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Fenotipska karakterizacija autohtonih sojeva rizobija
koje noduliraju soju

Sazetak

KvrZicne bakterije u simbioznim zajednicama s mahunarkama omogucuju znacajan unos bioloski
vezanog dusika u tlo. Veliku vaznost ima odabir sojeva koji su otporni na stresne uvjete u tlu. Danas se sve
vise susrecemo s ekstremnim vremenskim uvjetima te je od iznimne vaznosti selekcija visoko ucinkovitih
sojeva kvrzicnih bakterija (rizobija) kako bi predsjetvena bakterizacija sjemena mahunarki bila uspjesna.
Cilj ovog istraZivanja bio je utvrditi fenotipske karakteristike sojeva kvrzi¢nih bakterija izoliranih iz kvrZica
soje u uvjetima koji su izvan optimalnih vrijednosti za njihov rast. Uzorci tla za izolaciju sojeva prikupljeni
su s podrucja Koprivnicko-krizevacke, Bjelovarsko-bilogorske i Vukovarsko- srijemske Zupanije. Sposobnost
rasta sojeva ispitivana je na razli¢itim pH vrijednostima, temperaturama, koncentracijama soli, izvorima
ugljiikohidrata te je testirana osjetljivost na antibiotike. U svrhu utvrdivanja biokemijskog statusa svakog
pojedinog izolata provedena su tribiokemijska testa (oksidaza, ureaza i katalaza) te su istrazene morfoloske
karakteristike izolata. Utvrdeno je da je vecina autohtonih sojeva rizobija iz ovog istrazivanja u in vitro
uvjetima pokazala znacajnu otpornost na ispitivane uvjete, ali i da se medusobno znacajno razlikuju po
odredenim svojstvima. Izolati K2 i K3 iz Koprivnicko-kriZzevacke Zupanije pokazali su najvecu tolerantnost
na povisene koncentracije soli. Od ispitivanih antibiotika, ampicilin je imao najslabiji utjecaj na izolate,
dok su na streptomicin izolati bili najosjetljiviji. Dobiveni rezultati ukazuju na znacaj selekcije autohtonih
sojevarizobija.

Kljuéne rijeci: soja (Glycine max L.), kvrzicne bakterije, fenotipska karakterizacija sojeva, biokemijski
testovi

Uvod

Soja [Glycine max (L.) Merr.] pripada porodici mahunarki (Fabaceae), podporodici Papiliona-
ceae (Fabaceae). Jedna je od najznacajnijih kultura u svijetu koja ima Siroku primjenu u brojnim
industrijama te je prepoznata kao visoko kvalitetan izvor ljudske i sto¢ne hrane te vazna siro-
vina za preradivacku industriju (Vrataric i Sudari¢, 2008). Domaca poljoprivredna proizvodnja
soje u procesu je prilagodavanja agrarnoj politici Europske unije, koja daje prednost intenziv-
nijem uzgoju soje u odnosu na tradicionalni uzgoj psenice i kukuruza koji u Republici Hrvatskoj
zauzimaju najveci dio poljoprivrednih povrsina.

Mineralna gnojiva imala su znacajan utjecaj na proizvodnju hrane u proslosti no i danas
predstavljaju dio moderne poljoprivredne proizvodnje. Njihov utjecaj na okolis i zdravlje ljudi
predstavlja glavno ogranicenje njihove prekomjerne upotrebe. Zbog svega navedenog nalaze
se vece iskoristavanje bioloskih alternativa s ciljem smanjenja uporabe mineralnih dusicnih
gnojiva.

Bioloska fiksacija dusika jedan je od najvise istrazivanih i prakti¢no primjenjivih mikrobio-
loskih procesa te je vazna sastavnica procesa kruzenja dusika u prirodi. Sposobnost usvajanja
elementarnog dusika iz zraka ogranicena je na nekoliko rodova prokariotskih mikroorganiza-
ma (cijanobakterije i bakterije) koje mogu enzimatskim sustavom- nitrogenazom reducirati
elementarni dusik do amonijaka. Proces simbiozne fiksacije dusika osiguran je adekvatnim
mutualistickim odnosom, simbioznom interakcijom mahunarki i kvrzi¢nih bakterija (rizobija).
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Medu fiksatorima dusika koji noduliraju soju vazno je spomenuti brzorastuce bakterije iz roda
Sinorhizobium (Ensifer): S. frediii S. xinjiangense, ali i ve¢ poznate spororastuce kvrzi¢ne bakterije
roda Bradyrhizobium, najcesc¢ih vrsta B. japonicum, B. diazoefficiens, B. ottawaense i B. elkanii,
(Ormeno-Orrillo i Rartinez-Romero, 2019).

Inokulacija raznih sorti soje sa uc¢inkovitim autohtonim sojevima rizobija moze dati slican
prinos zrna kao i primjena mineralnih dusi¢nih gnojiva. Rezultat je to brojnih istrazivanja po-
put Hungria i sur. (2015) za B. japonicum i B. diazoefficiens u Brazilu, Koziel i sur. (2013) za B.
japonicum u Poljskoj, Laggett i sur. (2017) za B. japonicum u Agrentini, Thuita i sur. (2018) za B.
japonicum i B. diazoefficiens u Keniji. Znacajne razlike u kolicini usvojenog dusika posljedica su
genetskih karakteristika i simbiozne ucinkovitosti razlicitih sojeva rizobija te njihove kompati-
bilnosti s biljkom (Blazinkov i sur,, 2012).

Selekcijom visoko ucinkovitih sojeva rizobija i njihovom primjenom u uzgoju mahunarki
ostvaruju se veci prinosi, bolje kakvoce uz manja ulaganja (Sikora i Redzepovi¢, 2000). Poten-
cijal selekcije autohtonih sojeva lezi u tome $to se oni mogu bolje adaptirati na nepovoljne
uvjete tlai imaju vecu kompeticijsku sposobnost prema ostalim bakterijama tla, zbog toga se
odlikuju vecom simbioznom ucinkovitoscu. Ovo dokazuje da je proucavanje raznolikosti au-
tohtonih rizobija vazno u nastojanju da se pronade soj koji je dobro prilagoden na nepovoljne
uvjete u tlu i ucinkovit u fiksaciji dusika kako bi se predsjetvenom bakterizacijom soje unapri-
jedio uzgoj ove vrlo vrijedne kulture u Hrvatskoj.

Glavni cilj rada je utvrditi fenotipska svojstva autohtonih sojeva rizobija koje karakterizira
sposobnost stvaranja ucinkovitih simbioznih zajednica sa sojom kako bi se mogli izabrati soje-
vi koji pokazuju najvecu otpornost na nepovoljne agroekoloske uvjete koji su ¢esto prisutni u
podrucju uzgoja soje u nasoj zemlji.

Materijali i metode

Pedoloske analize

Uzorci tla za izolaciju autohtonih sojeva rizobija sakupljeni su s poljoprivrednih povrsina
koje se koriste za uzgoj ratarskih kultura. Uzorci su uzeti iz orani¢nog horizonta dubine 0-30 cm
sa 17 razlicitih lokacija Koprivnicko-krizevacke, Bjelovarsko-bilogorske i Vukovarsko-srijemske
zupanije. U Zavodu za pedologiju Agronomskog fakulteta u Zagrebu odredene su fizikalno-
kemijske karakteristike istrazivanih tala te njihova sistematska pripadnost.

Izolacija autohtnoih sojeva rizobija

Za izolaciju autohtonih sojeva rizobija, postavljen je pokus u plasteniku. Sjeme soje, sorta
Lucija, povrsinski je sterilizirano i posijano u prethodno dezinficirane lonce s tlom. Kvrzice s
korijena soje prikupljene su u fazi pune cvatnje. 1zolacija autohtonih sojeva rizobija iz kvrzica
izvriena je standardnom metodom/postupkom (Vincent, 1970).

Morfoloska karakterizacija izolata
Morfoloska karakterizacija izolata (bojenja po Gramu) utvrdena je prema standardnom pro-
tokolu (Vincent, 1970).

Biokemijska karakterizacija izolata

U svrhu utvrdivanja fizioloskih odnosno biokemijskih osobina svakog pojedinog izolata
prema Shahzad i sur., (2012) provedena su tri biokemijska testa (katalaza, ureaza i oksidaza).
Katalaza testom utvrdena je prisutnost enzima katalaze u bakterijama ¢ija je uloga razlaganje
toksi¢nog vodikovog peroksida na molekulu kisika i vodu. Oksidaza testom izvrsena je identi-
fikacija bakterija koje sadrze citokrom c oksidazu, enzim bakterijskog transportnog lanca elek-
trona, dok ureaza testom utvrdeno prisustvo enzima ureaze koji vrsi hidrolizu uree pri cemu
nastaje amonijak i CO,.

19



glasnik zastite bilja 65

podine

Ekoloska karakterizacija izolata

Optimalne temperature za rast kvrzi¢nih bakterija su od 25-30 °C. Da bi se ispitalo kako
razlicite temperature utjecu na rast pojedinih izolata, ispitan je rast na temperaturama od 37 °C
i 42 °C (Niste et al.,, 2015).

Standardna hranjiva podloga koja se smatra optimalna za rast rizobija sadrzi 0,01 % NaCl-a.
U ovom istrazivanju ispitana je sposobnosti rasta izolata na 1% ,2 % i 3 % koncentraciji NaCl
(Romdhane et al., 2009).

Optimalan pH medija za rizobije je 6.8, no u svrhu utvrdivanja sposobnosti rasta na razlici-
tim pH vrijednostima prema Shamseldin i Wemer (2005) provedeno je ispitivanje rasta izolata
na Cetiri razlicite pH vrijednosti (pH 4.5, pH 5.5, pH 9 i pH 11).

Otpornost na antibiotike

U svrhu ispitivanja otpornosti izolata na odredene antibiotike, proveden je test osjetljivosti
filter disk metodom (Dekak i sur., 2018). U tu svrhu koristene su cetiri razli¢ite vrste antibiotika:
ampicilin, streptomicin, eritromicin i kanamicin razlicitih koncentracija (10, 15i 30 pg mL".

Rast sojeva na razli¢itim izvorima ugljikohidrata

Standardna podloga za rast rizobija sadrzi manitol kao izvor ugljikohidrata. U svrhu ispi-
tivanja sposobnosti rasta izolata na drugim izvorima ugljikohidrata provest ce se ispitivanje
na YMA (Yeast Mannitol Agar) podlogama koje ¢e umjesto standardnog manitola sadrzavati
druge ugljikohidrate kao izvore ugljika (Dekak i sur., 2018).

Rezultati i rasprava

Rezultati pedoloskih analize pokazuju da istrazivana tla prema klasifikaciji Husnjak (2014)
pripadaju eutricnom smedem tlu (Koprivnicko-krizevackoj zupanija), podrucje Bjelovarsko-bi-
logorske zupanije pseudoglejlinom tipu tla dok ¢ernozemnom tipu tla pripada podrucje Vuko-
varsko-srijemske zupanije. Fizikalne i kemijske analize tla napravljene su za prosjecan uzorak
svakog lokaliteta, dobiven uzimanjem s tri mjesta, dijagonalno na odabranoj parceli, iz povr-
S§inskog sloja (dubine 0-30 cm).

Fizikalne analize tla pokazuju da najveci broj uzoraka (15 od 18) ima teksturnu oznaku pras-
kasto ilovasto (Tablica 1) sto je odredeno prema sadrzaju mehanickih cestica (krupnog pijeska,
sitnog pijeska, krupnog praha, sitnog praha i gline) dok preostalih pet uzoraka ima praskasto
glinasto ilovastu (V3,V4,V5).

Tablica 1. Tekstura istrazivanih tala
Table 1. The texture of the investigated soils

Sadrzaj mehanickih cestica tla (%)

Oznaka

ke Kvpik  Stue e Stienh e taun
mm mm mm mm mm
Vi1,V2 1.0 38 358 32,9 26,5 Prl
V3, v4 06 26 32,7 342 299 PrGl
V5 0,3 09 344 348 296 PrGl
Ve 0,5 09 384 35,7 24,5 Prl
H1 04 28 48,0 299 18,9 Prl
H2, H3 0,5 37 504 293 16,1 Prl
H4 0,3 39 50,0 26,9 18,9 Pril
H5, HE 1,1 38 508 27.5 16,8 Pri
K1, K2 14 33 46,2 32,9 16,2 Prl
K3, K4 1,2 34 28,7 48,7 18,0 Prl
K5, K& 04 3.7 52,1 295 14,3 Prl
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H1-H6 uzorci s podrucja Bjelovarsko-bilogorske zupanije; K1-Ké uzorci s podrucja Kopriv-
nicko-krizevacke zupanije; V1-V6 uzorci s podrucja Vukovarsko-srijemske zupanije; Prl- praska-
sta ilovaca; PrGl- praskasta glinasta ilovaca

Kemijske analize pokazuju da dominiraju kisela tla (Tablica 2). Cetiri tla su jako kisela (H1,
H4, H5, H6), a takva tla su zastupljena u Bjelovarsko-bilogorskoj zupaniji. Sedam uzoraka tala
koja su su kisela sakupljena su sa podrucja Koprivnicko-krizevacke zupanije (K1, K2, K5K6),
Bjelovarsko-bilogorske zupanije (H2, H3) i Vukovarsko-srijemske (V5). Pet slabo kiselih tala (V1,
V2,V3,V4,V6) uzorkovanih su s podrucja Vukovarsko-srijemske zupanije dok su preostala dva
uzorka tla (K3, K4) uzorkovani s podrué¢ja Koprivni¢ko-krizevacke zupanije. Sto se tice sadrzaja
humusa, 16 uzoraka tala je slabo humozno, a samo dva uzoraka (K3, K4) su bila dosta humozna.
Prema sadrzaju ukupnog dusika, vecina tala (njih 16) spada u tla dobro opskrbljena dusikom
dok ih je dva umjereno opskrbljeno.

Tablica 2. Kemijske karakteristike uzorkovanih tala: sadrzaj humusa i reakcija tla
Table 2. Chemical characteristics of soil samples: humus content and soil reaction

Sadrzaj humusa pH (reakcija tla)

Oznaka uzorka % Interpretacija H20 KCl Interpretacija
V1,2 217 slabo 6,93 5,62 slabo kiselo
V3, V4 2,38 slabo 7.1 6,02 slabo kiselo
V5 2,33 slabo 6,41 480 kiselo
V& 1,9 slabo 6,77 5,55 slabo kiselo
H1 217 slabo 510 3,98 jako kiselo
H2, H3 2,51 slabo 6,00 464 kiselo
H4 1,81 slabo 5,55 426 jako kiselo
H5, H6 1,68 slabo 577 438 jako kiselo
K1, K2 2,38 slabo 6,33 5,09 kiselo
K3, K4 3,67 slabo 7,91 7,24 alkalicno
K5, K6 2,15 slabo 5,93 4,75 kiselo

Tehnikom bojanja po Gramu utvrdeno je kako su svi izolati Gram negativni stapici. Nakon
provedbe katalaza testa utvrdeno je da su svi izolati katalaza negativni. Provedenim ureaza
testom utvrdeno je da vecina ispitanih sojeva nema sposobnost razgradnje uree. Samo 30 %
izolata pokazalo je pozitivnu reakciju. Provedenim oksidaza testom utvrdeno je da 40 % ispita-
nih izolata pokazuje pozitivnu reakciju te da posjeduje enzim citokrom oksidazu.

Ekoloska karakterizacija izolata prikazana je u tablici 3. Iz tablice 3. se moze vidjeti da ve-
¢ina izolata ima sposobnost rasta na visokim temperaturama (37°C) sto je vrlo zanimljivo ako
uzmemo u obzir da su sojevi izolirani iz tala istocne i sjeverozapadne Hrvatske koja se nalaze
u podrucju umjereno tople klime ¢ije se srednje temperature zraka najtoplijih mjeseci krecu
od 18 do 22 °C. Prema podacima Drzavnog hidrometeoroloskog zavoda, u ovom podrucju u
ljetnim mjesecima zabiljezene su maksimalne temperature zraka od 35,1 do 39,9 °C pa je spo-
sobnost autohtonih sojeva da toleriraju tako visoke temperature vrlo znacajna karakteristika.
Tipski sojevi kao i referentni imaju sposobnost rasta i na temperaturi 42°C.

Najvecu sposobnost rasta na povisenim koncentracijama NaCl-a pokazali su izolati s po-
drucja Koprivnicko-krizevacke zupanije, kao i referentni i tipski sojevi (Tablica 3). Dong i sur.
(2017) ukazuju da postoje znacajne razlike izmedu razlicitih vrsta rizobija u pogledu toleran-
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tnosti na povisene koncentracije soli. Laranjo i Oliveira (2011) navode na su na povisene kon-
centracije soli najvise osjetljive vrste roda Bradyrhizobium, dok Rhizobium i Sinorhizobium vrste
pokazuju vecu tolerantnost. Salinitet je jedan od ¢imbenika koji mogu nepovoljno utjecati na
vode da izolacija rizobija tolerantnih na povisene koncentracije NaCl-a predstavlja jednu od
najznacajnijih metoda kojom se ublazava ekoloski problem povisenog saliniteta tla ¢ime se
omogucava bolji rast biljaka domacina.

Svi ispitivani izolati pokazuju dobar rast na pH 4,5. Svih 18 ispitanih izolata imalo je poziti-
vanrast napH 5,5i9, dok na pH 11 rasla su samo tri izolata (V1,V2 iV6). Tipski sojevi kao i refe-
rentni soj pokazali su dobar rast na svim ispitivanim pH vrijednostima. Hinsinger i sur. (2003)
navode da vrste roda Bradyrhizobium pokazuju bolji rast u kiselom mediju u odnosu na vrste
roda Shizorhizobium koje bolje rastu u neutralnom i alkalnom mediju.

Tablica 3. Stupanj tolerancije razli¢itih sojeva rizobija na razlicite koncentracije NaCl, pH
vrijednosti i temperaturu

Table 3. Tolerance degree of rhizobial strains to different NaCl concentrations, pH values
and temperature

Oznaka uzorka MNaCl % pH T(C®)
V1 0,01 4.5-11 28-37
V2 0,1-1 4,5-11 28-37
V3 0,01 45-9 28-37
Va 0,01-1 45-9 2837
V5 0,01-1 45-9 28-37
Ve 0,01 459 2837
H1 0,01-2 4,5-9 28-37
H2 0,01-1 45-9 28-37
H3 0,01-1 45-9 28-37
H4 0,01-1 45-9 28-37
H5 0,01 45-9 28-37
H& 0,01 45-9 28-37
K1 0,01-2 45-9 28-37
K2 0,01-3 45-9 28-37
K3 0,01-3 45-9 28-37
K4 0,01-2 45-9 28-37
K5 0,01 4 .5-9 28-37
Ke 0,01 459 2837

Rezultati istrazivanja osjetljivosti na antibiotike prikazani su tablici 4. Osjetljivost na anti-
biotike razlikuje se izmedu razli¢itih vrsta rizobija, ali i izmedu sojeva istih vrsta. Izolati iz ovog
istrazivanja bili su najotporniji na djelovanje ampicilina gdje je vecina izolata dobro rasla u
njegovom prisustvu stvarajuci minimalne zone oko diskova. Streptomicin je imao najstetniji
ucinak na ispitivane sojeve, potom eritomicin i kanamicin.
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Tablica 4. Stupanj tolerancije sojeva rizobija na razli¢ite koncentracije antibotika
Table 4. Antibiotic resistance of rhizobial isolates to different concentration of antibiotics

Rezistencija %
Antibiotik 10 pg mL? 15 pg mL! 30 pg mL!
Ampicilin 100 100 78
Streptomicin 20 5 0
Eritromicin 50 36 28
Kanamicin 68 50 35

Rizobije su kemoorganotrofni mikroorganizmi (Pattnaik i sur., 2019) te kao takvi mogu is-
koristavati velik broj ugljikovih spojeva za rast. Spektar tih komponenti ovisi o soju rizobija,
te moze dati uvid u prilagodbu na rizosferu biljke domacina kao i na organske spojeve u tlu.
Rezultati istrazivanja ukazuju da su svi sojevi iskoristavali manitol, saharozu, maltozu, rafinozu,
galaktozu, dekstrozu i fruktozu kao izvore ugljika sto je bilo vidljivo iz njihovog rasta na hranji-
vim podlogama koje sadrze navedene Secere. Jedini soj koji nije rastao u prisutnosti laktoze je
V6. Ovakvirezultati su u skladu sa prethodnim istraZivanjima narizobijama izoliranim iz kvrzica
soje i drugih sporo rastucih rizobija (Hungria i sur., 2013).

Zakljucak

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuciti da se autohtoni
sojevi rizobija koji noduliraju soju medusobno znacajno razlikuju po svojim svojstvima

Utvrdene su razlike u njihovim biokemijskim svojstvima te je uocena znacajna otpomost
prema nepovoljnim ¢imbenicima poput povisene temperature, povecanog sadrzaja NaCl-a te
niske pH vrijednosti sto ima vaznu ulogu u njihovoj potencijalnoj primjeni u pripremi prepara-
ta za predsjetvenu inokulaciju soje.

Daljniji tijek istrazivanja vodio bi detaljnoj molekulamoj karakterizaciji sojeva koja bi omo-
gudila identifikaciju na razini roda, vrste i soja.

Napomena

Rezultati prezentirani u ovom radu nastali su kao rezultat Diplomskog rada Nike Skendro-
vi¢ koji je izraden na Zavodu za mikrobiologiju Agronomskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu
pod naslovom, Fenotipska karakterizacija autohtonih sojeva kvrzi¢nih bakterija koje noduliraju
soju”
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Phenotypic characterization of indigenous soybean rhizobia

Abstract

Nodule bacteria in symbiotic communities with legumes allow a significant uptake of biologically fixed
nitrogen into the soil. The selection of strains that are resistant to stressful soil conditions is of great
importance. Selection of highly efficient strains of nodule bacteria (rhizobia) for successful pre-sowing
bacterization of lequme seed is especially important today, when we are increasingly faced with extreme
weather conditions. The aim of this study was to determine the phenotypic characteristics of strains of
nodule bacteria isolated from soybean nodules under conditions that are beyond the optimal values for
their growth. Soil samples for strain isolation were collected from Koprivnica-Krizevci, Bjelovar- Bilogora
and Vukovar-Srijem counties. The ability of strains to grow was tested at different pH values, temperatures,
salt concentrations and carbohydrate sources. Antibiotic susceptibility was tested as well. In order to
determine the biochemical status of each individual isolate, three biochemical tests (oxidase, urease and
catalase) were performed, and the morphological characteristics of the isolates were investigated. It was
found that most indigenous strains of rhizobia from this study in vitro showed significant resistance to
testing conditions, but they also differ significantly from each otherin certain properties. Isolates K2 and K3
from Koprivnica-Krizevci county showed the highest tolerance to elevated salt concentrations. From tested
antibiotics, ampicillin showed to have the weakest effect on the selected isolates, while the isolates were
most sensitive to streptomycin. The obtained results indicate the importance of selection of autochthonous
strains of rhizobia.

Keywords: soybean (Glycine max L.), nodule bacteria, phenotypic characterization of strains, biochemical
tests
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