soybean seed on dry matter basis %
(PIK »BELJE«, Mirkovac, 1985.)

Sojevi
Strains Kontrola 2 X sorte
Sorte Control D-344 Hup* cultivars
Cultivars
Aura 37,07 43,48 43,26 41,27
Zvijezda 42,14 46,28 46,89 45,10
Sivka 40,20 45,44 45,97 43,87
EXL 79-1 38,03 47,45 47,03 44,17
x sojeva

A 39,36 45,66 45,79 43,61

Sorte: LSD 5% — 241
Cultivars: 1% — 3,66
Sojevi: LSD 5% — 2,09
Strains: 1% — 3,17

0,1% — 5,09

ZAKLJUCAK

Bakterizacija sjemena soje s oba soja Bradyrhizobium japonicum (D 344
i Hup*?) znadajno je utjecala na broj kvrzica po biljci i tezinu njihove suhe
tvari. Biljke potekle iz nebakteriziranog sjemena nisu uopdée bile nodulirane
¢to znali da tlo nije sadrzavalo autohtonih sojeva sojinih simbionata. Kori-
Stenje soja D 344 za bakterizaciju rezultiralo je veé¢im brojem kvrzica po bilj-
ci u odnosu na soj Hup*?, medutim, te razlike nisu statisti¢ki opravdane.

Te?ina suhe tvari kvrZica po biljci veéa je kod gotovo svih sorata soje
kad je za bakterizaciju koriSten soj Hup'?, medutim, razlike nisu signifikan-
tne.

Utvrdena je i signifikantna razlika u broju kvrZica po sortama. Tako je
sorta Aura imala najveci broj kvrzica po biljci, signifikantno veci od sortd
Zvijezda uz P = 1%, a od sorte Sivka uz P = 5%. Signifikantno najvecu te-
inu suhe tvari kvrzica, imala je eksperimentalna linija EXL 79—1.

I bez primjene dusi¢nog i fosfornog gnojiva bakterizacija je pozitivno
utjecala na prirod zrnja soje, medutim, izmedu priroda varijanata bakteri-
ziranih sojeva D 344 i Hup*? nije bilo opravdane razlike.

Bakterizacija je uvjetovala kod svih ispitivanih sorata i znatno vedu ma-
su 1000 sjemenki u odnosu na kontrolu. Iako je kori$tenje soja Hup*? rezul-
tiralo ne&to ve¢om masom 1000 sjemenki u odnosu na soj D 344, te razlike
nisu signifikantne.

Bakterizacija soje signifikantno je povecala sadrzaj ukupnih proteina u
sjemenu. F — testom opravdan je utjecaj obaju ispitivanih faktora, tj. geno-
tipa sorte uz P = 5% i bakterizacije (neovisno o upotrebljenom soju Brady-
rhizobium japonicum) uz P = 1%.



SUMMARY

‘ On‘Agniculturalfand Processing Plant »Belje«, locality Mirkovae (northern Croa-
tia) a field trial was eonducted to compare four soybean cultivars (Aura, Sivka, Zvi-
jezda and EXL 79-1) inoculated with the strain of Bradyrhizobium japonicoum USDA
Beltsville 311 b 122 possessing the hydrogennase (Hup*) and the strain D 344 in re-
spect to nodules number and weight, seed vield, seed’s protein content and mass of
1000 grains. ; : :

A randomised block design with five blocks was used and the treatements with
each of four soybean cultivars consisted of: =

1. uninoculated seeds

2. seeds inoculated with strain D 344

3. seeds inoculated wilth Hup* strain_ :

The soil was a mineral calcereous amphigley with a pH of 7, 8, N content of
0,19% and 22 mg P,0s/100 g of soil. A fertilizer application of only 210 kg K:0/ha was
incorporated prior to planting.

Soybean was planted on 22 April 1985. Plots were weeded by hand three times
during the growing season.

On 18 July 1985 nodule samples were remowed from 10 randomly selected plants
from each of 60 plots and used for nodule count and weight. The soil was free of
indigenous soybean symbionts as no nodules were formed on uninoculated control
plants.

Plants were harvested on 2 October 1985 and the seed’s vield, its protein content
and mass of 1000 grains determined.

Analysis of variance was used to identify significant differences.

The results are summarized in four tables.

Regardless of cultivars strain D 344 produced more nodules per plant then Hup*
strain, but the differences are not significant. (Table 1). .

Four soybeén cd_ltivars differed in nodule number per plant. The gréatest num-
ber was formed in Atra. It is significantly superiror only in respect to Zvijezda with
P = 1%, and in respect to Sivka with P = 5%. :

Hup* strain resulted in higher nodule dry weight per plant with nearly all cul-
tivars, but only EXL 79-1 differs significantly in this respect to other cultivars. (Ta-
ble 1). :

Bacterization has shown a positive effect on seed yield but no significant differen-
ces exist between the treatement with two strains of Bradyrhizobium japonicum. The
interaction is found between the soybean cultivars and the strains of their symbionts.
(Table 2). ) ) g )

Bacterization affected positively the mass of 1000 grains. Comparing the soybean
cultivars and the two strains used, the Hup* strain was superior in this respect
although not significantly. (Table 3).

‘Inoculation' with both strains of soybean symbionts increased seed protein con-
tent in comparison with the control. The highest protein content in seeds was found
in Zvijezda (45,10%), following by EXL 79-1 (44,17%), Sivka (43,78%) and Aura
(41,27%) considering the mean of 3 treatement. (Table 4). : ]
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