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PRIMJENA DIGITALNOG MIKROSKOPA
U UTVRPIVANJU STUPNJA I DINAMIKE UCINKA
HERBICIDA PENDIMETALINA NA RAST BAKTERIJA
Bradyrhizobium japonicum

THE USE OF A DIGITAL MICROSCOPE IN THE EVALUATION OF
THE EFFECT OF HERBICIDE PENDIMETHALIN ON THE
GROWTH OF BACTERIA Bradyrhizobium japonicum

Filipa Burul, Ana Pintar, Klara Barié¢

SAZETAK

Cilj istrazivanja bio je primjenom digitalnog mikroskopa utvrditi utjecaj
i dinamiku ucinka razli¢itih koncentracija herbicida pendimetalina na rast
bakterije Bradyrhizobium japonicum. lIstrazivane koncentracije pendimetalina
iznosile su 0,00; 0,165; 0,33; 0,66; 1,32 1 2,64%. Koncentracija 0,66% odgovara
koli¢ini pendimetalina koja se uobiCajeno primjenjuje u praksi (registrirana
dozacija). Utjecaj pendimetalina na rast bakterija utvrdivan je mjerenjem S§irine
zone inhibicije oko filter-diskova tretiranih istrazivanim koncentracijama
pendimetalina 5, 7, 10 i 12 dana nakon nacjepljivanja (DNN) bakterija na
hranjivu podlogu. Najmanji inhibitorni u¢inak utvrden je kod prvog mjerenja
(5 DNN), kad se prosjecna Sirina zone inhibicije kretala od 0,18 mm kod
najnize (0,165%) do 0,97 mm kod najvise (2,64%) istrazivane koncentracije.
Pri svakom sljedeCem mjerenju utvrdena je progresija inhibitornog ucinka
pendimetalina na rast bakterija. Najve¢i inhibitorni ucinak utvrden je kod
posljednjeg mjerenja (12 DNN) kad je Sirina zone inhibicije kod koncentracije
pendimetalina od 0,165% iznosila 0,61 mm. Poveé¢anjem koncentracije znatno
se povecavala, te je kod koncentracije od 2,64% iznosila 2,46 mm. Rezultati
istrazivanja ukazuju na negativan ucinak herbicida pendimetalina na rast
bakterija B. japonicum ¢ak i kod koncentracija manjih od preporucene koja se
primjenjuje u praksi.

Kljuéne rijeci: Bradyrhizobium japonicum, digitalni mikroskop, inhibicija,
pendimetalin
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ABSTRACT

The objective of this study was to determine the effect of different
concentrations of herbicide pendimethalin on the growth of nitrogen-fixing
bacteria Bradyrhizobium japonicum using a digital microscope. Pendimethalin
was applied at concentrations of 0.00; 0.165; 0.33; 0.66; 1.32 and 2.64%, where
the concentration of 0.66% presents the amount of herbicide which is usually
applied in the field (recommended dose). The influence of pendimethalin
on the growth of B. japonicum was determined by measuring the width of the
inhibition zone around the discs 5, 7, 10 and 12 days after inoculation (DAI) of
bacteria on a nutrient medium. The lowest inhibitory effect of pendimethalin
for all concentrations determined was 5 DAI, when the average width of
inhibition zone was between 0.18 mm for the lowest (0.165%) to 0.97 mm for
the highest (2.64%) concentration. The progression of the inhibitory effect of
pendimethalin occurred with every following assessment. The highest inhibitory
effect determined was 12 DAI, when the width of the inhibiton zone at
a concentration of 0.165% was 0.61 mm. The width of the inhibition zone
significantly increased with increasing the pendimethalin concentrations and at
a concentration of 2.64% it was 2.46 mm. The results of this study indicate the
negative effect of herbicide pendimethalin on bacteria B. japonicum, even at
concentrations lower than recommended concentrations that are applied in the
field.

Key words: Bradyrhizobium japonicum, digital microscope, inhibition,
pendimethalin

UVOD I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Simbiotska fiksacija atmosferskog dusika najznacajniji je oblik simbiotskog
odnosa izmedu visih biljaka i mikroorganizama tla. Cak 90% biologki
fiksiranog dusika potjee iz simbiotskog odnosa izmedu kvrzi¢nih bakterija
iz rodova Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium i
Mesorhizobium i vecine biljaka iz porodice Leguminosae, Sto ga Cini jednim od
najvaznijih prirodnih procesa u poljoprivrednoj proizvodnji (Dreovn, 1983.;
Topol i Kanizai Sari¢, 2013.), a koji se sve vise primjenjuje putem predsjetvene
bakterizacije sjemena leguminoza (Sikora i sur., 2008.). Leguminoze kroz
produkte fotosinteze opskrbljuju bakterije ugljikom odnosno energijom, a
za uzvrat bakterije opskrbljuju leguminoze dusikom u obliku amonijaka
kojeg biljke iskoriStavaju za svoje potrebe (Blazinkov i sur., 2014.). Naime,
ucinkovito odvijanje simbiotske fiksacije duSika moZe znacajno smanjiti
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potrebu primjene mineralnih dui¢nih gnojiva u usjevu (Topol i Kanizai Sari¢,
2013.) te, kako navodi Zahran (1999.), utjecati na povecanje prinosa usjeva
uzgajanih nakon leguminoza. Prema autorima, prinos je Cesto jednak onome
koji se o¢ekuje nakon primjene 30 — 80 kg ha™' mineralnog dusi¢nog gnojiva.
Osim opskrbe biljke dusikom, bioloskom fiksacijom dusSika udovoljava se i
zahtjevima pravilnog gospodarenja tlom, poput povecanja produktivnosti,
ekonomicnosti i zastite prirodnih resursa (Redzepovi¢ i sur., 2007.).

Fiksatori atmosferskog dusika, kao i cjelokupna bakterijska populacija u
rizosferi, pod utjecajem su raznih abiotickih i biotickih faktora koji su u
kompleksnoj interakciji. U nekim slucajevima spomenute interakcije mogu
negativno utjecati na kvrziCne bakterije $to rezultira smanjenjem njihove
efikasnosti, a u nekim slu¢ajevima i onemoguéavanjem uspostave simbiotskog
odnosa. Tako Zahran (1999.) navodi da je aplikacija pesticida jedan od
najvaznijih i1 potencijalno limitiraju¢ih faktora koji utjeCu na simbiotsku
fiksaciju te da herbicidi, kao najéesée koristeni pesticidi, predstavljaju najvecu
opasnost za uspostavu 1 uspjeSno odvijanje simbiotskog odnosa izmedu
kvrzi¢ne bakterije i biljke domacina. Negativan utjecaj herbicida na kvrzicne
bakterije ocituje se kroz promjene u njihovoj bioraznolikosti, brojnosti,
aktivnosti i ritmu razmnozavanja, kao i u izmjeni signala izmedu bakterija
i biljke domacina, formiranju kvrzica i aktivnosti nitrogenaze (Johnsen i
sur., 2001.). Zbog toga je poznavanje utjecaja herbicida na simbiotsku
fiksaciju dusika od iznimne vaznosti, da bi se, u slu¢aju njihovog negativnog
djelovanja, prepoznala potreba za primjenom herbicida na nacin koji predstavlja
najmanju prijetnju za simbiotske fiksatore dusika. Medutim, kod velikog broja
istrazivanja u ovom podrucju vrlo Cesto se mogu uociti neslaganja izmedu
razli¢itth autora. ViSe autora navodi da je razlog tome nedostatak
standardizirane metode istrazivanja, odnosno neujednacen nacin ocjene ucinka.
Pokusi se postavljaju u laboratorijskim uvjetima, zasticenim prostorima i u
polju, a provedba i parametri mjerenja uc¢inka znatno se razlikuju.

Na prvi pogled se provodenje pokusa u poljskim uvjetima cini
najvjerodostojnijim. No, takva istrazivanja su Cesto kompleksna zbog utjecaja
veceg broja vanjskih ¢imbenika na ponasanje herbicida u tlu i na simbiotske
fiksatore duSika. Kao glavne cimbenike Ostoji¢ (1989.) navodi fizikalno-
kemijska svojstva herbicida, dozu i vrijeme primjene, fizikalno-kemijska i
bioloska svojstva tla, vremenske prilike i agrotehnicke mjere. Interakcija tih
¢imbenika u poljskim uvjetima predstavlja problem u kvantifikaciji utjecaja
herbicida na istrazivane mikroorganizme.
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Gonzales 1 sur. (1999.) navode da metribuzin primijenjen u dozi od
0,48 kg ha' na tlu s visokim sadrzajem organske tvari (5,7%) nije imao
negativan ucinak na nodulaciju bakterijom Bradyrhizobium japonicum.
Suprotno navedenom, u pjeskovitom tlu, metribuzin je veé¢ pri dozi od
0,3 kg ha' imao negativno djelovanje (Bollich i sur., 1985.). Naime, u
pjeskovitom tlu je zbog slabijeg adsorpcijskog potencijala vezanja herbicida
na Cestice tla, ve¢i dio primijenjenog herbicida doSao u kontakt s bakterijom.
U istrazivanju Chebotar iz 1979. (cit. Rosolem i sur., 1985.) utvrdeno je da
herbicid trifluralin, koji pripada istoj kemijskoj skupini (dinitroanilini)
kao i u ovom radu istrazivani pendimetalin, u dozama od 0,8, 2,0 i 30 kg ha’
ometa nodulaciju soje od strane bakterije B. japonicum. Utvrdena je redukcija
nodulacije u rasponu od 22 — 58%, kao i smanjena aktivnost nitrogenaze.
Medutim, opisano inhibitorno djelovanje bilo je kratkotrajno te je utvrdena
ponovna uspostava simbiotskog odnosa. Bollich (1985.) je u istrazivanju s istim
herbicidom utvrdio da doza od 1,80 kg ha™ izaziva promjene na tkivu korijena
zbog Cega nije ni doslo do nodulacije. Isti autor istice da su primjenom razliitih
metoda istrazivanja ucinci herbicida na bakteriju B. japonicum bili razliCiti.
Primjenom filter-disk metode kod svih istrazivanih koli¢ina (10 i 1000 mg 17)
herbicida pendimetalina utvrden je indiferentan uc¢inak na bakteriju B.
Jjaponicum, dok je metodom inkorporacije herbicida u hranjivu podlogu utvrden
inhibitorni u¢inak. Suprotno navedenom, Naimarevi¢ (2014.) je primjenom
iste metode (inkorporacija u hranjivu podlogu) i KkoriStenjem jednakih
koli¢ina herbicida utvrdio stimulativan ucinak pendimetalina na rast
bakterije. Blazinkov i sur. (2014.) su primjenom filter-disk metode utvrdili da
pendimetalin primijenjen u koli¢ini od 10 000 mg I na pojedine sojeve vrste
Rhizobium leguminosarum sv. viciae ima indiferentan, dok na ostale sojeve
stimulativan ucinak. U istom istrazivanju, herbicid imazamoks primijenjen u
istoj koli¢ini (10 000 mg I'") na sve istraZivane sojeve imao je stimulativan
ucinak. Takav uc¢inak imazamoksa primijenjenog u koli¢inama od 10; 100; 1000
i 10 000 mg I"' utvrden je i kod svih istrazivanih sojeva vrste Sinorhizobium
meliloti (Blazinkov i sur., 2010.). Herbicid klomazon primijenjen u koli¢ini od
1000 mg 1" usporio je, a u nekim slu¢ajevima i onemoguéio rast istraZivanih
sojeva vrste Rhizobium leguminosarum sv. viciae (Blazinkov i sur., 2014.).
Takvo djelovanje na vrstu Sinorhizobium meliloti utvrdeno je nakon primjene
herbicida tifensulfuron-metila i fomesafena (Blazinkov i sur., 2010.).

Osim razlika u rezultatima, ovisno o metodologiji istrazivanja, istrazivanoj
vrsti 1 soju bakterije, treba istaknuti i razlike u metodama utvrdivanja utjecaja
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herbicida na rast i razvoj bakterija fiksatora atmosferskog duSika. Naime,
ranija istrazivanja uglavnom su se zasnivala na subjektivnoj vizualnoj procjeni,
dok je danas, zahvaljuju¢i tehnoloskim informatickim dostignu¢ima, moguce
preciznije, a time i1 objektivnije utvrditi utjecaj herbicida (i drugih ksenobiotika)
na simbiotski odnos bakterija i biljke domacina.

Cilj ovog istrazivanja bio je primjenom digitalnog mikroskopa utvrditi
utjecaj i dinamiku uéinka razli¢itih koncentracija herbicida pendimetalina na
rast bakterije B. japonicum te dobivene rezultate usporediti s rezultatima drugih
autora koji su se u utvrdivanju ucinka koristili vizualnim (subjektivnim)
metodama procjene.

METODE I MATERIJALI ISTRAZIVANJA

Za istrazivanje ucinka razliCitih koncentracija pendimetalina odabrana
je filter-disk metoda (Heatley, 1944.) kojom se u bakteriologiji uobicajeno
ispituje osjetljivost bakterija na ksenobiotike. Metoda podrazumijeva aplikaciju
istrazivanog herbicidnog pripravka u razlicitim koncentracijama na diskove
promjera 7 mm koji su postavljeni na povrSinu hranjive podloge na koju je
prethodno bila nacijepljena Cista bakterijska kultura vrste B. japonicum.
Koncentracije pendimetalina koriStene u istrazivanju iznosile su 0,00; 0,165;
0,33; 0,66; 1,32 i 2,64%, pri cemu koncentracija od 0,66% odgovora koli¢ini
od 4 1 herbicidnog pripravka u 200 1 vode koja se primjenjuje u praksi po
hektaru. Svaka koncentracija pripravka, ukljucuju¢i i kontrolnu varijantu
(koncentracija 0) je postavljena u Cetiri ponavljanja. Nakon pipetiranja
bakterijska kultura je rasporedena po podlozi pomocu L-Stapic¢a u koli¢ini od 1
ml po Petrijevoj zdjelici. Na nacijepljene podloge postavljena su Cetiri filter-
disk papira s istrazivanim koncentracijama herbicida. Diskovi su prethodno bili
uronjeni u svako razrjedenje (istrazivanu koncentraciju) u trajanju od 30 minuta.
Na hranjive podloge koje su predstavljale kontrolnu varijantu diskovi su u istom
trajanju prethodno natopljeni destiliranom vodom. Razvoj bakterijske kulture
odvijao se u klima komori pri kontroliranim uvjetima temperature (25 °C)
i vlage (61%) zraka. Nakon razdoblja inkubacije u klima komori 5, 7, 101 12
dana nakon nacjepljivanja (DNN) obavljeno je mjerenje Sirine zone inhibicije
rasta bakterije. Mjerenje je obavljeno Dino-Lite USB digitalnim mikroskopom
s povecanjima od 40x i 50x. Zone inhibicije rasta bakterije automatski
su fotografirane pomocu istog softvera DinoCapture 2.0., koji omogucuje
precizno mjerenje Sirine zone inhibicije od ruba diska do podrucja gdje se
odvija normalan rast bakterije.
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Dobiveni podaci obradeni su odgovaraju¢om analizom varijance u
programu SAS (1997). Nakon signifikantnog F-testa (P=0,05) za usporedbu
srednjih vrijednosti koristen je LSD test (P=0,05).

REZULTATI ISTRAZIVANJA I RASPRAVA

Za razliku od vecine dostupnih rezultata istrazivanja koji se temelje na
subjektivnoj ocjeni ucinka utjecaja herbicida na rast bakterija fiksatora
atmosferskog dusSika, u rezultatima ovog istraZivanja pomocu softvera
DinoCapture 2.0. prikazane su objektivne vrijednosti inhibicije istrazivanog
herbicida. Naime, kod subjektivne ocjene Cesto zbog malih, odnosno, oku
nevidljivih promjena, inhibicije nisu registrirane. Rezultati inhibitornog u¢inka
pendimetalina na bakteriju B. japonicum ovisno o istrazivanoj koncentraciji i
broju dana nakon nacjepljivanja na hranjivu podlogu prikazani su u tablici 1.

Tablica 1. Sirina zone inhibicije bakterije B. japonicum ovisno o koncentraciji
pendimetalina i broju dana nakon nacjepljivanja (DNN)

Table 1 The widths of B. japonicum inhibition zones depending on the concentrations of
pendimethalin and days after inoculation (DAI)

Sirina inhibicijske zone (mm)/
The width of inhibition zone (mm)

Koncentracija pendimetalina (% ) /

Concentration of pendimethalin (%) S DNN 7DNN 10 DNN 12 DNN

0 0? 0? 0? 0?
0,165 0,18° 0,35% 0,50% 0,61%°
0,33 0,22° 0,24% 0,84° 0,91°
0,66 0,47 0,57° 0,80° 0,98°
1,32 0,94° 1,20° 1,75 2,04°
2,64 0,97° 1,35 2,10° 2,46°

*“Vrijednosti unutar istog stupca oznacene istim slovima medusobno se statisti¢ki zna¢ajno ne razlikuju na
razini P=0,05

“*Means followed by the same letter within a column are not significantly different according to Fisher’s
protected LSD at P=0.05

LSDSDNN = 0,63, LSD7DNN = 0,52, LSDIODNN = 0,75, LSD]zDNN = 0,66
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Prema prikazanim rezultatima najmanji inhibitorni uc¢inak pendimetalina na
bakteriju B. japonicum, kod svih istrazivanih koncentracija, utvrden je kod
prvog mjerenja (5 DNN). Prosjecna Sirina inhibicijske zone kretala se od
0,18 mm kod najnize (0,165%) do 0,97 mm kod najvise (2,64%) istrazivane
koncentracije pendimetalina (slika 1). Izmedu kontrolne varijante, 0,165, 0,33 i
0,66%-tne koncentracije razlike u vrijednosti Sirine zone inhibicije nisu
bile statisticki znacajne dok su vise istrazivane koncentracije (1,32 i 2,64%)
statisticki znacajno inhibirale rast bakterije ve¢ kod prvog mjerenja.

Slika 1. Sirina zone inhibicije (oznaceno crvenim linijama) 5 DNN kod 0,165%-tne
(lijevo) i 2,64%-tne (desno) koncentracije pendimetalina (foto: Burul, F.)

Figure 1 The width of inhibition zone (marked with red lines) 5 DAI at 0.165% (left)
and 2.64% (right) concentration of pendimethalin (photo: Burul, F.)

Kod mjerenja 7 DNN kod svih istrazivanih koncentracija utvrden je porast
Sirine zone inhibicije, §to je dovelo do znacajne redukcije rasta bakterijskih
kolonija (slika 2). Sirina zone inhibicije, u odnosu na prethodno mjerenje,
znatno se razlikovala ve¢ kod najnize istrazivane koncentracije (0,165%)
pendimetalina. Najmanji porast (2%) Sirine zone inhibicije utvrden je kod
koncentracije od 0,33%, dok je kod koncentracije 2,64 % utvrden najveci porast
(38%) u Sirini zone inhibicije.
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Slika 2. Rast kolonija bakterije B. japonicum kod koncentracije pendimetalina
od 0,66% 5 DNN (lijevo) i 7 DNN (desno) (foto: Burul, F.)

Figure 2 The growth of B. japonicum colony at 0.66% concentration of pendimethalin
5 DAI (left) and 7 DAI (right) (photo: Burul, F.)

Na slici 2. moZe se uociti utjecaj pendimetalina na ¢itavu koloniju bakterije
(desno vidljivije oznake na komercijalnoj podlozi). Zbog ¢injenice da herbicid
nije bio inkorporiran u hranjivu podlogu, pretpostavlja se da je pendimetalin
inkorporiran u filter-disk iskazao svojstvo hlapivosti i time djelovao plinovitim
dijelom (parama) na Citavu koloniju bakterije na hranjivoj podlozi u petrijevki
(Lewis 1 sur., 2016.).

Kod mjerenja 10 DNN znacajne razlike u Sirini zone inhibicije, u odnosu na
kontrolu, utvrdene su ve¢ kod 0,33%-tne koncentracije pendimetalina. Kao 1
kod prethodnih mjerenja, tijekom vremena i porastom koncentracije povecavala
se S§irina zone inhibicije 1 znacajno reducirao rast bakterijskih kolonija.
Najmanja Sirina (0,50 mm) zone inhibicije utvrdena je kod koncentracije od
0,165%, a najveca Sirina (2,10 mm) kod koncentracije od 2,64% (slika 3).
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Slika 3. Sirina zone inhibicije 10 DNN kod koncentracije pendimetalina 0,165% (lijevo)
i 2,64% (desno) (foto: Burul, F.)

Figure 3 The width of inhibition zone at 0.165% (left) and 2.64% (right) concentration
of pendimethalin 10 DAI (photo: Burul, F.)

Znacajna progresija inhibitornog ucinka pendimetalina utvrdena i kod
mjerenja 12 DNN (slika 4). Porast §irine zone inhibicije kretao se od 11%
kod 0,33%-tne koncentracije pendimetalina do 36% kod koncentracije
pendimetalina od 2,64 %.

i

Slika 4. Sirina zone inhibicije (oznaceno crvenim linijama) kod 1,32%-tne koncentracije
pendimetalina 10 DNN (lijevo) i 12 DNN (desno) (foto: Burul, F.)

Figure 4 The width of inhibition zone (marked with red lines) at 1.32% concentration of
pendimethalin 10 DAI (left) and 12 DAI (right) (photo: Burul, F.)
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Rezultati istrazivanja razlikuju se od rezultata Bollicha (1985.) koji je pri 10
puta ve¢im koli¢inama pendimetalina u odnosu na koli¢ine koriStene u ovom
istrazivanju utvrdio indiferentan ucinak na bakteriju B. japonicum. Navedena
neslaganja u dobivenim rezultatima mogu biti zbog koriStenja razli¢itih metoda
utvrdivanja uéinka. U spomenutom istrazivanju koriStena je vizualna ocjena
kao metoda utvrdivanja ucinka koja, osim S$to se zasniva na subjektivnosti
ocjenjivaca, nije dovoljno precizna. Naime, upotrebom digitalnog mikroskopa,
moguce je uoliti 1 zone inhibicije koje nisu vidljive golim oko (< 1 mm).
Rezultati istrazivanja suprotni su i od rezultata Naimarevica (2014.), koji je
primjenom metode inkorporacije herbicida u hranjivu podlogu utvrdio da
koli¢ina pendimetalina, tisu¢u puta veca od propisane, stimulativno djeluje na
bakteriju B. japonicum. Pretpostavlja se da su razliCiti uvjeti rasta bakterije,
ovisno o primijenjenoj metodi, razlog razli¢ito dobivenih rezultata. Naime, kod
filter-disk metode prisutne su zone difuzije unutar kojih je koncentracija
istrazivanog herbicida najvec¢a, dok je metodom inkorporacije koncentracija
herbicida jednoliko rasporedena po Citavoj povrSini hranjive podloge.
Osim toga, soj bakterije B. japonicum koriSten u spomenutim istrazivanjima
razlikovao se u odnosu na soj koriSten u ovom istrazivanju, $to potvrduje
da unutar iste vrste bakterije, razli¢iti sojevi mogu iskazivati razliCitu
osjetljivost na pojedine herbicide (Malik i Tesfai, 1983.). Navedeno upucuje da
se istrazivanja u ovom podrucju moraju zasebno provoditi s obzirom na vrstu i
soj pojedine vrste bakterije u specifi¢cnim pedoklimatskim uvjetima uzgoja
biljke domacina.

Rezultati istrazivanja razlikuju se od rezultata Bollicha (1985.) koji je pri 10
puta ve¢im koli¢inama pendimetalina u odnosu na koli¢ine koristene u ovom
istrazivanju utvrdio indiferentan ucinak na bakteriju B. japonicum. Navedena
neslaganja u dobivenim rezultatima mogu biti zbog koriStenja razli¢itih metoda
utvrdivanja ucinka. U spomenutom istrazivanju koriStena je vizualna ocjena kao
metoda utvrdivanja ucdinka koja, osim S§to se zasniva na subjektivnosti
ocjenjivaca, nije dovoljno precizna. Naime, upotrebom digitalnog mikroskopa,
moguce je uoCiti 1 zone inhibicije koje nisu vidljive golim oko (< 1 mm).
Rezultati istrazivanja suprotni su i od rezultata Naimarevica (2014.), koji je
primjenom metode inkorporacije herbicida u hranjivu podlogu utvrdio da
koli¢ina pendimetalina, tisuu puta veca od propisane, stimulativno djeluje na
bakteriju B. japonicum. Pretpostavlja se da su razliiti uvjeti rasta bakterije,
ovisno o primijenjenoj metodi, razlog razli¢ito dobivenih rezultata. Naime, kod
filter-disk metode prisutne su zone difuzije unutar kojih je koncentracija
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istrazivanog herbicida najveca, dok je metodom inkorporacije koncentracija
herbicida jednoliko rasporedena po Citavoj povrsini hranjive podloge. Osim
toga, soj bakterije B. japonicum koriSten u spomenutim istrazivanjima
razlikovao se u odnosu na soj koriSten u ovom istraZivanju, §to potvrduje da
unutar iste vrste bakterije, razli¢iti sojevi mogu iskazivati razliitu osjetljivost
na pojedine herbicide (Malik i Tesfai, 1983.). Navedeno upucuje da se
istrazivanja u ovom podruc¢ju moraju zasebno provoditi s obzirom na vrstu i soj
pojedine vrste bakterije u specificnim pedoklimatskim uvjetima uzgoja biljke
domacina.

ZAKLJUCAK
Na osnovi provedenog istrazivanja mogu se donijeti sljede¢i zakljucci:

- Herbicid pendimetalin u laboratorijskim uvjetima inhibitorno djeluje na
rast bakterije B. japonicum.

- Intenzitet inhibicije ovisio je o istrazivanoj koncentraciji pendimetalina.
Nize istrazivane koncentracije (0,165; 0,33 i 0,66%) u pocetku rasta
(5 DNN) bakterije nisu se statisticki znacajno razlikovale u odnosu na rast
kolonije bakterije na kontrolnom tretmanu. Vise istrazivane koncentracije
(1,32 1 2,64 %) statisticki znaCajno viSe su inhibirale rast bakterije
B. japonicum.

- Inhibitorni uéinak pendimetalina kod svih istrazivanih koncentracija imao
je progresivni karakter. Povecanje prosjeCne Sirine zone inhibicije u
odnosu na §irinu kod prvog ocjenjivanja (5 DNN) kretalo se kod zadnjeg
ocjenjivanja (12 DNN) od 2,1 puta (kod 0,66 %-tne koncentracije) do
4,1 puta (0,33 %-tne koncentracije).

- Subjektivnom vizualnom ocjenom utvrdeno je da pendimetalin (zbog
svojstva hlapivosti), osim na podru¢je u blizini filtar-diska, parama
negativno utjece na Citavu koloniju bakterije na hranjivoj podlozi.

- Budu¢i da je pendimetalin perzistentan i hlapiv herbicid, utvrdene
inhibicije rasta bakterije B. japonicum u laboratorijskim uvjetima treba
istraziti prikladnim metodama u poljskim uvjetima.
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