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ABSTRACT

The main aim of this study was to assess genetic diversity within the natural populations of field pea rhizobia on
different field sites in Northwestern Croatia and to evaluate their symbiotic efficiency. Identification of related bacterial
strains was carried out using RAPD and rep-PCR methods and on the basis of differences in the nodulation nodD gene
region by PCR-RFLP method. Indigenous strains have been shown to differ significantly from each other as well as
from the reference strains Rhizobium leguminosarum bv. viciae used in these study. Based on the nodulation genes, it
was found that most isolates have the same or very similar nodulation nodD region except the isolates K22 and K23. A
greenhouse studie was performed for evaluation of symbiotic efficiency of strains. The highest nodule dry weight was
determined by inoculation with strains K23, K22, K17 and K20, indicating their high infectivity and nodulation ability.
Significantly higher green mass and dry matter yield in abouveground plant parts were determined by inoculation with
two indigenous strains K26 and K16 that showed potentially high symbiotic efficiency compared to other tested strains.
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SAZETAK

Glavni cilj istraZivanja je utvrditi genetsku raznolikost unutar prirodne populacije rizobija koji noduliraju sto¢ni grasak
na podrudju sjeverozapadne Hrvatske te procijeniti njihovu simbioznu ucinkovitost. Identifikacija srodnih bakterijskih
sojeva provedena je primjenom RAPD i rep-PCR metode te na osnovi razlika u nodulacijskoj nodD genskoj regiji putem
PCR-RFLP metode. Dokazano je da se autohtoni sojevi medusobno znacajno razlikuju kao i od referentnih sojeva
Rhizobium leguminosarum bv. viciae koristenih u ovim istraZivanjima. Na osnovu nodulacijskih gena primjenom PCR-RFLP
metode utvrdeno je da vecina izolata ima istu ili vrlo slicnu nodulacijsku nodD regiju osim izolata K22 i K23. Vegetacijski
pokus u stakleniku postavljen je u svrhu procjene simbiozne ucinkovitosti sojeva. Najve¢a masa suhe tvari kvrzica
utvrdena je primjenom izolata K23, K22, K17 i K20 sto ukazuje na njihovu visoku infektivnost i nodulacijsku sposobnost.
Signifikantno vedi prinos zelene mase i suhe tvari nadzemnog dijela biljke, ostvaren je uz bakterizaciju s dva autohtona
soja K26 i K16 koji su pokazali potencijalno visoku simbioznu ucinkovitost u usporedbi s ostalim istraZivanim sojevima.

Kljucne rijeci: bioloska fiksacija dusika, rizobije, stoc¢ni grasak, genetska raznolikost
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DETAILED ABSTRACT

Sustainable agriculture is a production system that combines ecological and economic production elements. One of
the bases underlying this production is utilization of nitrogen from the environment and rational nitrogen fertilization.
Process of biological nitrogen fixation and legume cultivation has a great potential in sustainable agriculture production
because of input of atmospheric nitrogen in soil. An important legume crop is the forage pea, which is one of the main
animal protein feeds. It is used for seed, hay, pasture, sillage and green manure and it is one of the best feed for animals.
Field pea may produce substantial yield with reduced requirement for nitrogenous fertilizers due to symbiotic relations
with nitrogen-fixing bacteria. In order to increase the utilization of biological nitrogen fixation, the inoculation of forage
pea seeds is recomended. However, the presence of indigenous soil strains of nitrogen fixing bacteria can reduce the
inoculation benefits. To improve the inoculation response it is important to determine the composition and characteristics
of indigenous field pea rhizobia.The main aim of this study was to isolate Rhizobium leguminosarum bv. viciae indigenous
strains from different field sites in Croatia, to assess genetic diversity and genetic relationships amongst strains of natural
populations and to provide information about nodulation and symbiotic efficiency of indigenous R. leguminosarum bv.
viciae strains. Genetic characterisation of R. leguminosarum bv. viciae was performed by two methodologies based on
PCR amplification, PCR-RFLP of amplified symbiotic gene region and rep-PCR and RAPD-PCR. Cluster analysis of rep-
PCR and RAPD-PCR profiles showed significant differences among R. leguminosarum bv. viciae isolates. Both methods
resulted in identical grouping of strains. Among indigenous strains, indigenous strain K16 was significantly different from
all tested strains. The highest differences were detected among reference strains and all field isolates. Based on results of
restriction analysis of nodD gene regions, two indigenous strains K22 and K23, as well as two reference strains 1001 and
1045 revealed significantly different nodD gene types from all other tested strains. So, classifications of R. leguminosarum
bv. viciae strains by the PCR- amplified symbiotic gene region methods were partly in correlation with classification
of strains based on rep and RAPD-PCR. Greenhouse studies were performed for evaluation of symbiotic efficiency of
R. leguminosarum bv. viciae strains. Quantitative expression of symbiotic efficiency was evaluated by measurement of
nodule dry weight, content of total nitrogen in plants, dry matter and herbage yield of plants. All strains nodulated forage
pea but with different efficiency. The highest nodule dry weight from all tested strains were determined by inoculation
with strains K23, K22, K17, K20 so it could be characterised as highly infective strains. Significant differences in dry
matter and herbage yield of forage pea were determined depending on the strain used. The results indicate that two
indigenous R. leguminosarum bv. viciae strains K16 and K26 can be characterised as the most efficient of all strains
used in this study. This preliminary results of symbiotic efficiency as well as other symbiotic properties of these strains
should be further investigated in field trials with different field pea cultivars. Results of this study provides an ecological
framework that can be used for selection of efficient rhizobial strains that are adapted to local environmental factors and
could be used in production of high quality rhizobial inoculants.

UvoD

Mahunarke se smatraju pozZeljnim biljnim vrstama i
sastavnim dijelom plodoreda jer pospjeSuju plodnost i
strukturu tla, ostavljaju tlo opskrbljeno dusikom, smanjuju
potrebu za primjenom dusi¢nih mineralnih gnojiva buduci
da potrebe za dusi¢nim hranivom mogu podmiriti putem
simbioznog odnosa s rizobijima u procesu bioloske
fiksacije dusika. Osim toga, imaju i jedinstvenu ulogu u
ekoloskoj poljoprivredi, jer pripadaju u usjeve koji su
korisni za okoli$ i klimu (Topol i Kanizai Sari¢, 2013). Jedna
od znacajnijih krmnih mahunarki je stocni ili krmni grasak
¢iji znacaj se ogleda u prilagodljivosti na razlic¢ite uvjete,

brojnosti kultivara i velikim moguénostima koristenja
u stocarskoj proizvodnji (Stafa, 1997; Krizmani¢ i sur.,
2015, 2017). Grasak se uglavnom koristi za proizvodnju
zrna, ali i cijele biljke same ili u kombinaciji sa zZitaricama.
Prednost boljem

dvo-komponentnih usjeva je u

gospodarenju tlom, boljem iskoristavanju fiksiranog
dusika, povoljnijem odnosu probavljivih bjelancevina i
suhe tvari za opskrbu energijom i bjelancevina u ishrani
prezivaca (Uher i sur., 2009; Cupi¢ i sur., 2010). Osim
toga, stoc¢ni grasak u simbioznom odnosu s rizobijima

mozZe ostvariti znacajne prinose bez potrebe koristenja
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mineralnih dusi¢nih gnojiva (Brki¢ i sur., 2004; BlaZinkov
i sur., 2007, 2014). lako se radi o prirodnom procesu,
utjecaj Covjeka je cesto od presudnog znacaja ako se Zeli
posti¢i potpuni svrsishodni uc¢inak. To se odnosi na odabir
najucinkovitijeg soja rizobija za odredene ekoloske uvjete
kao i za sortu biljke domacina. Izabrani visoko ucinkoviti
sojevi unose se u tlo putem predsjetvene bakterizacije
sjemena mahunarki, no problem uspjesnoj bakterizaciji
moZe biti postojanje autohtonih sojeva u tlu (Sikora i sur.
2002; Ballard i sur., 2004; Riah i sur., 2014; Cardoso i sur.,
2017). U mnogim tlima dokazano je postojanje autohtonih
sojeva rizobija koji su visoko kompetitivni, ali ne fiksiraju
dusik toliko ucinkovito kao uneseni komercijalni sojevi
(Argaw i Mnalku, 2017). Podrucje Koprivnic¢ko-krizevacke
Zupanije poznato je kao stocarski kraj koji ima visoke
i stalne potrebe za uzgojem proteinski visokovrijednih
krmnih kultura. Uz uzgoj sto¢nog graska preporucljiva je
mjera i predsjetvene bakterizacije s visoko ucinkovitim,
kompetitivnim, selekcioniranim sojevima radi dobivanja
Zeljenih prinosa, vise kakvocée proteina uz smanjena
ulaganja (Uher i sur., 2009). Pretpostavlja se da i u tlima
Koprivnicko-krizevacke Zupanije postoje autohtoni sojevi
rizobija koji noduliraju stocni grasak. Iz tog razloga, glavni
cilj ovih istrazivanja je utvrditi zastupljenost i genetsku
raznolikost prirodnih populacija rizobija te procijeniti
simbioznu ucinkovitost izoliranih autohtonih sojeva koji
bi se potencijalno mogli koristiti u poljoprivrednoj praksi.

MATERUAL | METODE

Istrazivanja se ciljano odnose na regiju sjeverozapadne
Hrvatske, a konkretno se radi o tlima na podrucju
Koprivnicko-krizevacke zupanije. Uzorci tla uzeti su s
razlicitih lokacija iz orani¢nog horizonta (0-30 cm) (Tablica
1). Laboratorijske analize kemijskih svojstava uzoraka tala
obuhvatile su: odredivanje reakcije tla u vodii 1 M KCl-u,
sadrZaja humusa (%) metodom Tjurina, ukupnog dusika
(%) mikro Kjeldahlovom metodom te opskrbljenost
fizioloki aktivnim hranivima - fosforom (mg P,0,/100 g
tla) i kalijem (mg K,0/100 g tla) AL metodom.

Povrsinski sterilizirano sjeme stoc¢nog graska sorte
Maksimirski ozimiposijano je u tlo sakupljeno sa navedenih
lokacija. U fazi pune cvatnje sakupljene su kvrZice iz

kojih su izolirani autohtoni sojevi primjenom standardne
metode po Vincentu (1970). U istraZivanje je uklju¢eno 17
autohtonih sojeva (Tablica 1) i referentni sojevi Rhizobium
leguminosarum bv. viciae 1001 i 1045 dobiveni iz IGER
kolekcije sojeva (Velika Britanija). Za izolaciju ukupne
genomske DNA sojeva koristeni su specifiéni kitovi
DNeasy Tissue Kit 250 (Quiagen). U svrhu identifikacije
sojeva vrste R. leguminosarum bv. viciae amplificirana je
nodC regija sa specificnim oligonukleotidnim klicama
nodCf i nodCr koje amplificiraju nodC gene kod vrste
R. leguminosarum bv. viciae (Moschetti i sur., 2005).
Primjenom PCR-RFLP od nodD genske regije utvrduje
se raznolikost istrazivanih sojeva na plazmidnoj razini,
a koristene su klice NBA12/NBF 12 (Laguerre i sur.,
1996). Za restrikcijsku analizu koristena su tri restrikcijska
enzima: Mspl, Haelll i Cfol (Roche, Njemacka). Genetska
raznolikost autohtonih sojeva provedena je RAPD i
rep-PCR metodom. U svrhu amplifikacije kod rep-PCR
koristene su klice REP 1R , REP 2| , ERIC 1R i ERIC
2 i BOX A1R, a za RAPD metodu koriStene su cetiri
oligonukleotidne klice (P2,P4,P5,P6). Svojstva odabranih
klica kao i temperaturni profili rep-PCR i RAPD opisani su
u radovima Sikora i sur. (2002, 2003) i Bradi¢ i sur. (2003).
Dendrogrami su konstruirani u R okruzenju za statisticke
izraCune i vizualizaciju (verzija 3.0.2; R Core Team, 2013)
pomocu programskog paketa ,cluster” (Maechler i sur.,
2016). Konstrukcija dendrograma temelji se na genetskoj
slicnosti izolata i UPGMA algoritmu.

U svrhu procjene simbiozne ucinkovitosti autohtonih
i referentnih sojeva, postavljen je vegetacijski pokus po
shemi slucajnog bloknog rasporeda u tri ponavljanja.
Povrsinski sterilizirano sjeme sorte Maksimirski ozimi
bakterizirano je s autohtonim i referentnim sojevima te
posijano u lonce s kvarcnim pijeskom. U fazi pune cvatnje
sakupljeno je 10 biljaka po loncu radi utvrdivanja sljedeéih
parametara: mase suhe tvari kvrzica, sadrzaj ukupnog
dusika u nadzemnom dijelu biljke, prinosa zelene mase,
prinosa suhe tvari u nadzemnom dijelu biljke.

Rezultati vegetacijskog pokusa su statisticki obradeni
putem GenStat V (The Numerical Algorithms Group Ltd.,
Oxford, UK) statistickog programa.
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Table 1. Origin and designation of indigenous field pea rhizibialstrains and chemical properties of soil

Tablica 1. Porijeklo i oznake autohtonih sojeva rizobija koje noduliraju grasak te kemijske znacajke uzoraka tla

Strain designation Location pH(H,0) pH(KCI) Humic (%) Total N (%) (rr?gl_/-lpcz)%g) (mzl;l%g g)
Oznaka soja Lokacija pH(H,0) pH(KCI) Humus(%) Ukupni N (%) (r:gl'/_lpég%) (mAgI;_lKé(())g)
K14 Majurec 6,16 4,75 1,8 0,09 4,60 22
K250 Sv. lvan Zabno 6,99 5,51 2,3 0,16 6,80 24
K157 Pofuki 6,24 5,06 2,0 0,13 4,60 22
K201 Gregorovec 7,27 6,56 3,6 0,25 34,72 78
K285 Kamesnica 7,05 5,81 2,1 0,14 3,40 20
K556 Marinovec 6,27 4,59 1,9 0,10 1,77 24
Ké42 Cepidlak 6,06 4,50 2,3 0,15 3,20 18
K16 Gracina 5,37 4,27 2,0 0,13 6,1 15,8
K17 Sv Ivan Zabno 6,12 4,89 1,9 0,11 10,7 17,5
K18 Sv. Petar Cistec 5,66 4,54 1,7 0,08 1,6 13,0
K19 Klostar Vojakovacki 6,75 5,68 1,4 0,08 1,1 8,4
K20 Krizevci 7,35 7,15 0,7 0,05 4,8 13,5
K22 Sv. Petar Orehovec 6,54 5,70 3,2 0,20 35,6 23,5
K23 Krizevacki Ilvanac 6,16 4,84 3,2 0,19 7,1 14,5
K24 Komin 6,49 5,12 2,4 0,17 4,6 14,0
K25 Mali Raven 6,14 5,22 24 0,17 3,1 14,0
K26 Veliki Raven 5,90 4,94 3.1 0,18 10,5 15,3
REZULTATI | RASPRAVA Relativna slicnost
Genetska identifikacijaizolata iz kvrzZica sto¢nog graska 0;0 0}1 0;2 0;3 0',4 0;5
provedena je primjenom specificnih oligonukleotidnih .‘(.?‘i;é :_
klica koje amplificiraju nodC regiju vrste R. leguminosarum %ﬁ
bv. viciae i koja se navodi kao moguci molekularni marker Kg?g
za navedenu vrstu. Utvrdeno je da svi izolati i ukljuceni K25 [
referentni sojevi imaju karakteristi¢ni fragment velicine

oko 220 bp. sto potvrduje njihovu pripadnost navedenoj
vrsti. Svi izolati i referenti sojevi analizirani su metodom
nodD PCR-RFLP kojom se procjenjuje njihova raznolikost
na razini nodulacijskih gena. Nakon restrikcijske analize
dobiveni su karakteristicni molekularni profili koji su
koristeni za izradu zajedni¢kog dendrograma (Slika 1).

Kea2
K17
e . H——
K201
KS556
K23
1045

Figure 1. Dendrogram of field pea rhizobial strains derived from
combined Mspl, Haelll and Cfol restriction patterns of amplified
nodD gene fingerprints

Slika 1. Dendrogram sojeva koji noduliraju grasak konstruiran na
osnovi molekularnih profila dobivenih nakon restrikcijske anal-
ize amplificiranine nodD genskih profila primjenom enzima Mspl,
Haelll i Cfol
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Na osnovu nodD genskih profila veéina istraZivanih
sojeva ima vrlo srodne nodulacijske regije, a najvece
razlike u spomenutoj regiji su utvrdene kod referentnih
sojeva 1001 i 1045 i dva izolata K23 i K22. Za procjenu
genetske raznolikosti autohtonih i referentnih sojeva
koriStena je rep-PCR metoda. Dendrogram na slici 2
pokazuje da se istrazivani sojevi mogu na osnovu njihovih
rep-PCR profila podijeliti u dvije glavne grupe. Prva
grupa sadrzi dva soja, referentni 1001 i izolirani soj K16
relativne sli¢cnosti 0,22. Druga glavna grupa sadrzi ostale
istraZzivane sojeve relativne slicnosti 0,27, a najveca
slicnost je utvrdena medu sojevima K25 i K24 te K642
i K14. Primjenom RAPD metode, ukupna genomska
DNA iz 19 sojeva je amplificirana pomocu cetiri razlicite
oligonukleotidne klice.

Relativna slicnost
0.10 0.20 0.30

L 1 1 1 1 1 1
=

Figure 2. Dendrogram of indigenous and reference field pea
rhizobial strains derived from rep-PCR fingerprints generated
using ERIC, BOX, REP primers

Slika 2. Dendrogram autohtonih i referentnih sojeva koji noduli-
raju grasak dobiven na osnovi rep-PCR profila dobivenih prim-
jenom ERIC, BOX, REP klica

Dendrogram na slici 3 pokazuje da se istraZivani sojevi
mogu podijeliti u dvije glavne grupe i to na razini relativne
slicnosti 0,63. Prva glavna grupa obuhvacéa referentne
sojeve i autohtoni soj K16. Druga glavna grupa obuhvacda
vecinu autohtonih sojeva od kojih najviSe izdvaja soj
K26. Usporedujudi rezultate RAPD-i rep-PCR metode
s PCR-RFLP nodD regije, vidljivo je da se autohtoni soj
K16 znacajno razlikuje od ostalih izoliranih sojeva, ali ne
i u pogledu gena za nodulaciju. Sli¢ni rezultati potvrdeni
su u rezultatima drugih autora odnosno da varijabilnost
ukupne DNA nije u korelaciji s varijabilnosti nodulacijske

genske regije (Laguerra i sur., 1996; Mutch i Young, 2004;

Depret i sur.,, 2004, Kaji¢ i sur. 2019). Rezultati svih

koristenih metoda ukazuju da se referentni sojevi bitno

razlikuju od svih izoliranih sojeva i to na osnovu ukupne

genomske DNA kao i na osnovu nodulacijskih gena.
Relativna slicnost

01 02 03 04 05 Os6
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Figure 3. Dendrogram of indigenous and referencefield pea rhi-
zobial strains derived from RAPD fingerprints generated using
four different primers

Slika 3. Dendrogram autohtonih i referentnih sojeva rizobija
koje noduliraju stoc¢ni grasak dobiven na osnovi RAPD profila
primjenom cetiri razlicite klica

U cilju procjene simbiozne ucinkovitosti te
kompatibilnosti izmedu istrazivanih sojeva i stocnog
graska sorte Maksimirski ozimi, postavljen je vegetacijski
pokus u plasteniku. Utvrdeno je da svi istrazivani
sojevi imaju sposobnost nodulacije i uspostavljaju
simbioznog odnosa sa koriStenom sortom stocnog
graska. Statistickom obradom podataka za masu suhe
tvari kvrzica po biljci utvrdene su znacajne razlike izmedu
istrazivanih sojeva kao i u odnosu na kontrolne varijante
(Tablica 2). Masa suhe tvari kvrZica je parametar koji nam
govori o infektivnosti soja to jest o njegovoj sposobnosti
da izazove tvorbu kvrZica na korijenu stocnog graska.
Najvede vrijednosti za masu suhe tvari kvrzica po biljci
utvrdene su primjenom soja K23 koja se signifikantno ne
razlikuje u odnosu na masu suhe tvari kvrzica dobivene
bakterizacijom s sojevima K22 i K17. Dakle radi se o
sojevima koji imaju vecu sposobnost nodulacije biljke
domacdina. Medutim sojevi koji imaju veéu nodulacijsku
sposobnost ne moraju uvijek biti i visoko ucinkoviti.
Ucinkovitost nekog bakterijskog soja uvjetovana je
genetskim faktorima samog soja i biljke domacina (Argaw

i Mnalku, 2017).
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Table 2. Results from greenhouse studies performed to provide information about nodulation and symbiotic efficiency of tested

strains

Tablica 2. Rezultati vegetacijskog pokusa provedenog u cilju procjene sposobnosti nodulacije i simbiozne ucinkovitosti ispitivanih

sojeva
Strain Nodule dl;)y;arzst('t;r weight/ Green mass yield (g) Dry matteilj'lzir:etli;r;tas(bgc))veground Nitogen content in plant (%)
Soj Masa suh.e- tvari kvrzica/ Prinos zelene mase (g) Prinos suhfe tvar-i u nadzemnom Sadrzaj uk.u.p-nog dusika u
biljka (g) djelu biljke(g) biljci (%)
Kontrola (S,) 0,000 9,93 3,05 2,50
K14 0,026 34,93 9,80 3,69
K250 0,022 33,27 9,81 3,73
K157 0,025 28,13 9,20 2,98
K201 0,028 42,30 10,74 3,65
K285 0,024 34,83 9,45 3,26
K556 0,028 43,40 11,57 3,76
K642 0,027 45,93 12,90 3,59
K16 0,026 55,27 15,89 4,00
K17 0,041 45,80 11,76 3,77
K18 0,029 48,30 11,83 4,29
K19 0,029 38,13 11,02 341
K20 0,039 54,40 14,05 3,67
K22 0,046 53,90 13,88 3,81
K23 0,052 45,10 11,05 4,05
K24 0,030 50,97 13,77 3,85
K25 0,024 37,00 9,83 3,69
K26 0,033 66,43 14,21 4,16
1001 0,028 40,13 10,84 3,98
1045 0,030 51,50 13,038 3,35
LSD LSD LSD
P,=0,016 P.,=15,12 P.,=281

U cilju procjene simbiozne ucinkovitosti istraZivanih
sojeva odredivan je prinos zelene mase, sadrzaj ukupnog
dusika i suhe tvari u nadzemnom dijelu biljke. Prinos
zelene mase je parametar od velike vaznosti za uzgoj
stocnog graska koji je prvenstveno krmna kultura
namijenjena ishrani stoke te je bitno dobiti Sto vece
prinose zelene mase. Signifikantno najnizi prinos zelene
mase je utvrden kod nebakteriziranih varijanti u odnosu

na bakterizaciju svim ispitivanim sojevima. Najvedi prinos

zelene mase ostvaren je bakterizacijom s autohtonim
sojem K26 koji se signifikantno ne razlikuje od prinosa
zelene mase su dobivene bakterizacijom sojevima K16,
K20, K22 i referentnim sojem 1045. Signifikantno visi
prinosi suhe tvari u nadzemnom dijelu biljke ostvareni uz
bakterizaciju istraZivanim sojevima u odnosu na prinos
suhe tvari bez bakterizacije. Najvisi prinos suhe tvari
ostvaren je uz primjenu autohtonog soja K16 koji se

znacajno ne razlikuje od prinosa suhe tvari ostvarenog
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uz bakterizaciju sojevima K26, K 20, K22 i K 24.
Signifikantno nizZi prinosi postignuti su bakterizacijom s

ostalim ispitivanim sojevima.

U cilju procjene simbiozne ucinkovitosti ispitivanih
autohtonih i referentnih sojeva izmjerene su i prosjecne
vrijednosti sadrzaja ukupnog dusika u nadzemnom
dijelu biljke. NajniZi sadrzaj ukupnog dusika izmjeren
je kod biljaka bez bakterizacije, a najviSi kod biljka
bakteriziranih sojem K18. Sadrzaj dusika u nadzemnom
dijelu bakteriziranih varijanata krece se od 2,98% (soj
157) do 4,29%. Bakterizacija sto¢nog graska pokazala
se kao opravdana agrotehnicka mjera jer se primjenom
svih ispitivanih sojeva postigao opravdano vedéi sadrzaj
ukupnog dusika u biljci, prinos zelene mase i prinos suhe
tvari u odnosu na nebakterizirane varijante. Na osnovu
izmjerenih vrijednosti prinosa zelene mase i suhe tvari,
autohtoni sojevi K16, K26 mogu se smatrati simbiozno
najucinkovitiji, a potom slijede sojevi K20 i K22. Medu
slabo ucinkovite sojeve ubrajaju se autohtoni soj K157,
jer su biljke bakterizirane navedenim sojem imale
signifikantno visi prinos zelene mase i suhe tvari jedino
od biljaka koje nisu bakterizirane. U pogledu utvrdivanja
povezanosti izmedu rasprostranjenosti autohtonih sojeva
i ekoloskih uvjeta odredenog stanista, provedene su
kemijske analize tla iz kojih su izolirani autohtoni sojevi.
Autohtoni sojevi koji su obuhvaceni ovim istrazivanjima,
izolirani su iz tla razlicitih kemijskih karakteristika. Tla su
prakti¢ki neutralne do jako kisele reakcije tla, slabo i dosta
humozna, kao i razli¢ito opskrbljena dusikom, fizioloski
aktivnim kalijem i fosforom. Dakle, autohtona populacija
sojeva koji noduliraju sto¢ni grasak prisutna je u razlic¢itim
ekoloskim uvjetima u tlu (Tablica 1). U¢inkoviti autohtoni
sojevi K26 i K16 izolirani su s podrucja Gracina i Velikog
Ravena iz tla kisele do jako kisele reakcije, slabo i dosta
humoznog s osrednjim sadrzajem fizioloSki aktivnog
fosfora i kalija. Na osnovu iznesenih podataka utvrdeno
je postojanje simbiozno ucinkovitih sojeva rizobija koji su
prilagodeni nepovoljnijim karakteristkama tla. Rezultati
vegetacijskog pokusa su pokazali da navedeni sojevi
koji imaju istu simbioznu ucinkovitost kao i sposobnost
stvaranja kvrzica, u pogledu tipa kemijskih karakteristika

tla iz kojeg su izolirani, znacajno su razlikuju. Navedeni
rezultati se navodeikod drugih autora koji su karakterizirali
prirodne populacije simbioznih fiksatora dusika (Sikora i
Redzepovic¢, 2003; Grossman i sur. 2005; Cauwenberghe
i sur. 2015). Medutim, posebno treba istaknuti prednost
autohtonih sojeva koja se ocituje u njihovoj puno boljoj
adaptiranosti na nepovoljne uvjete u tlu obzirom da su
sojevi sa najvecom simbioznom ucinkovitos¢u izolirani iz
kiselih odnosno jako kiselih tala.

ZAKLJUCAK

Utvrdeno je postojanje autohtonih sojeva rizobija koji
noduliraju sto¢ni grasak u svim istrazivanim uzorcima
tala s podrucja sjeverozapadne Hrvatske. Primjenom
molekularnih metode utvrdena je znatna genetska
varijabilnost, a osobito se od svih izolata izdvaja soj
K16. Vecina autohtonih sojeva ima istu ili vrlo slicnu
nodulacijsku nodD gensku regiju, osim izolata K22 i K23
koji su pokazali i ve¢u nodulacijsku sposobnost. Utvrdena
je djelomi¢na podudarnost u raznolikosti ispitivanih
ukupne DNA i
nodulacijskih gena. Procjenom simbiozne ucinkovitosti

sojeva na razini razini plazmidnih
ispitivanih sojeva na osnovu prinosa zelene mase i
suhe tvari izdvojeni su autohtoni sojevi K26, K16, K20 i
K22. Spomenuti autohtoni sojevi K16 i K26 daju i visok
sadrzaj ukupnog dusika u nadzemnom djelu biljke pa bi
ih se moglo izdvoijiti kao potencijalno visoko ucinkovite
sojeve. Rezultate istraZivanja u kontroliranim uvjetima
potrebno je provjeriti u poljskim uvjetima kao i na ve¢em
broju kultivara sto¢nog graska kako bi se utvrdile najbolje
simbiozne zajednice sorte biljke domadina i soja na tlima
razli¢itih svojstava. Sva navedena istrazivanja su u cilju
selekcije najucinkovitijih sojeva koji se koristili za pripremu
kvalitetnog komercijalnog inokuluma kod predsjetvene

bakterizacije sto¢nog graska.
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