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Utjecaj rizobakterije Azospirillum brasilense na rast
i sadrzaj makrohraniva u listu kod kontejnerskog
uzgoja podloga treSnje

The influence of Azospirillum brasilense on growth and leaf
macronutrient composition of pot-grown sweet cherry rootstocks

S. Kolega, G. Fruk, S. Marecelié¢, T. Kos

SAZETAK

TreS$nja je popularna vrsta kosSti¢avog voca, posebice za svjezu potroSnju.
Podloge SL 64, MaxMa 14 i Gisela 5 pokazuju dobru prilagodljivost za razlicita
podrucja uzgoja. Rizobakterije u tlu poti¢u rast biljaka te izravno ili neizravno
utjeCu na razvoj biljke. Vrsta Azospirillum brasilense Tarrand, Krieg i
Dobereiner, 1978., pozitivno pridonosi rastu biljke. Utjecaj 4. brasilense na
kontejnerski uzgojene podloge kostiCavih vrsta do sada je nedovoljno istrazen.
Ciljevi rada su utvrditi vegetativni rast, indeks sadrzaja klorofila (CCI) i
makrohraniva u li§¢u podloga tresnje kao rezultat zalijevanja sadnica podloge
rizobakterijom. Ispitan je utjecaj mikrobioloskog gnojiva AZOS (4. brasilense,
10° CFU g™) na vegetativni rast, indeks sadrzaja klorofila (CCI) i sadrzaj
makrohraniva u liS¢u sadnica podloga tresnje SL 64, MaxMa 14 i Gisela 5 u
kontejnerskom uzgoju. Poljski pokus u slucajnom bloknom rasporedu (n=3)
ukljucivao je tretmane: T1 (mjesecno zalijevanje, 1,12 g L™), T2 (dvomjesecno) i
kontrolu TO. Uzorci listova su prikupljeni i analizirani u laboratoriju. Podaci su
obradeni dvosmjernom analizom varijance (ANOVA), dok je znacajnost razlika
izmedu srednjih vrijednosti utvrdena Duncanovim testom (p<0,05). Na temelju
dobivenih rezultata vidljivo je da su T1 i T2 znacajno povecali poprecni presjek
debla (103,8 i 101,5 mm?), sadrzaj N (1,83 % i 1,72 %), uz znacajno smanjenje
sadrzaja Ca (1,26 % 1 1,21 %) u odnosu na kontrolu. Podloga SL 64 ostvarila
najve¢i TCSA (124,5 mm?), a MaxMa 14 najvisi N (1,86 %). Ovo je prvo
istrazivanje utjecaja A. brasilense na podloge treSnje u poljskim uvjetima koje
otkriva specificne interakcije genotipa i tretmana, potvrdujuci potencijal PGPRa
za smanjenje mineralnih gnojiva u kontejnerskom uzgoju.

Kljucne rije¢i: AZOS, CCI, Gisela 5, inokulacija, makrohraniva, MaxMa
14, poprecni presjek, SL 64
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ABSTRACT

Sweet cherry is a popular stone fruit, particularly for fresh consumption.
SL 64, MaxMa 14 and Gisela 5 are rootstocks with good adaptability to different
production areas. Plant growth-promoting rhizobacteria directly or indirectly
affect plant development. Azospirillum brasilense contributes positively to plant
growth. The influence of 4. brasilense on pot-grown stone fruit rootstocks has
been insufficiently investigated. The aim of the work was to determine the
vegetative activity, chlorophyll content index (CCI) and leaf macronutrient
composition of three cherry rootstocks due to the application of A. brasilense.
The study investigated the effect of the microbial fertilizer AZOS (4. brasilense,
10° CFU g™) on vegetative growth, chlorophyll content index (CCI), and leaf
macronutrient content of pot-grown cherry rootstocks SL 64, MaxMa 14, and
Gisela 5. The field experiment was conducted using a randomized complete
block design with three replications. Treatments included included monthly
(T1, 1.12 g L™), bi-monthly (T2), and control (TO) applications. Leaf samples
were collected and analyzed in the laboratory. Data were analyzed using two-way
ANOVA, and the significance of differences between mean values was
determined by Duncan’s multiple range test (p<0.05). Based on the obtained
results, T1 and T2 increased TCSA (103.8 and 101.5 vs. 93.9 mm?), CCI
(TxR interaction, P<0.05), N content (1.83 and 1.72 vs. 1.53%) and reduced Ca
(1.26 and 1.21 vs. 1.35%). SL 64 showed highest TCSA (124.5 mm?) and MaxMa
14 highest N (1.86%). This was first field study documenting A4. brasilense
genotype-specific effects on cherry rootstocks, validating PGPR potential to
reduce mineral fertilizer use in pot production.

Keywords: AZOS, CCI, Gisela 5, inoculation, macronutrients, MaxMa 14,
SL 64, TCSA

UvOD

Podloga ima klju¢nu ulogu u regulaciji vegetativnog rasta, ishrane i adaptacije
sadnice jer direktno utjece na razvoj cijepljene sorte i apsorpciju hranjivih tvari.
Sadni materijal za nove nasade treSanja uglavnom dolazi iz stranih komercijalnih
rasadnika koji koriste podloge slabije bujnosti i prilagodljive veem rasponu
proizvodnih uvjeta. Dobar odabir podloge poboljSava ukorjenjivanje, otpornost na
patogene, apsorpciju hraniva i toleranciju na stresne uvjete (Gainza i sur., 2015.),
te regulira vegetativni rast, bujnost, prinos i kvalitetu ploda (Szot i Meland, 2001.;
Miljkovi¢ i sur., 2002.; Cmelik i sur., 2004.; Duralija i sur., 2007.).



S. Kolega i sur.: Utjecaj rizobakterije Azospirillum brasilense na rast
i sadrzaj makrohraniva u listu kod kontejnerskog uzgoja podloga tre$nje

Klonske podloge odabrane kroz programe oplemenjivanja polako
zamjenjuju zastarjele sjemenjake u integriranoj 1 ekoloSkoj vocarskoj
proizvodnji (Granatstein i Kupferman, 2008.).

Podloga treSnje koja se Cesto koristi u voénjacima diljem Mediterana je
Santa Lucia 64 - SL 64 (Prunus mahaleb L.), srednje bujna, te pogodna za suha
i vapnena tla, (CTIFL, 2014.). Dobro se ukorjenjuje u tlo, no osjetljiva je na
teska tla i asfiksiju korijena (Miljkovi¢ i sur., 2002.).

Podloga koja takoder jasno pokazuje pozitivha svojstva u razli¢itim
uzgojnim uvjetima je MaxMa® 14 (Prunus mahaleb x Prunus avium) (Perry,
1985.). U usporedbi s podlogom SL 64, MaxMa 14 je slabije bujnosti, istice se
razgranatom i dubokom korijenovom mrezom (Miljkovi¢ i sur., 2002.) dok
sorte na njoj ranije prorode i daju visok i stalan prirod. Podloga tolerira Siri
raspon tala u odnosu na SL 64 (CTIFL, 2014.).

Nadalje, za gusti sklop u intenzivnim nasadima sade se sadnice uzgojene
na slabo bujnim podlogama, medu kojima prevladava Gisela® 5 (P. cerasus x
P. canescens) (Vujovié¢ 1 sur., 2012) koja zahtijeva svjeza i plodna tla, ali i
redovito navodnjavanje (Miljkovi¢ i sur., 2002.).

Danas, intenzivna rasadniCarska proizvodnja zahtijeva bolju kvalitetu sadnog
materijala, uz potrebu smanjenja mineralnih gnojiva, potaknuli su interes za
odrzivom tehnologijom uzgoja (Esitken i sur., 2005.). Opcenito, u odrzivoj
poljoprivrednoj praksi naglasak je stavljen na upotrebu razlicitih bioloskih,
mikrobioloskih i biotehni¢kih formulacija koji imaju moguénost oporavljanja
mikrobioloski osiromaSenih tala (du Jardin, 2015). Poznato je da upotreba
mikrobioloskih gnojiva koja sadrze korisne mikroorganizme umjesto sintetskih
kemikalija poboljSava razvoj biljke putem opskrbe hranivima i doprinosi
produktivnosti tla (O’Connell, 1992.). Mikrobioloska inokulacija biljaka vazna je
za poticanje njihovog rasta u nepovoljnim ekoloskim uvjetima (Malusa i sur.,
2007.; Gluszek 1 sur., 2021.). Isto tako, uzgoj biljke u ograni¢enom prostoru kao
Sto su sadni kontejneri na neki je nacin stresan za sadnicu zbog ogranic¢enosti
prostora za normalan razvoj korijena i njegovoj podloznosti temperaturnim
oscilacijama, te brzog ocjedivanja dodane vode.

Rizobakterije koje poticu rast biljaka (PGPR) pomaZzu biljci usvojiti potrebna
hraniva putem bioloske fiksacije N, povecane topljivosti teSko dostupnih spojeva
fosfata, sekvestracije Zeljeza i biosinteze fitohormona (Cassan i sur., 2014.).
Njihove interakcije s biljkom domacinom, ali i samom rizosferom vitalne su za
razvoj biljke, ali i za oCuvanje okolisa (Prasad i sur., 2019.). PGPR iz roda
Azospirillum sposobne su kolonizirati korijen biljke i povoljno utjecati na njezin
rast. Ovaj rod uglavnom inficira travne vrste i zitarice (Ribeiro i sur., 2022.;
Abd El-Lattief, 2024.), ali vidljiv je i njihov povoljan ucinak na visegodiSnje
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vrste (Abd-Ella, 2006.; Vettori i sur., 2010.; Zaghloul i Ennab, 2015.; Singh i
sur., 2024.). Istrazivanja su pokazala kako se PGPR A. brasilense moze koristiti
kao mikrobiolosko gnojivo u kombinaciji s drugim gnojivima u programima
ishrane voéaka (Abd-Ella, 2006; Singh i sur., 2024.). Istrazivanja o njenom
samostalnom uc¢inku uglavnom su usmjerena na rast biljke u kontroliranim
uvjetima (Vettori i sur., 2010.). Inokulirane reznice podloga GF 677 (P. persica x
P. amygdalus) 1 Mr.S 2/5 (P. cerasifera x P. spinosa) u kontroliranim uvjetima
pokazale su znacajne razlike u broju nodija, duljini i masi svjeze stabljike, te masi
svjezeg korijena (Russo i sur., 2008.; Vettori i sur., 2010.). Medutim, u poljskim
uvjetima, rezultati pokazuju pozitivan utjecaj 4. brasilense na rast jagode,
bijelog duda i Sec¢erne jabuke (4Annona squamosa L.) (Sudhakar i sur., 2000.;
Salazar i1 sur.,, 2012.; Singh i sur., 2024.). U takvim uvjetima uéinkovitost
rizosferne kolonizacije biljke ovisit ¢e o brojnim ¢imbenicima u poljoprivrednom
ekosustavu, medu kojima su tip tla, pH reakcija, salinitet, vlaZznost, klimatski
uvjeti lokacije i sadrzaj hraniva u tlu koji bitno utjeCu na ucinkovitost
mikroorganizama (Dobbelaere i sur., 2001.; Omar i sur., 2009.). Primjena PGPR
u rasadniCarskoj proizvodnji voénih podloga, bilo da se radi o uzgoju sadnica u
kontejnerima ili u tlu je jos uvijek nedovoljno istrazena.

Brojna istrazivanja ukazuju na potencijal PGPR u djelomicnoj ili potpunoj
zamjeni mineralnih gnojiva. Osim Sto doprinose obnovi degradiranih tala, PGPR
mogu inducirati otpornost biljaka na bioticke i abioticke stresove (Dobbelaere i
sur., 2001.; Omar i sur., 2009.). Ovakva vrsta pristupa mogla bi zadovoljiti
sadasnje standarde odrzivosti.

Analiza utjecaja A. brasilense na vegetativni rast, indeks sadrzaja klorofila i
sadrzaj makrohraniva u listovima zalijevanih podloga uzgojenim u kontejnerima
do sada nije zabiljezena. Stoga je cilj ovog rada bio ispitati utjecaj primjene
A. brasilense u razlicitim vremenskim intervalima na vegetativni rast, indeks
sadrzaja klorofila, sadrzaj makrohraniva (dusika, fosfora, kalija, kalcija i
magnezija) u listovima sadnica podloga SL 64, MaxMa 14 i Gisela 5 uzgojenih
u kontejnerima. Drugi cilj rada bio je ispitati utjecaj intervala primjene
A. brasilense na dinamiku vegetativnog rasta u Cetiri razvojne faze.

MATERIJALI I METODE

Pokus u poljskim uvjetima postavljen je 2022. godine na otoku
Ugljanu (44° 5'23.103" N, 15° 11' 1.806" E) u Zadarskoj zupaniji. U 12-litarske
kontejnere s komercijalnim supstratom (Klassman TS3) posadene su bezvirusne
jednogodisnje sadnice podloga tresnje SL 64, MaxMa 14 i Gisela 5, nabavljene
u komercijalnom rasadniku. Pocetne vrijednosti supstrata iznosile su pH 5,5-6,0
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te EC 1,0-1,5 mS cm™, sukladno deklaraciji proizvoda¢a. Ukupno 270 sadnica
(90 po podlozi) rasporedeno je na povrsini od 120 m” prema slu¢ajnom bloknom
rasporedu s tri ponavljanja (Slika 1), pri ¢emu je svako ponavljanje obuhvacalo
10 biljaka. Sukladno tome, svaki tretman (TO, T1 i T2) proveden je na ukupno 30
sadnica po pojedinoj podlozi kroz sva tri ponavljanja. U tretmanima je koriSteno
mikrobiolosko gnojivo AZOS"™ (Reforestation Technologies International, SAD)
koje sadrzi A. brasilense (10° CFU g™). U tretmanu TO koji je predstavljao
kontrolu sadnice su zalijevane kiSnicom. U tretmanu T1 sadnice su jednom
mjesetno zalijevane suspenzijom preparata AZOS u dozi od 1,12 g L™, dok su
u tretmanu T2 sadnice dvomjesecno zalijevane suspenzijom preparata AZOS
(u1 L vode) udoziod 1,12 g L™'. Sadnice su tretirane tijekom 7 mjeseci vegetacije
u razdoblju od ozujka do rujna. Tijekom rasta sve sadnice bile su zasticene od
bolesti i Stetnika prema praksi integrirane zastite bilja te su navodnjavane sustavom
kap po kap sukladno dobroj proizvodackoj praksi (2 puta tjedno).

TO SL64 T1Gisela5 | TO Gisela5 |T2MaxMa 14 T1SL64 TO SL64 T2Gisela5 | T1Gisela5 (T0MaxMa 14

T2Gisela5 T2SL64 T1SL64 TO SL64 T2Gisela5 | T1Gisela5 | TO Gisela5 T2SL64 (T2MaxMa 14

T1MaxMa14 | TO MaxMa14|T2MaxMa 14 | T1MaxMa 14 | TO Gisela5 T2SL64 T1MaxMa14 | TO MaxMa 14 T1SL64

Slika 1. Randomizirani blok dizajn pokusa. Svaka delija predstavlja 10 biljaka,
odnosno jedno ponavljanje.
Figure 1 Randomized block experimental design. Each cell represents 10 plants,
i.e., one replication.

Karakteristike vegetativnog rasta

Poprecni presjek debla svake sadnice odreden je na kraju vegetacije
mjerenjem dva okomita promjera na deblu 5 cm iznad korijenovog vrata pomocu
digitalne pomicne mjerke, te je izraCunat odgovaraju¢om formulom i izraZzen u
mm” (Westwood i Roberts, 1970.). Rast provodnice u visinu pracen je kroz &etiri
razli¢ite fenoloske faze prema BBCH skali (34 — 93) (Meier, 2001.).

Indeks sadrzaja klorofila (CCI)

Vrijednosti indeksa sadrZaja klorofila izmjerene su pocetkom srpnja pomocu
mjeraca sadrzaja klorofila CCM-200 (Opti-Sciences, Inc. SAD). Mjerenje je
provedeno na pet potpuno razvijenih zdravih listova iz srediSnjeg dijela
provodnice. Vrijednosti CCI mjerene su u jutarnjim satima (8:00 do 9:00).
Srednja vrijednost izraCunata je za svaku biljku i odredena kao CCI (Ranjbar i
sur., 2019.).
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Analiza makrohraniva u lis¢u

Potpuno razvijeni listovi bez vidljivih oSte¢enja ubrani su krajem srpnja sa
srediSnjeg dijela provodnice. Prije slanja na analizu listovi su uprosjeceni za
svako ponavljanje, te stavljeni u prethodno izvagane i oznaCene papirnate
vreéice. Masa svjeze ubranih listova za svaki uzorak bila je u prosjeku 6,50 g.
Listovi osuSeni na zraku su transportirani u Laboratorij Zavoda za ishranu bilja
Agronomskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. U laboratoriju su uzorci listova
suseni na 105°C., a nakon suSenja uzorci su izvagani na preciznoj vagi, te je za
svaki uzorak izra¢unat postotak suhe tvari kao omjer svjeze i suhe mase lista.
Potrebna koli¢ina izmrvljenog uzorka razgradena je u digestoru (MILESTONE
1200 Mega Microwave Digester) s koncentriranim kiselinama HNO; i
HCIO,. Nakon razgradnje, pomoc¢u spektrofotometra odredena je koncentracija
fosfora u listu (kao P,Os). Nadalje, pomoéu plamenog fotometra odredena je
koncentracija kalija u listu (kao K,0), dok su atomskim apsorpcijskim
spektrometrom odredene koncentracije Ca i Mg (AOAC, 2015). Konacno,
modificiranom Kjeldahl metodom odreden je ukupni sadrzaj N u listu (BS EN
13654-1:2001.).

StatistiCka analiza podataka

Podaci su obradeni u statistickom programu Statistica 14.0.0 (TIBCO,
SAD). Utjecaj faktora (tretman i podloga) te njihova interakcija na promatrane
parametre ispitani su dvosmjernom analizom varijance (ANOVA). Za analizu
razlika testiranih parametara izmedu tri podloge u razliitim tretmanima
koristen je Duncanov test viSestrukih raspona. (P <0,05).

REZULTATII RASPRAVA
Poprecni presjek debla (TCSA)

Rezultati istrazivanja utjecaja A. brasilense na poprecni presjek debla
podloga tresnje u kontejnerima prikazani u tablici 1 ukazuju na statisti¢ki
znaCajne razlike izmedu tretmana, pri ¢emu su T1 i T2 povecali poprecni
presjek debla u usporedbi s kontrolom, dok istovremeno nije bilo znacajnih
razlika izmedu mjesecne (T1) i dvomjeseéne (T2) primjene 4. brasilense.
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Tablica 1. Popreéni presjek debla (mm?) sadnica triju razli¢itih podloga trenje
zalijevanih mikrobioloskim gnojivom AZOS tijekom 2022.

Table 1 TCSA (mm?) of three different roostocks watered with microbiological

fertilizer AZOS in 2022
Tretman (T) / Treatment | Popre&ni presjek debla / TCSA (mm?®)
Tl 103,83 + 2,90°
T2 101,53 +2,47°
TO 93,9+2,36
F-vrijednost / F-value 9,84
2 <0,0001
Podloga (R) / Rootstock
Gisela 5 79,92 +1,30°
MaxMa 14 95,15 +1,45°
SL 64 124,46 +2,32°
F-vrijednost / F-value 181,11
P <0,0001
TxR
F-vrijednost / F-value 1,37
2 0,25

a,b,c. — predstavljaju statistiCki znacajne razlike izmedu srednjih vrijednosti za svaki faktor
dobivenih dvosmjernom ANOV A-om i Duncanovim testom uz P <0,001.

a,b,c — represent statistically significant differences between mean values for each factor obtained
by two-way ANOVA and Duncan's test at P<(0.001.

Prema tablici 1., sadnice podloge SL 64 ostvarile su najveéi TCSA
(124,5 mm?, za 31 % veéi od sadnica podloge MaxMa 14 i 56 % veéi od
sadnica podloge Gisela 5), dok su sadnice podloge Gisela 5 ostvarile najmanji
TCSA na kraju vegetacije (79,9 mm?). Dobiveni su rezultati o¢ekivano potvrdili
razlike u bujnosti podloga nakon jedne godine uzgoja u uvjetima rasadnika
(Miljkovi¢ i sur., 2002.; Santos i sur., 2006.; Zec i sur., 2017.; Aras i Keles,
2019.; Bujdoso6 i sur., 2019.).
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Ovakav trend rasta je u skladu s prijasnjim istraZivanjima koja isticu genotip
podloge kao kljuénu odrednicu bujnosti sadnice (Akgay i sur., 2008.; Aglar
i Yildiz, 2021.; Swierczynski, 2023.). Povriina popre¢nog presjeka vazan je
pokazatelj bujnosti stabla te osim o podlozi, ovisi i o agroekoloskim uvjetima
uzgoja i koriStenim agrotehni¢kim zahvatima (Lanauskas i sur., 2012.), ali
i primjeni odredenih poboljSivaca rasta (Al-Hadethi i sur., 2017.). Ucinak
inokulacije A. brasilense na poprecni presjek sadnice moze se povezati s
proizvodnjom regulatora rasta biljaka od strane rizobakterije. Prema literaturi,
A. brasilense sintetizira auksine, citokinine i gibereline (De Campos i sur.,
2006.; Castillo i sur., 2015.; Singh i sur., 2024.), fitohormone koji stimuliraju
vegetativni rast (Aslantas i sur., 2007.; Davies, 2010.) poboljSanjem usvajanja
hraniva (Glick, 1995.). Osim toga, prema Sorce i sur. (2002.) tip podloge iz
roda Prunus ima razliCit utjecaj na stopu transporta auksina i citokinina kroz
biljku. Pojedini autori istrazivali su primjenu A. brasilense na podlogama
roda Prunus, pri ¢emu je zabiljezen pozitivan ucinak na vegetativni rast. U
podlogama GF 677 i Mr.S 2/5 doslo je do znacajnog povecanja duljine stabljike
i broja nodija (Russo i sur., 2008.; Vettori i sur., 2010.).

Dinamika rasta provodnice

Na temelju prikazanih rezultata u tablici 2. utvrdeno je kako je prisutnost
rizobakterije 4. brasilense utjecala samo na pocetni rast provodnice kod svih
podloga. U sve Cetiri fenofaze mjerenja duljine provodnice utvrdene su znacajne
razlike izmedu podloga. Takve razlike u arhitekturi provodnice mogu imati
vazne naznake na njezin razvoj u juvenilnoj fazi (Aras i Keles, 2019.) i
pripremu debla podloge za cijepljenje.

Kod mjerenja u BBCH 34 fenofazi uoceno je da su sadnice podloge Gisela
5 imale znacajno ve¢u duljinu provodnice §to potvrduje navod o ranijem
kretanju rasta slabo bujnih podloga (Demirsoy i sur., 2022.). Takav se trend nije
nastavio, ve¢ je u kasnijim fazama do izraZaja dosao genotip podloge, te su
znac¢ajno najvece duljine izmjerene na sadnicama najbujnije podloge SL 64.
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Tablica 2. Duljina provodnice (cm) sadnica triju razli¢itih podloga treSnje mjerena
u 4 razlicite fenofaze tijekom 2022.
Table 2 Central leader length (cm) in three different rootstocks measured in 4
BBCH stages in 2022.

Tretman (T) / Treatment BBCH 34 BBCH 39 BBCH 91 BBCH 93
Tl 17,23+0,94° | 56,53+1,59 | 6695+1,92 | 69,59+2,11
T2 1748 £0,96° | 5826+1,57 | 66,40+1,96 | 72,61 £226
TO 1491+0,91° | 5720+1,54 66,07 =2,00 69,89 £2,26
F-vrijednost / F-value 16,88 1,16 0,24 0,97
P <0,0001 0,32 0,78 0,38
Podloga (R) / Rootstock
Gisela 5 2437£0,76" | 59,28+1,20° | 60,57 +1,21° | 60,57 + 1,21
MaxMa 14 8,92+0,64° | 44,78 +1,52° | 55,65+1,90° | 62,89 +2,28"
SL 64 16,34 +0,59° | 67,83 +0,94° | 83,02+ 1,30° | 88,39+ 1,64°
F-vrijednost / F-value 112,64 319,51 344,98 76,85
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
TxR
F-vrijednost / F-value 2,07 1 2,37 0,98
P 0,09 0,41 0,53 0,42

a,b,c. — predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu srednjih vrijednosti za svaki faktor
dobivenih dvosmjernom ANOV A-om i Duncanovim testom uz P < 0,001.

a,b,c — represent statistically significant differences between mean values for each factor
obtained by two-way ANOVA and Duncan's test at P<0.001.

Dinamika rasta provodnice kroz razliCite fenofaze pokazala je pozitivnu
reakciju porasta sadnica nakon prve tri inokulacije, dok je u kasnijim fazama
rasta izostao utjecaj tretmana. Moze se pretpostaviti da je inokulacija ubrzala
diobu i izduZzivanje stanica u pocetnoj fazi vegetativnog rasta. Medutim, ovaj
ucinak znacajan u kasnijim fazama (BBCH 39, 91 i 93) moZe se pripisati
genotipskom utjecaju podloga, zasi¢enju fitohormona i smanjenoj rizosfernoj
kolonizaciji nakon visestrukih inokulacija.

Takoder, interakcija izmedu tretmana i podloge nije bila statisticki znacajna
Sto ukazuje kako su efekti mikrobioloskog gnojiva na rast bili konzistentni bez
obzira na podlogu, te kako su oba faktora zasebno doprinijela sveukupnom
rastu sadnice, posebice u pocetnoj fazi. U prakti¢noj primjeni, rasadni¢ari mogu
oc¢ekivati korisno poveéanje provodnice bez obzira na bujnost podloge Sto
omogucuje dobivanje kvalitetnog materijala za cijepljenje.
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Indeks sadrzaja klorofila (CCI)

Grafikon 1. prikazuje utjecaj interakcije faktora na indeks sadrzaja klorofila
(CCI) u listovima podloga. Tretmani zalijevanja mikrobiolo§kim gnojivom
znacajno su povecali CCI u svim sadnicama podloga u odnosu na kontrolu
$to ukazuje na poboljsanje fotosintetske aktivnosti biljaka. Dobiveni rezultati
ukazuju na pozitivan u¢inak inokulacije na fizioloski odgovor sadnica.

Indeks sadrzaja klorofila
Chrolophyll content index (CCI)

50,0 x
45,0 -
40,0 be b b
35,0 «d i .
30,0 e
25.0
20,0
15,0
10,0
5,0
0,0

Gisela5 MaxMa SL64 Gisela5 MaxMa SL 64 Gisela5 MaxMa SL 64
14 14 14

T1 T2 TO

Grafikon 1. Interakcija tretmana i podloge na indeks sadrZzaja klorofila u listu
sadnica razli¢itih podloga tresnje (F =3,41, p<0,01)

Figure 1 Treatment and rootstock interaction in leaf CCI of three different
rootstocks (F =3.41, p<0.01)

Povecanje CCI moze biti posljedica poboljsane dostupnosti N i stimulacije
sinteze fitohormona (Hayat i sur., 2010.; Cassan i sur., 2020.), Nadalje,
rizobakterije mogu utjecati na povecanje ucinkovitosti fotosinteze u listu i
povecanje proizvodnje ugljikohidrata, Sto zauzvrat poti¢e vegetativni rast (Yu i
sur., 2014.). Sli¢ni su ucinci zabiljeZeni kod drugih kultura, gdje su rizobakterije
poboljsale fotosintezu i prirast (Okon, 1985; Ahemad i Kibret, 2014.). Autori
De Silva i sur. (2000.) navode kako primjena rizobakterije Pseudomonas
fluorescens [(Fligge 1886.) Migula, 1895.] povecava lisnu povrSinu i promjer
stabljike vrste Vaccinium corymbosum L. ZnaCajne varijacije medu podlogama
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sugeriraju kako pojedine podloge mogu pospjesiti fotosintetsku aktivnost kroz
uspjesniji unos hraniva. Ovo opazanje je u skladu s prethodnim istraZivanjem
koje je povezalo odabir podloge s povetanom razinom klorofila u listu i
fotosintetskom aktivnos¢u (Jiménez i sur., 2007.). Interakcija izmedu dva
faktora dodatno naglasava kako utjecaj rizobakterije na klorofil ovisi o
specifiénim karakteristikama pojedine podloge (Kolega i sur., 2024.).

Sadrzaj makrohraniva u lis¢u

U tablici 3 je prikazan sadrzaj makrohraniva (N, P,Os, K,O, Ca i Mg) u
listovima podloga tretiranim dozama AZOS-a u razliitim vremenskim
intervalima. Rezultati pokazuju znacajno povecanje sadrzaja N u listovima
tretiranih sadnica $to upucuje da A. brasilense poboljSava unos odredenih
hraniva, posebice onih koji su povezani s procesom fotosinteze (Vendruscolo i
Lima, 2021.) te bi mogle biti odgovorne za povecani sadrzaj N u tretiranim
biljkama s obzirom na to da je jedini drugi izvor N bila pocetna koli¢ina u
supstratu (Esitken i sur., 2003., 2006.). Nadalje, sadrzaj Ca je zna¢ajno smanjen
u tretiranim sadnicama u odnosu na kontrolu.

Tretman T1 u interakciji s podlogom smanjio je sadrzaj suhe tvari u listu
sadnica podloge MaxMa 14. Sadrzaj P,Os, K,O 1 Mg kod svih tretmana je na
optimalnoj razini, jedino je Ca u svim tretmanima na razini ispod optimalne
(Leece, 1975.). Brojna su istrazivanja provedena kako bi se utvrdio utjecaj
PGPR na folijarnu ishranjenost biljaka (Esitken i sur., 2003.; Shirkot i Sharma,
2005.; Esitken 1 sur., 2006.; Orhan i sur., 2006.; Pirlak i sur., 2007.; Karakurt i
Aslantas, 2010.; Ahemad i Kibret, 2014.). Tako su Esitken i sur. (2003.) otkrili
da primjena rizobakterija utjeCe na sadrzaj N, P,Os, K,0O, Ca i Mg u listovima
marelica, a Shirkot i Sharma (2005.) na sadrzaj N, P,Os i K,O u listovima
jabuka. Nadalje, Esitken i sur. (2006.) otkrili su da su tretmani rizobakterijama
povecali sadrzaj N, P,Os i K,O u listovima tresnje, dok se sadrzaj Ca i Mg u
tretmanima nije povecao. Isto tako, Swierczynski i sur. (2019.) nagladavaju
kako primjena rizobakterija u kombinaciji s ostalim bioaktivnim tvarima nije
utjecala na koncentraciju makroelemenata u listovima cijepljenih sadnica
treSnje. Pretpostavlja se da visi sadrzaj N u svim sadnicama tretiranim s
A. brasilense rezultat sposobnosti fiksacije kao $to je objavljeno u prethodnim
radovima (Rao i Dass, 1989.; Dobereiner, 1997.).
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Tablica 3. Mineralni sastav listova sadnica triju razli¢itih podloga treSnje
zalijevanih mikrobioloskim gnojivom AZOS tijekom 2022.

Table 3 Leaf mineral composition in three different roostocks watered with
microbiological fertilizer AZOS in 2022.

5
ement | oWy | N0 | POseo | woco |0 | o8

Tl 39,70 0,90 | 1,83 +0,11%| 0,59 + 0,04 | 2,49 0,16 | 1,26 + 0,09 | 0,57 + 0,08

T2 39,20+ 1,06 | 1,72 +0,08" | 0,57 0,03 | 2,44 0,17 | 1,21 +0,06°| 0,59 + 0,08

TO 39,34 +0,97 | 1,53 +0,05°| 0,58 0,05 | 2,63 0,13 | 1,35 +0,03* | 0,50 = 0,06

i:i;lljs:m“ 0,78 15,86 0,09 1,75 5,50 2,67

P 0,48 0,0001 0,91 0,20 0,01 0,09

Podloga (R)

Rootstock

Gisela 5 41,78 +1,02° | 1,46 = 0,04° | 0,61 0,05 | 3,05 % 0,07* | 1,06 = 0,06" | 0,28 = 0,01"

MaxMa 14 39,61 = 1,86" | 1,92 £0,09" | 0,52+0,03 | 2,14 0,11°| 1,37 £0,03* | 0,72 = 0,04"

SL 64 35,85+ 1,155 | 1,70 £0,05° | 0,61 =0,02 | 2,38 + 0,04 | 1,40 £ 0,03 | 0,66 + 0,03"

E:‘V’;‘IJE:“"“ 6131 37,26 1,72 39,54 40,01 77,49

P <0,0001 <0,0001 021 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001

TxR

E::;Jz:m“ 3,91 4,60 0,92 1,30 4,46 1,92

P 0,02 0,01 0,47 031 0,01 0,15

! ST — masa suhe tvari, DW — dry weight

% a,b,c. — predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu srednjih vrijednosti za svaki faktor
dobivenih dvosmjernom ANOV A-om i Duncanovim testom uz P < 0,001.

a,b,c — represent statistically significant differences between mean values for each factor
obtained by two-way ANOVA and Duncan's test at P<0.001.

2

Podloga je znac¢ajno utjecala na suhu tvar te sadrzaj N, K,O, Ca i Mg u listu,
odnosno znacajne razlike u pogledu sadrzaja makrohraniva su opazene medu
razli¢itim podlogama. Primjerice, sadnice podloge MaxMa 14 imale su
znacajno najveci sadrzaj N, klju¢nog elementa u sintezi proteina i sveukupnoj
aktivnosti metabolizma. Naprotiv, sadnice podloge Gisela 5 pokazale su
znac¢ajno nizi sadrzaj N, Ca i Mg koji su kljuéni sa stabilnost stani¢ne stijenke
i enzimatsku aktivnost, no kod istih je zabiljeZzen znacajno visi sadrzaj K,O.
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Takve razlike u profilu hraniva ovisno o podlozi zabiljezene su u prethodnim
radovima, naglasavaju¢i ulogu korijena u usvajanju i distribuciji hraniva
(Neilsen i Kappel, 1996.; Melakeberhan i sur., 2001.). Opc¢enito, podloga utjece
na koncentraciju hranjivih tvari u listovima i stabljici (Gainza i sur., 2015.).
U literaturi ne postoje podatci o optimalnim koncentracijama makroelemenata
u listu triju istrazenih Prunus spp. podloga, te su kao referentne vrijednosti
mineralnog sastava uzete u obzir vrijednosti listova tresnje (P. avium) (Leece,
1975.). Prema tim vrijednostima, sadrzaj N u listovima sadnica podloga MaxMa
14 1 Gisela 5 bio je nizi od optimalnog za treSnju, dok je manjak N bio izrazeniji
u listovima podloge SL 64. Za sve tri podloge, prema literaturnim podacima,
vrijednosti sadrzaj P,Os bio je na optimalnoj razini (Leece, 1975.). Najnizi
sadrzaj K,O je u listovima sadnica podloge MaxMa 14, s vrijednostima nizim
od optimalnih. Za ostale dvije podloge K,O je unutar normalnih vrijednosti.
Usporeduju¢i utvrdene vrijednosti Ca u listu treSnje s referentnim vrijednostima
(1,6 do 3,0 %), sadrzaj Ca u listovima u svim trima tretmanima je ispod granice
optimalnih vrijednosti. Nadalje, u svim podlogama Ca je nizi od optimalne
vrijednosti, dok je Mg u svim podlogama na optimalnoj razini (Leece, 1975.).
Niski K,O kod podloge MaxMa 14 ukazuje da pojedine podloge mogu biti
osjetljive na nedostatak u tlima siromasnima kalijem (Moreno i sur., 1996.). Isto
tako, prema Ystaas i Freynes (1998.) u listovima sorti Stella 1 Ulster na podlozi
Gisela 5, K20 je nizi od vrijednosti u ovom istrazivanju. Naprotiv, istovremeno
su vrijednosti P,Os, Ca 1 Mg bile priblizno jednake.

Jiménez i sur. (2007.) navode veéi sadrzaj Ca u lis¢u stabala sorti Van i
Stark Hardy Giant na podlogama MaxMa 14 i SL 64 u odnosu na podlogu
Gisela 5 $to je u skladu s izmjerenim rezultatima sadrzaja Ca. Podloga Gisela 5
takoder je imala niZe vrijednosti odredenog Mg nego SL 64 §to je isto u skladu s
rezultatima istrazivanja na sadnicama podloga i na okulantima (Jiménez i sur.,
2007.). Nedostatak Ca moze biti potaknut nepovoljnim uvjetima uzgoja, npr.
susa, Sto utjeCe na smanjeno kretanje elementa u suspenziji tla (Pilbeam i
Morley, 2007.). U ovom istrazivanju viljdiv je i antagonisti¢ki odnos Ca i Mg
Sto je u skladu s istrazivanjem Gluhi¢ i sur. (2009.).

Pozitivni efekti tretmana rizobakterijom na nekoliko parametara isti¢u
potencijalne koristi integriranja prakse s izborom podloga. Dok je veéina
istrazivanja prvenstveno fokusirana na direktan utjecaj podloge na rast (De
Salvador i sur., 2005.; Moreno i sur., 2001.), provedeno istrazivanje sugerira da
kombiniranje mikrobioloskog gnojiva s prikladnom podlogom moZe dodatno
optimizirati pripremu sadnice za cijepljenje.
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U konacnici, provedenim istrazivanjem sugerira se kako odabir prave
podloge moze biti jednako vazno kao i pridrzavanje postulata gnojidbe kod
uzgoja sadnica. Kombinirani utjecaj na vegetativni rast, sadrzaj klorofila i status
makrohraniva u liS¢u naglasava slozeno medudjelovanje izmedu genetskih
¢imbenika i agrotehni¢kih zahvata u proizvodnji snaznijih sadnica podloga
treSnje. Integrirani pristup temeljen na izboru podloge i optimizaciji gnojidbe
potvrden je u ranijim istrazivanjima provedenima na razvijenim voénim
sadnicama (Jiménez i sur., 2004.a; Jiménez i sur., 2004.b; Ake¢ay i sur., 2008.;
Aglar i Yildiz, 2021.). Istovremeno, takav pristup pruza prakticne smjernice za
povecanje produktivnosti sadnog materijala kroz primjenu odgovarajucih
podloga i precizno prilagodenih strategija gnojidbe (Swierczynski i Stachowiak,
2012.; Grzyb i sur., 2014.).

ZAKLIJUCAK

Rezultati provedenog istrazivanja pokazali su da izbor podloge znacajno
utjeCe na fenotip sadnica treSnje te njihov nutritivni status. Konkretno,
zabiljezeno je da su podloge razliCite bujnosti statisticki znacajno utjecale
na rast stabljike (poprecni presjek i provodnicu), indeks klorofila i sadrzaj
makrohraniva (N, K,O, Ca i Mg) u listovima. Primjena mikrobiolo§kog gnojiva
sa rizobakterijom A4. brasilense dodatno je poboljSala rast sadnica. Tretmani T1
i T2 znacajno su povecali rast provodnice u BBCH 34 fazi, poprecni presjek
debla sadnice i sadrzaj N u listova u odnosu na kontrolu ¢ime je potvrdeno da
koriSteno mikrobiolosko gnojivo moze smanjiti ograni¢avajuce cimbenike
ishrane prilikom uzgoja sadnica i doprinijeti rastu zdravijih podloga.
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