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Sazetak

Simbiozni odnos kvrzi¢nih bakterija i mahunarki ima vaznu ulogu u poljoprivrednoj
proizvodnji. Veliku vaznost ima odabir sojeva koji su otporni na stresne uvjete u tlu. Danas se
sve viSe susre¢emo s ekstremnim vremenskim uvjetima te je od velike vaznosti selekcija visoko
ucinkovitih sojeva kvrzi¢nih bakterija, kako bi predsjetvena bakterizacija sjemena mahunarki
bila uspjesna. Glavni cilj rada je utvrditi fenotipske karakteristike sojeva kvrzi¢nih bakterija
izoliranih iz kvrzica soje u uvjetima koji su izvan optimalnih vrijednosti za njihov rast.
Sposobnost rasta sojeva istrazen je na razliitim pH vrijednostima, temperaturama,
koncentracijama soli, izvorima ugljikohidrata i testirana je osjetljivost na odredene antibiotike.
Provedena su oksidaza, ureaza, i katalaza testovi, ispitana je mobilnost fosfata, sposobnost
koriStenja citrata te hidroliza skroba. Istrazene su morfoloske karakteristike izolata, te otpornost
na fitopatogene gljive iz roda Phomopsis. Uzorci tla za izolaciju sojeva su prikupljeni s podrucja
Koprivnicko — krizevacke, Bjelovarsko — bilogorske i Vukovarsko — srijemske Zupanije.
Istrazivanjem je obuhvaceno 18 izolata simbioznih fiksatora dusika soje, te pet tipskih i jedan
referenti soj. Utvrdeno je da su svi ispitani izolati gram negativne, Stapic¢aste bakterije koje ne
sadrze kapsule. Rezultati su pokazali da veéina ispitanih izolata tolerira rast u luznatim i kiselim
sredinama te mogu rasti na temperaturi od 37 °C. Svi izolati pokazali su dobar rast na razli¢itim
izvorima ugljikohidrata (galaktoza, laktoza, dekstroza, saharoza, maltoza, rafinoza i fruktoza),
dok su referentni sojevi ve¢inom pokazali znatno slabiji rast. Izolati sa podruc¢ja Koprivni¢ko
— krizevacke Zupanije jedini su pokazali moguénost rasta na podlogama koje sadrze znacajno
povecani sadrzaj soli (1 %, 2 % i 3 % NaCl-a). Oksidaza testom dokazano je da 40 % izolata
posjeduje enzim citokromoksidazu. Sve bakterije koje posjeduju enzim citokromoksidazu
koriste kisik kao terminalni akceptor elektrona u disanju. Sposobnost hidrolize $kroba pokazalo
je 60 % ispitanih izolata.

Jedan od osnovnih problema koji donosi povecanje povrSina i intenzivna proizvodnje soje
svakako je problem bolesti i to prije svega bolesti uzrokovanih fitopatogenim gljivama na koje
otpada oko 80 % svih bolesti soje. U istrazivanju antagonisticke aktivnosti izolata prema
pojedinim gljivama 6 od 18 izolata pokazalo otpornost na fitopatogene gljive iz roda

Phomopsis. Dobiveni rezultati ukazuju na znacaj selekcije autohtonih sojeva.

Kljuéne rije¢i: soja (Glycine max L.), kvrzi¢ne bakterije, fenotipska karakterizacija sojeva,

biokemijski testovi



Summary

The symbiosis of nodule bacteria and legumes plays a very important role in agricultural
production. It is essential that the highly effective strains that are resistant to various
unfavorable conditions in the soil are chosen. Today we are increasingly faced with extreme
weather, so the selection of highly efficient strains of rhizobia is of great importance to the
success of legumes seed inoculation.

The aim of this study is to determine the phenotypic characteristics of nodule bacteria isolated
from soybean nodules under conditions that are beyond the optimum value for their growth.
The growth of the strains was studied at different pH values, temperatures, concentrations of
salts, carbohydrate sources and resistance to antibiotics. The oxide, the urease, and catalase of
test and of phosphate mobility were made. Furthermore, the ability to use citrate and starch
hydrolysis was investigated. The resistance to phytopathogenic fungus isolates from genus
Phomopsis and the morphologic characteristics were performed as well. The soil samples were
collected from the counties Koprivnicko — krizevacka, Bjelovarsko — bilogorska and
Vukovarsko — srijemska. Eighteen isolates of symbiotic soybean fixators, five types and one
referent strain were included in the study.

It was found that all the tested isolates were gram negative, stinging bacteria that did not contain
capsules. Most of the tested isolates tolerated alkaline and acidic environment and they can be
grown at the temperature of 37 °C. Furthermore, all the isolates showed good growth on
different sources of carbohydrates (galactose, lactose, dextrose, sucrose, maltose, raffinose and
fructose), and on the other hand, the reference strains showed a much weaker growth. The
isolates from the area of Koprivnica - Krizevci County were the only ones that showed the
possibility of growth on substrates containing significantly increased salt content (1 %, 2 % and
3 % NaCl). Forty percent of the tested isolates possess the cytochrome oxidase enzyme by
examining the test oxidase. All bacteria that possess the cytochrome oxide enzyme use oxygen
as the terminal electron acceptor in breathing. The ability of starch hydrolysis showed 60 % of
the tested isolates.

One of the basic problems which occurs more intensive soybean production is definitely a
disease problem. First of all, diseases were caused by phytopathogen funguses, causing about
80 % of all soybean disease. In the study of the antagonistic activity of isolates, according to
individual funguses, 6 of all 18 isolates showed the resistance to the phytopathogen funguses

Phomopsis. The obtained results indicate the importance of selection of autochthonous strains.



Keywords: soybean (Glycine max L.), nodule bacteria, phenotypic characteristics of strains,

biochemical tests
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1. UvVOD

Soja, Glycine max (L.) Merr., je biljka koja pripada starim ratarskim kulturama koje se
uzgajaju vise od 4.000 godina. Jedna je od znacajnijih kultura u svijetu koja ima Siroku primjenu
u brojnim industrijama no prvenstveno se upotrebljava u ljudskoj prehrani. 1z sjemenke soje,
proizvodi se ulje kao prehrambeni proizvod, dok u ishrani Zzivotinja predstavlja gotovo
nezamjenjivu sirovinu biljnog podrijetla bogatu bjelan¢evinama (Vratari¢ i Sudari¢, 2008.). U
Hrvatskoj soja s vremenom postaje sve vaznija kultura, ali njena proizvodnja jo$ uvijek ne
zadovoljava sve potrebe. Namjere su proizvesti sorte soje koje daju bolji prinos te povecati
proizvodnju. Domaca poljoprivredna proizvodnja soje u procesu je prilagodavanja agrarnoj
politici Europske unije, koja daje prednost intenzivnijem uzgoju soje u odnosu na tradicionalni
uzgoj pSenice i1 kukuruza koji u Republici Hrvatskoj zauzimaju najveéi dio poljoprivrednih
povrsina. Vecom zastupljenoséu soje u strukturi domace poljoprivredne proizvodnje utjecalo
bi se, izmedu ostalog, na intenzivniji razvoj ostalih industrijskih grana, medu kojima je vazno
spomenuti proizvodnju jestivog ulja, vegetarijanskih proizvoda te stocarsku proizvodnju (Jukié
1 sur., 2007.). Poznato je kako je uz vodu dusik osnovni limitiraju¢i ¢imbenik za uzgoj vecine
poljoprivrednih kultura, a jedan od glavnih izvora dusika u tlima je bioloska fiksacija dusika
(Redzepovi¢ i Sikora, 2006). Za poljoprivrednu proizvodnju najznacajnija je simbiozna
fiksacija dusika koja nastaje kao rezultat simbioze izmedu biljka iz porodice Fabaceae
(mahunarke ili leguminoze) i kvrziénih bakterija iz rodova Rhizobium, Bradyrhizobium,
Sinorhizobium, Allorhizobium, Mesorhizobium i Azorhizobium jer se putem ovih simbioznih
odnosa fiksiraju najveée koli¢ine dusika (Vance, 2002). Preduvjet za uspjesSnu bakterizaciju
mahunarki je primjena visoko kvalitetnih sojeva kvrzi¢nih bakterija. Prirodne populacije
kvrziénih bakterija znacajno se razlikuju i u svojim fenotipskim karakteristikama te je
ispitivanje navedenih svojstava takoder znacajno za selekciju sojeva (Blazinkov i sur., 2010.).
U svrhu toga utvrduju se fenotipska svojstva kvrzi¢nih bakterija. U tlima mogu prevladavati
nepovoljni uvjeti koji mogu ograni¢iti uspjeh predsjetvene bakterizacije. Prema nekim
predvidanjima poljoprivreda je sektor koji ¢e pretrpjeti najvece Stete od posljedica klimatskih
promjena. Ekstremne vremenske pojave: susa, poplave, izrazito visoke ili niske temperature,
tuca, vjetrovi 1 dr., uzrokuju velike gospodarske Stete sektoru poljoprivrede te smanjuju njen
proizvodni potencijal (Znaor, 2009.). Pojava bolesti na soji moze utjecati na kvalitetu i koli¢inu
uroda. Razli¢ite vrste saprofitnih i parazitnih gljiva mogu se izolirati sa stabljika, mahuna 1
sjemena soje. Danas je poznato viSe od 50 vrsta patogenih gljiva koje parazitiraju soju i

prezimljuju na Zetvenim ostatcima, a njithov znacaj pri uzgoju u Sirokoj proizvodnji razlicit je
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(Vratari¢ 1 Sudari¢, 2000.). Procjenjuje se da su gubitci od bolesti u prvih deset zemalja najvecih
proizvodaca soje oko 22%.

Nazoc¢nost parazita na povrSini ili u unutrasnjosti sjemena moze uzrokovati probleme
prilikom Klijanja i nicanja ili u kasnijim razvojnim fazama te u znatnoj mjeri utjecati na bioloSku
vrijednost, kondiciju, vitalnost biljaka i prinos. Neki od uzro¢nika bolesti soje determinirani su
i na korovima, koji u odsutnosti soje mogu biti kao alternativni domacini (Heperrley i sur.,
1980., Roy i sur.,, 1997., Vrande¢i¢ 1 sur.,, 2006.). ZnaCajnija zaraza sjemena S
Diaporthe/Phomopsis vrstama nastaje izmedu pocetak zriobe i puna zrioba, a topla i vlazna
ljeta pogodna su za Sirenje infekcije (Hepperly i Sinclair, 1980., McGee, 1986.).

Bakterije koje pospjesuju rast biljaka kroz razne faktore nazivaju se PGPR (Plant growth
promoting rhizobacteria) bakterije. Neki od tih faktora su; proizvodnja fitohormona, fiksacija
dusika, regulacija proizvodnje etilena u korijenu, otapanje hranjiva (npr. fosfata), proizvodnja
siderofora, te smanjenje toksi¢nosti teSkih metala. Koristi dodavanja PGPR bakterija su:
poveéana klijavost, rast korijena, veéi prinos (Sjeme, listovi), poveéani sadrzaj klorofila,
magnezija, dusika i proteina, ve¢a otpornost na susu, veéu masu izdanka i korijena i odgodeno
starenje listova.

Identifikacija bakterija ukljucuje niz identifikacijskih postupaka u kojoj odredivanje
fenotipskih karakteristika spada u skupinu vrlo bitnih. Identifikacija se zasniva na tome da se
bakterije medusobno razlikuju i da su fenotipske karakteristike pojedinih baterijskih vrsta
uglavnom postojane. Premda su razlike u biokemijskim osobinama bakterija iznimno brojne,
istrazuju se one koje su $to stalnije kod svih ii barem vecine bakterija pripadnika iste vrste ili
podvrste. Odredivanje fenotipskih svojstava uklju¢uje morfoloska i biokemijska svojstva,
utjecaj ekoloskih faktora na rast kvrzi¢nih bakterija i PGPR karakteristike izolata. Vrlo Cesto
veliki dio autohtonih sojeva pokazuje ve¢u otpornost prema uvjetima vanjske sredine.

Pretpostavlja se da u razli¢itim podruc¢jima Republike Hrvatske postoje autohtoni sojevi
kvrzi¢nih bakterija koji noduliraju soju a da se medusobno znacajno razlikuju unutar prirodnih

populacija kvrzi¢nih bakterija.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Soja (Glycine max (L.) Merr.)

Soja, Glycine max (L.) Merr. je biljka koja pripada porodici mahunarki (Fabaceae). Sjeme
soje moze se koristiti za ishranu ljudi i stoke te u razne industrijske svrhe. Najvaznija je
uljarica na svijetu, a od osam glavnih uljarica kojima se trguje na svjetskim trziStima,
proizvodnja soje je dvostruko veca od bilo koje druge uljarice od 1970. godine (Keyser 1 Li,

1992.).

2.1.1. Morfoloska svojstva

Sjeme soje je razliCitog oblika, veli¢ine 1 boje Sto ovisi o sorti i na€inu uzgoja. Kakvoca
sojinog sjemena odreduje vaznost i znacaj soje. Sjeme soje sadrzi 35 — 50 % bjelancevina, 15
— 24 % ulja, 30 % i vise ugljikohidrata i vitamina, $to ovisi o uvjetima uzgoja te o sortnim
osobinama. Sjeme moze biti okruglog, ovalnog, jajastog oblika te na krajevima blago
spljosteno. Veli¢ina i krupnoca sjemena ovisi o sorti i agroeckoloSkim pokazateljima. Sjeme je
sastavljeno od embrija obavijenog sjemenskom opnom. Embrio se sastoji od dva kotiledona,
plumule s dva primarna listi¢éa koji zatvaraju primordij prvog lista, epikotila, hipokotila i
korjenciéa (Vratari¢ i Sudari¢, 2008.). Boja sjemenke je razlicita kod razli¢itih sorata, moze biti
zute, zelene, smede i crne boje ili kombinacija navedenih boja (Slika 1.). Za preradu

najpozeljnijom se smatra sjeme soje svijetlozute boje.

Slika 1. Sjeme soje

(izvor: http://www.organiccentar.rs/baza-proizvoda/soja.html )



http://www.organiccentar.rs/baza-proizvoda/soja.html

Soja je biljka koja ima jaki korijenski sustav koji se sastoji od jakog glavnog vretenastog
korijena i velikog broja sekundarnog korijenja, rasprostranjenog u razli¢itim dubinama tla. Na
korijenu soje se formiraju kvrzice koje sadrze bakterije iz roda Bradyrhizobium japonicum.
Soja ziva u simbioznom odnosu s baterijama u kojem soja osigurava bakterijama hranjive tvari,
a bakterije vezu dusik iz zraka koji biljka koristi za svoj rast i razvoj. Na taj naCin se smanjuje
potreba za dusi¢nim gnojivima, te se je stoga soja vrlo pozeljna kultura u plodoredu (Pospisil,
2010). Korijen moze biti dubine do 180 cm, glavni korijen nalazi se u gornjem sloju tla na
dubini 1 Sirini do 30 cm, a ovisi o tipu tla 1 sorti gdje se apsorbiraju hranjiva i fiksira dusik u
vrijeme rasta i razvoja. Znacajka korijena je da raste dok raste i nadzemna stabljika. Dobro
razvijeni korijen povecava broj zrna po biljci, lisnu masu i otpornost prema susi, te u kona¢nom
urodu sjemena po jedinici povrsine (Vratari¢ i Sudari¢, 2008.). Veli¢ina i rasprostranjenost
korijena i broj kvrzica na njemu znacajno utjece na konacni urod sjemena sojine biljke (Mitchell
i Russel, 1971.).

U Hrvatskoj visina biljke soje iznosi 90-110 cm, a u odnosu na ukupni varijabilitet visine
stabljike Sto se smatra srednjom visinom. Kultivari nize stabljike (do 60 cm) nisu pozeljni za
Siroku proizvodnju jer oteZavaju Zetvu 1 imaju niske urode u odnosu na kultivare srednje visine
stabljike. Kultivari s izrazito visokom stabljikom (preko 120 cm) isto tako nisu pozeljni za
Siroku proizvodnju, jer su skloni polijeganju, Cesto obolijevaju, §to usporava sazrijevanje,

otezava zetvu te dovodi do konaéno nizih uroda (Sudaric i sur., 1997.).

Kvrzice (nodule)

Stvaranje kvrzica (nodula) na korjenu biljaka rezultat je udruZivanja vecine
leguminoznih biljaka iz porodice Fabaceae i kvrzi¢nih bakterija (rizobija) na temelju simbiozne
fiksacije duSika. KvrZi¢ne bakterije su karakteristicne bakterije tla koje imaju sposobnost
inficiranja korjenovih dlacica leguminoza i stvaranja efikasnih kvrzica (Slika 2.) gdje se odvija
sama fiksacija. U ovom simbioznom odnosu biljke (makrosimbionti) svoje produkte fotosinteze
daju bakterijama (mikrosimbiontima) koje Secere koriste kao izvor energije za proces bioloske
fiksacije dusika (Fox i sur., 2007). Dva do tri tjedna nakon infekcije korijena, bakterije po¢inju
fiksirati dusik i sposobne su hraniti biljku dusikom. Cetiri tjedna nakon infekcije najveéi je
promjer kvrZzica te je intenzivno fiksiranje duSika. Promjer kvrzica je od 3 do 6 mm, a njihova
aktivnost traje od 50 do 60 dana. Rastom i razvojem korjena biljke soje postupno se razvijaju i
kvrZice pa se na razvijenoj biljci mogu naci kvrzice svih veli¢ina i starosti. Najvise se razvijaju

na glavnom korijenu i u pli¢em sloju ( 15-20 cm dubine) (Vratari¢ 1 Sudari¢, 2008.). Koli¢ine



dusika koje mogu biti vezane pomocu kvrzi¢nih bakterija krecu se od 100 — 300 kg od cega
bakterije 75 % ostavljaju biljkama, a 25 % koriste za svoje potrebe.

Na aktivnost bakterija utjecu fizikalna i kemijska svojstva tla posebno pH jer se bakterije slabo
razvijaju u kiselim tlima, klimatski pokazatelji (temperatura i oborine), prozracnost tla,

agrotehnika 1 gnojidba tla (posebice oblik gnojidbe duSikom).

Slika 2. Korijen soje sa kvrzi¢nim bakterijama

(izvor:https://media.tumblr.com/49cf076ab5a75b756d5cadeadc8e9ee2/tumblr_inline_mqgq04r
Wvgolgz4rgp.jpq)

Kod soje razlikujemo dva habitusa rasta, indeterminirani ili nedovrseni i determinirani
ili dovrseni. Prema novijoj podjeli razlikujemo jo$ i poludeterminirani tip rasta. Cvatnja kod
indetermiriranog tipa rasta pocinje na petom-Sestom nodiju. Biljka postepeno raste i cvijeta,
rast prestaje tek pred fiziolosku zriobu. Rodnost prema vrhu stabljike je slabija, dok je stabljika
visoka sa velikim brojem nodija. Sorte determiniranog tipa rasta najprije narastu vise od 80 %
svoje visine, zatim procvjetaju na svim nodijima. Poslije pocetka cvatnje, nakon nekoliko dana
prestaje rast biljke. Stabljike determiniranog tipa rasta su neSto nize od stabljika
nedeterminiranog tipa rasta, ali imaju ve¢u mogucnost ganjanja. Poludeterminirani tip rasta
nalazi se izmedu gore navedena dva tipa rasta. Prestanak vegetativnog rasta dolazi ranije nego
kod indeterminiranog tipa, ima kracu stabljiku s manjim brojem nodija, ali su nodiji rodniji u

zavrSnom dijelu stabljike.

Razlikujemo cetiri tipa sojinih listova: kotiledoni, jednostavni primarni listovi, troliske
i zalisci. Primarni ili jednostavni listovi formirani su u sjemenci i dobro su razvijeni kada
klijanac izbija na povrSinu. Primarni listovi su jednostavni, duzina peteljke iznosi od 1-2

centimetra a polozeni su jedan nasuprot drugome na stabljici. Svi listovi kako na glavnoj
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stabljici tako 1 na granama, su troliske 1 poredani su na naizmjeni¢no na stabljici. Uglavnom su
podjednake veli¢ine, a broj im se krece prosjecno izmedu 15 do 20 listova po biljci. Veli¢ina
im varira od 4 do 20 cm po duljini i 3 do 10 cm po Sirini. Oblik listova varira izmedu Sirokolisnih
1 uskolisnih. Boja listova varira od blijedozelene do tamnozelene, prekrivenih dlacicama
(Vratari¢ i Sudari¢,2008.). U zriobi listovi postaju zuti, i otpadnu kod vecine sorata. Listovi kod

nekih kasnih sorata zadrzavaju zelenu boju i ne otpadaju.

Cvijet soje veli¢ine je od tri do osam milimetara, formira se na svakom pazus$cu lista na
stabljici i granama. Boja cvjetova moze biti ljubicasta, bijela ili kombinacija bijelo ljubicaste
boje (Slika 3.). Soja stvara puno vise cvjetova nego Sto se moze razviti u mahune i opadanje
cvjetova je normalna pojava kod soje. Postotak otpadanja cvjetova uvjetovan je genetskim i
vanjskim ¢imbenicima. Pojava otpadanja cvjetova kod soje krece se od 30 do 80 % (Vrataric,
1983). Cvjetovi soje su tipi¢ne grade za leguminoze, a sastavljeni su od caske, vjencica,
prasnika i tu¢ka. Caska je cjevasta i zavriava s pet nejednakih lapova te ostaje neotecena do
stvaranja mahune. Vjenci¢ ili corolla sastoji se od odvojenih latica. Soja je samooplodna biljka
s malim postotkom stranooplodnje (0,5-1%), cvjetovi se opraSuju uglavnom prije otvaranja.
Otvaranje cvjetova je rano ujutro. Klimatski stresovi (hladno vrijeme, visoke temperature i dr.)

mogu znacajno djelovati na cvatnju i oplodnju soje.

Slika 3. Cvijet soje

(izvor: http://pinova.hr/hr_HR/baza-znanja/ratarstvo/soja/morfologija-soje )

Mahuna soje moze biti srpastog, okruglog ili spljoStenog oblika. Plod zna¢ajno varira
po veliini 1 na istoj biljci, kao 1 izmedu sorata. Oblik mahune vezan je za broj 1 oblik sjemenki,

Sto ima viSe sjemenki mahune su duze, ako je sjeme okruglo plod je tada okrugao. Plod sadrzi


http://pinova.hr/hr_HR/baza-znanja/ratarstvo/soja/morfologija-soje

jedno do pet sjemena, ali vecina sorata u prosjeku sadrzi dva do tri sjemena mahuna. Mahune
u sezoni rasta su zelene boje (Slika 4.), u zriobi boja varira od svijetlo slamnatozute do crne.
Povecane oborine i vlaznost tla djeluje na smanjenje opadanja broja mahuna po biljci uz razlike

po sorti.

Slika 4. Mahuna soje

(izvor: https://bc-institut.hr/soja/buga/ )

2.1.2. Agroekoloski uvjeti za uzgoj soje

Soja odli¢no uspijeva na dubokim i strukturnim tlima te prozra¢nim i dobro navodnjavanim
tlima ¢ija je pH vrijednost neutralna te u svim proizvodnim podrucjima dobrim za uzgoj
kukuruza. MoZe uspijevati 1 na manje plodnim tlima loSije strukture no tada je primjena
agrotehnickih mjera drugacdija. Za normalan rast i razvoj biljke pogodna su podrucja s
minimalnim godi$njim oborinama izmedu 600 i 700 mm/m?2. Najkriti¢nije razdoblje za
formiranje mahune i nalijevanje sjemena su srpanj i kolovoz tijekom kojih bi za dobar prinos
trebalo pasti najmanje 50 mm/m? oborina. U ranoj fazi rasta moze podnijeti relativno niske
temperature (do - 4 °C) uz pojavu mraza, dok je optimalna temperatura za razvoj i rast izmedu

21 - 27 °C (http://pinova.hr/hr_HR/baza-znanja/ratarstvo/soja ). Na pretjerano zbijenim,

kiselim i alkalnim tlima ne¢e do¢i do formiranja kvrZzica, a time ne¢e do¢i ni do fiksacije dusika.

Aluvijalni tip tla, odnosno tlo dobre strukture i neutralne reakcije (pH 7) su najpovoljniji za


https://bc-institut.hr/soja/buga/
http://pinova.hr/hr_HR/baza-znanja/ratarstvo/soja

razvoj kvrzi¢nih bakterija. Temperature iznad 40 °C 1 ispod 20 °C znatno ograni¢avaju rast.

Optimalno vrijeme sjetve soje je druga polovica travnja.

2.1.3. Proizvodnja soje u svijetu i Hrvatskoj

Soja je prosirena u cijelom svijetu i sije se u viSe od 60 zemalja diljem svijeta. Sve
zemlje svijeta koje imaju uvjete za proizvodnju soje nastoje unaprijediti i proSiriti njenu
proizvodnju, tako da je soja danas vazna ekonomska i politicka kultura (Vratari¢ i Sudaric,
2008.)

Od ratarskih kultura, soja je najznacajnija uljarica, udio sojinog ulja u ukupnoj svjetskoj
proizvodnji ulja iznosi 35% (Vratari¢ 1 sur. 2008.). Vodec¢i proizvodac soje u svijetu je SAD te

zatim slijede Brazil, Argentina, Indija i dr. (tablica 1.).

Tablica 1. Povr$ina i urod soje u svijetu (FAOSTAT 2016)

DRZAVA POVRSINA (ha) UROD ZRNA (kg/ha)
SAD 33482 430 3500
Brazil 33153679 2904
Argentina 19 504 648 3014
Indija 11 500 000 1218
Kina 6 640 882 1801
Paragvaj 3370000 2719
Kanada 2190 500 2660
Ukrajina 1 859 400 2300
Bolivija 1 336 399 2398
Urugvaj 1140 000 1936

Na podruc¢ju Hrvatske soja se prvi puta pojavljuje izmedu 1876. 1 1878. godine.
Austrijski biokemicar Friedrich Haberlandt je u vrijeme Austro-Ugarske provodio pokuse od
najsjevernijeg dijela Ceske do Dubrovnika (Vratari¢ i Sudari¢, 2008.). Tijekom Drugog
svjetskog rata na prostorima Jugoslavije, ukljucujuéi i Hrvatsku, soju se proizvodilo za potrebe
Njemacke na 12 000 - 17000 ha, a postizani su urodi zrna 1 400 - 1 600kg/ha (Hrusti€ i sur.,
1998.). U Hrvatskoj nakon Drugog svjetskog rata pokusavalo se proizvoditi soju na vec¢im
povrSinama §to se spominje u statistickim podacima od 1947. i 1954. godine s prosjecnim

prinosom od 730 kg/ha. Treba navesti Cinjenicu da je pocetak znacCajnog povecanja povrSina
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zasijanih sojom, kako u Republici Hrvatskoj tako i u biv§oj Jugoslaviji, bio povezan s
izgradnjom tvornica za preradu soje u Zadru i Becu (Vratari¢ i Sudari¢, 2008.). Soja je gotovo
nestala s nasih povrSina nakon 1967. godine prvenstveno zbog ekonomskih problema (niski
urodi, neprofitabilna proizvodnja i jeftinija sojina satma i sjeme iz uvoza). Stabilnija
proizvodnja soje pocinje 1987. godine. Prema podacima od Drzavnog zavoda za statistiku
(tablica 2.) u razdoblju od 2013. do 2017. godine vidljiv je rast povrSina na kojima se uzgaja

soja.

Tablica 2. Proizvodnja soje u Hrvatskoj (Drzavni zavod za statistiku, 2017.)

Godina Povrsina (ha) Prosjecni prinos Proizvodnja (t)
(t/ha)
2013. 47 156 2,4 111 316
2014. 47 104 2,8 131424
2015. 88 867 2,2 196 431
2016. 78614 3,1 244 075
2017. 85 000 2,4 208 000

2.2. Simbiozni fiksatori duSika

U simbioznoj fiksaciji dusika sudjeluju mikroorganizmi koji Zive u simbiozi s
leguminozama — kvrzi¢ne bakterije. Beijerinck je 1888. godine prvi pokazao da kvrzice (noduli)
na korijenu mahunarki sadrze bakterije koje fiksiraju atmosferski dusik. Za poljoprivredna tla
najznacajnija je simbiozna fiksacija dusSika koja nastaje kao rezultat simbioze izmedu bakterija
iz rodova Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium i Mesorhizobium s
veéinom biljaka iz porodice Fabaceae (Topol i Kanizai Sari¢, 2013.). Za poljoprivrednu
proizvodnju vrlo je znaCajna simbioza kvrzi¢nih bakterija iz rodova Rhizobium i
Bradyrhizobium i mahunarki ¢ime se bioloski veze atmosferski dusik koji se odmah koristi za
sintezu bjelancevina i na taj nacin sprjecava opasnost od onecis¢enja podzemnih voda nitratima
koja se inace javljaju kod intenzivne primjene mineralnih dusi¢nih gnojiva (Fri$¢i¢ i sur., 2011).

Kvrzi¢ne bakterije soje su rasprostranjene Sirom svijeta, a njihova genetska raznolikost
je stvorena zbog geografskih i klimatskih razlika (Saeki, 2011.). Procjenjuje se da se godis$nje
bioloSkom fiksacijom duSika veze vise od 175 milijuna tona duSika, $to ¢ini vise od 70 %

ukupne koli¢ine fiksiranog dusika od ¢ega na simbioznu fiksaciju otpada 50 % tj. 80 milijuna



tona duSika godiSnje. Na stvaranje kvrzica moze utjecati i tekstura tla, pH tla, salinitet,
temperatura (6 — 28 °C), vlaznost, aeracija i drugo (Howieson i Ballard, 2014.).

Soju noduliraju spororastuc¢e kvrzicne bakterije B. japonicum, B. elkanii, B.
liaoningense, B. yuanmingense a moguca je nodulacija i brzorastuc¢ih bakterija Sinorhizobium
(Enisfer) fredii i Sinorhizobium (Enisfer) xinjiangense (Youseif i sur., 2014.).

Predstavnici roda Bradyrhizobium su $tapicaste, gram negativne bakterije, veli¢ine od 0,5 -
0,9 x 1,2 — 3,0 um (Brenner i Krieg, 2006.). Spororastué¢e kvrzi¢ne bakterije koje noduliraju
soju nekada su se nazivale Rhizobium japonicum , kasnije su odvojene u rod Bradyrhizobium
zbog sporog rasta (Maheshwari, 2014.). Generacijsko vrijeme 9 - 18 sati zatim nastaju manje
kolonije oko 1 mm na povrS$ini hranjive podloge nakon uzgoja u laboratoriju u trajanju od 7
dana. Bradyrhizobium su asporogene i aecrobne bakterije, za svoju ishranu iskoris$tavaju $iroki
raspon ugljikohidrata i soli organskih kiselina. Optimalna temperatura rasta za ve¢inu sojeva je
od 25 - 30 °C, maksimalna temperatura rasta od 33 — 35 °C. Sojevi tolerantni na kiselost mogu
rasti pri pH 4.5. Vise od 30 % sojeva moze rasti pri pH 4.0 ¢ak i nekoliko sojeva moze rasti pri
pH 3.5. Rast je inhibiran kada je pH iznad 9.0, te ne mogu rasti u okoli$u koji sadrzi 2 % NaCl-
a (Brenner i Krieg, 2006.).

2.2.1. Kvrzi¢na bakterija Bradyrhizobium japonicum

B. japonicum je Stapicasta, gram-negativna, acrobna, pokretna, spororastuca bakterija. Zivi
u simbiozi sa sojom i formira kvrzice na korijenu. Moze fiksirati i do 180 kg dusika po hektaru.
Ovisno od sorte soje i bakterijskog soja moze se formirati oko 10-50 kvrzica. Na
poljoprivrednim tlima nasih podrucja brojnost bakterije B. japonicum je mala, pa se prilikom
proizvodnje soje mora unositi u tlo u vidu preparata za bakterizaciju (inokulaciju) soje u svrhu
selekcija visoko ucinkovitih sojeva koji se mogu prilagoditi na odredene uvjete u tlu.
Uspostavljanjem ucinkovitijih simbioznih odnosa rezultat je bolji porast biljke, ve¢i sadrzaj
proteina u sjemenu i veci prinos. Na nasim podrucjima predsjetvena bakterizacija sjemena soje
biopreparatima kvrzi¢nih bakterija B. japonicum. smatra uobi¢ajenom agrotehni¢kom mjerom.
Zahvaljujuci tome soja veze od 60 — 160 kg atmosferskog dusika po hektaru. Na opstanak
inokuluma, kao i na formiranje kvrzica na biljci, veliki utjecaj imaju fizikalno — kemijska
svojstva tla (pH tla, vlaZnost, salinitet, koli¢ina dusika u tlu, interakcija metala) (RedZepovi¢ 1
sur., 1990.a; 1990.b;1991.). Utvrdeno je kako no-tillage nacin povoljnije utjece na sposobnost
nodulacije simbiotskih fiksatora dusSika u odnosu na standardnu obradu tla (Jug i sur., 2005.).

Bakterija B. japonicum se najcesce koristi za pripremu preparata za predsjetvena bakterizaciju
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soje. Soja inokulirana s bakterijom B. japonicum tvori visoko ucinkovite kvrzice i Cesto
povecéava prinos soje, posebno u podrué¢jima gdje se soja po prvi puta uzgaja (Caldwell i Vest,
1970.).

Primjena herbicida utjece inhibitorno i na simbiozne bakterije B. japonicum pri ¢emu dolazi

do smanjenja nodulacije od 5 — 21 % (Milo$evi¢ i sur., 2000.).

2.2.2. Utjecaj ekoloskih faktora na kvrzi¢ne bakterije

Klimatske promjene predstavljaju glavne zapreke u poljoprivredi u vrijeme kada se
povecava svjetska populacija s time 1 potreba za hranom (Vadez i sur., 2011.). Klimatske
promjene rezultirati ¢e poveCanim stresom suSe. NestaSica vode je abioticki stres koji
ograni¢ava proizvodnju usjeva. Na primjer, umjereni deficit vode moze smanjiti produkciju
soje do 40 % (Manavalan i sur., 2009.). Vodni stres negativno utje¢e na formiranje kvrzica i
simbioznu fiksaciju dusika $to dovodi do manjeg broja kvrzica i smanjenja njihove aktivnost.
Reakcija korijena soje na vodni stres je sljedeca: razvoj korijena u dubinu do dostupne vode i
veéi broj bo¢nog korijena $to u konacnici rezultira povec¢anjem volumena korjenovog sustava
(Manavalan i sur., 2009.). Susa ima nepovoljni u¢inak na kvrzi¢ne bakterije. U fazi razvoja
sjemena, susa uzrokuje maksimalno smanjenje uroda. U vrijeme stvaranje mahuna soja je
najosjetljivija na nedostatak vode. Nedostatak vode u tom periodu moze dovesti do smanjenja
nadoknaditi agrotehnikom 1 gnojidbom te izborom odgovarajuceg tla. Za uzgoj soje preferiraju
se tla lakSeg mehanickog sastava i dobre strukture dok, teska tla s malim sadrzajem vode treba

izbjegavati.

Stres na biljku moze imati viSe ucinaka. Na primjer salinitet moze djelovati kao vodeni
stres koji utjeCe na fotosintezu ili moZe imati izravan ucinak na metabolizam kvrzica. Za
kvrzi¢ne bakterije najproblemati¢nija okruZenja su: povrsine s niskim oborinama, ekstremnim

temperaturama, kisela tla i slaba hranjiva u tlu.

Prema Havlin i sur. (2005.) kiselost tla moZe ograniciti opstanak i rast sojeva kvrzi¢nih
bakterija u tlu te time utjecati na proces stvaranja kvrzica 1 fiksaciju duSika. Na rast korijena i
produktivnost mahunarki drastiéno moze utjecati pH tla na vrijednostima nizima od 5.5
(Havalin i sur., 2005.). Razlic¢ite vrste bakterija imaju i razlicitu tolerantnost na pH. Brzorastuci

sojevi kvrzi¢nih bakterija smatraju se manje tolerantnima na kiseli pH nego spororastuéi sojevi
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Bradyrhizobium, iako su i neki brzorastu¢i sojevi (npr. R. loti i R. tropici), pokazali dobru
tolerantnost (Zahran, 1999.).

Mahunarke su osjetljivije na soli i osmotski stres nego kvrzi¢ne bakterije u njihovom
simbioznom odnosu. Povecana zaslanjenost inhibira pocetak simbioze izmedu kvrzi¢nih
bakterija i mahunarki. Korijen soje, prilikom inokulacije s B. japonicum u prisustvo veéih
koli¢ina NaCl-a, deformira se, a nodulacija je inhibirana. Kvrzi¢ne bakterije rodova Rhizobium
i Bradyrhizobium pokazuju viSe tolerantnosti na soli od njihovih domaéina. Mnoge vrste
rizobija mogu se prilagoditi slanim uvjetima unutarstanicnim nakupljanjem otopljenih

organskih tvari male molekularne mase a nazivaju se osmoliti (Zahran, 1999.).

Soja se smatra osjetljivom na poplave (Bacanamwo i Purcell, 1998.). Poplave u trajanju
od samo 2 dana mogu smanjiti prinos soje za 18 % u kasnom vegetativnom stadiju rasta, u
ranoj reproduktivnoj fazi do 26 %. Nedostatak kisika glavni je problem povezan s poplavama,
smanjenje rasta i gubitak prinosa tijekom i nakon poplave moze takoder nastati iz bolesti trulezi

korjena, nedostatka dusika ili hranjivom neuravnotezenos$¢u (VanToai i sur., 2001).
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Glavni cilj ovog istrazivanja je utvrditi fenotipska svojstva autohtonih sojeva B. japonicum,
bakterije koju karakterizira sposobnost stvaranja ucinkovitih simbioznih zajednica sa sojom
kako bi se mogli izabrati sojevi koji pokazuju najvecu otpornost na nepovoljne agroekoloske

uvjete koji su Cesto prisutni u podrucju uzgoja soje u nasoj zemlji.
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4. MATERIJALI I METODE

4.1. Pedoloske analize

Uzorci tla za izolaciju autohtonih sojeva rizobija sakupljeni su s poljoprivrednih
povrsina koji se koriste za uzgoj ratarskih kultura. Slike 5., 6., 7. 1 8. prikazuju karte regija,
podrucja i lokacija uzorkovanja tla za izolaciju autohtonih sojeva B. japonicum. Uzorci su uzeti
iz orani¢nog horizonta dubine 0-30 cm sa 17 razli¢itih lokacija, u proljec¢e 2017. godine, koje
se nalaze na podrucju Koprivnicko — krizevacke, Bjelovarsko — bilogorske i VVukovarsko —
srijemske zupanije (Tablica 3.).

U Zavodu za pedologiju Agronomskog fakulteta u Zagrebu odredene su fizikalno- kemijske
karakteristike istrazivanih tala te njihova sistematska pripadnost. Provedene analize obuhvatile

Su:

e priprema uzorka za fizikalno- kemijske analize prema HRN 1SO 11464:2009.

e odredivanja pH-vrijednosti tla u H2O i 1M KCI-u (HRN I1SO 10390:2005).

e odredivanje koli¢ine humusa prema metodi po Tjurinu, JDPZ, 1966.

e odredivanje fizioloski aktivnog P20s i KO ( AL-metoda, JDZP, 1966.

e odredivanje sadrzaja ukupnog dusika suhim spaljivanjem, ,.,elementarna analiza“ (HRN
ISO 13878:2004).

e odredivanje raspodjele veli¢ine Cestica (mehanickog sastava) u mineralnom dijelu tla

metodom prosijavanja i sedimentacije (modificirana HRN ISO 11277:2004).
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Tablica 3. Lokacije uzorkovanja tla

Regija, Grad/naselje, Koordinate
lokacija* Oznaka uzorka
N E
VSZ, VK/Sopot 4526139° 18,78182° V1, V2
VSZ, VK/Andrijasevci 45,26140° 18,78182° V3, V4
VSZ, VK/Retkovci 45,22684° 18,67647° V5
VSZ, VK/Privlaka 45,18797° 18,86432° V6
KKZ,KZ 46,11458° 16,54743° K1, K2
KKZ,KZ 46,02444° 16,46458° K3, K4
KKZ,KZ 46,02273° 16,45529° K5, K6
BBZ, HE/Mlinski 45,67260° 16,92055° H1
vinogradi
BBZ, HE/Mlinski 45,67211° 16,91911° H2, H3
vinogradi
BBZ, HE/Mlinski 45,67177° 16,91843° H4
vinogradi
BBZ, HE 45,66702° 16,98906° H5, H6

*VSZ- Vukovarsko — srijemska zupanija, KKZ- Koprivni¢ko — krizevatka zupanija, BBZ-

Bjelovarsko — bilogorska Zupanija, VK- Vinkovci, KZ- Krizevci, HE- Hercegovac
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Slika 5. Regije uzorkovanja tla
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Slika 6. Lokacije uzorkovanja tla na podrucju Vinkovaca
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Slika 7. Lokacije uzorkovanja tla na podruéju Krizevaca
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Slika 8. Lokacije uzorkovanja tla na podru¢ju Hercegovca
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4.2. lzolacija autohtonih sojeva rizobija

Za izolaciju autohtonih sojeva rizobija, postavljen je pokus u plasteniku na
Agronomskom fakultetu u Zagrebu (Zavod za povrcarstvo). Sjeme soje, sorta Lucija,
povrsinski je sterilizirano 1 posijano u prethodno dezinficirane lonce s tlom. Kao supstrat za
uzgoj soje koristeno je tlo prikupljeno sa razlicitih podrué¢ja uzgoja soje u Republici Hrvatskoj.
Pokus je postavljen u proljece 2017. godine.

Kvrzice (nodule) s korijena soje prikupljene su u fazi pune cvatnje. 1zolacija autohtonih
sojeva rizobija iz kvrzica obavljena je prema standardnoj metodi (Vincent, 1970). Kvrzice su
povrsinski sterilizirane uranjanjem u 95%-tni etilni alkohol u vremenskom trajanju od 5-10
sekundi, te zatim u 3% natrijev hipoklorit (NaCIO) u trajanju od 3 minute. Na kraju su
visestruko isprane u sterilnoj fiziolo§koj otopini. Kvrzice se seciraju, odnosno razbijaju te je
ezom uzet mlije¢ni fluid i razmazan po povrsini hranjive podloge YMA (Yeast Mannitol Agar).
Sastav hranjive podloge prikazan je u Tablici 4. U YMA hranjivu podlogu, zbog preciznijeg
raspoznavanja kolonija kvrzi¢nih bakterija dodaje se boja Congo red, s obzirom da indikator
Congo red omoguéuje uocavanje razlike izmedu kontaminacija drugih bakterija i kvrzi¢nih

bakterija (kontaminacije — apsorbiraju crvenu boju, kvrzi¢ne bakterije — ne).

Tablica 4. Sastav YMA hranjive podloge

Sastav Koli¢ina
K2HPO4 0,59
MgSO4 0,29
NaCl 0,1g
Manitol 10,0 ¢
Kvasni ekstrakt 0,49
Agar 15049
CaCOs (samo za 30
c¢uvanje)

Bromtinol 5mL
Destilirana voda 1000 mL

Za potrebe ovog istrazivanja koriSteno je 18 sojeva kvrzi¢nih bakterija koje noduliraju
soju, po 6 izolata sa svakog podrucja (Tablica 5.). U istrazivanju su koristeni referentni soj B.
japonicum ili 344 i tipski sojevi: B. japonicum 2314 ili 6T (Finska, kolekcija HAMBI), B.
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japonicum USDA 110, Sinorhizobium fredii 5851 (zbirka DSMZ), B. elkanii 11554 ili 76T i

B. liaoningense 2298 (Finska) (Tablica 6.). Istrazivanja su provedena u laboratoriju Zavoda za

mikrobiologiju Agronomskog fakulteta u Zagrebu.

Tablica 5. Oznake izoliranih sojeva i lokacije uzimanja uzoraka

Lokacija Oznaka izolata

Vinkovci V1,V2V3,V4,V5V6
Hercegovac H1,H2,H3,H4,H5,H6

Krizevci K1,K2,K3,K4,K5,K6

Tablica 6. Referentni i tipski sojevi

Soj Oznaka soja
B. japonicum 344
B. japonicum 2314
B. japonicum USDA 110
B. liaoningense 2298
Bradyrhizobium elkanii 11554
Sinorhizobium fredii 5851

Sojevi su uzgajani na YMA hranjivoj podlozi (Yeast Manmitol Agar) sa dodatkom indikatora
bromtimol plavo, u Tablici 4. naveden je sastav hranjive podloge.

Nakon pripreme hranjive podloge potrebno je podesiti koncentraciju pH (6,8) te staviti na

sterilizaciju u autoklav 15 min, 121°C na 1 ATM, zatim je podloga razlivena u sterilne Petrijeve

zdjelice. Na ohladenu hranjivu podlogu, nacijepljeni su navedeni sojevi (Tablica 5. i Tablica

6.) te ostavljeni na inkubaciji 7 dana na temperaturi od 30 °C.
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4.3. Morfoloska karakterizacija
4.3.1. Bojanje po Gram-u

Postupak bojenja po Gram-u koristi se za razlikovanje bakterija na temelju stani¢ne
stjenke u dvije skupine: Gram pozitivne (+) i Gram negativne (-). Bakterije koje imaju debelu
stani¢nu stjenku su Gram pozitivne bakterije (G+) ¢ija se stani¢na stjenka sastoji od 50-90 %
peptidoglikana. Njihova stani¢na stjenka zadrzava boju kristal violet unutar stjenke, pa stoga
G+ bakterije ostaju obojene ljubicasto ili tamnoplavo. Gram negativne bakterije (G-) imaju
tanku stani¢nu Stjenku koja sadrzi samo 10% peptidoglikana te posjeduju vanjsku membranu
izgradenu od lipida. Gram negativne bakterije su crvenog obojenja zbog kontrastne boje karbol
fuksin, jer se kod njih boja kristal violet ispire alkoholom.

Postupak bojenja po Gramu zapolinje sa odmaséivanjem predmetnog stakalca
provlacenjem kroz Suste¢i plamen. Nanosi se kapljica vode na sredinu predmetnog stakalca.
Pomocu sterilne mikrobioloske eze uzima se uzorak te se nanosi u tankom sloju na predmetno
stakalce te se fiksira na plamenu. Zatim se na preparat nanosi ljubicasta boja kristal violet koja
se drzi na preparatu 3 minute. Nakon boje kristal violet dodaje se lugol koji stoji 1-2 minute.
Nakon dodavanja lugola bakterija ostaje obojena ljubicasto zbog toga $to lugol fiksira boju
unutar stani¢ne stjenke. Primarno bojilo se ispire sa 96% etanolom. Primarno bojilo se ne moze
se isprati iz stjenke samo ako je mreza peptidoglikana dovoljno gusta tj. stjenka s debljim slojem
peptidoglikana ostaje obojena dok ¢e ona s tanjim slojem peptidoglikana biti isprana. Nakon
ispiranja dodaje se karbol fuksin koji stoji 1 minutu te boji G- bakterije u crvenu ili ruzicastu
boju. Predmetno stakalce ispire se vodom te se susi pomocu filter papira. Gotovi preparati

mikroskopiraju se pod najveéim povecanjem x1000 uz kap imerzijskog ulja.

4.3.2. Bojenje vanjskih bakterijskih struktura

Postupak bojenja kapsula koristi se zbog toga Sto neke bakterije formiraju kapsule.
Glikokaliks 1li kapsula predstavlja vanjski sloj koji izluCuje stanica 1 koji je pricvrSéen na
stani¢nu stjenku koji se sastoje od polisaharida i sluze kao zastita bakterijskoj stanici. Postupak
bojenja kapsula zapocinje odmas¢ivanjem predmetnog stakalca na SuSteCem plamenu. Nanosi
se kapljica vode na sredinu predmetnog stakalca u kojoj se razmazuje uzorak uzet pomocu
sterilne mikrobioloske eze. Preparat se susi na zraku. Zatim se dodaje primarna boja gentijana
violet koja ostaje 5-7 minuta. S obzirom da kapsule nemaju naboj, primarno bojilo taloZi se na

njih bez stvaranja Cvrstih kemijskih veza. Primarno bojilo obojiti ¢e bakterijsku stanicu u
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ljubiCasto. Zatim se preparat ispire s 20% otopinom modre galice koja ima uloge agensa za
odbojavanje 1 kontrasno bojilo. Kontrastno bojilo ¢ée se apsorbirati i obojiti kapsulu
svijetloplavu boju. Kapsule su topive u vodi i zbog toga se preparat ne smije ispirati s vodom.
Preparat ostaviti da se u potpunosti osusi na zraku te se mikroskopira pod najve¢im povecanjem
1000x uz kap imerzijskog ulja. Bakterijska stanica je ljubiCaste boje dok je kapsula
svijetloplave.

4.3.3. lzgled kolonija

Pripremljena je YMA hranjiva podloga koja je sadrzavala bromtimol kao indikator.
Kada bakterija producira kiselinu podloga mijenja boju u zeleno-zutu ako bakterija producira
luzinu podloga je plave boje.

Podloge su sterilizirane u autoklavu na 121°C, 15 min, 1ATM, ohladene te nacijepljene
uzorcima u laminariju. Nakon inkubacije na 30°C, 5 - 7 dana promatran je rast, konzistencija

te boja podloge.

4.4. Biokemijski testovi

4.4.1. Katalaza test

Katalaza test koristi se za odredivanje prisutnosti enzima katalaze u bakterijama.
Katalaza razlaZe toksi¢ni vodikov peroksid na molekule vode 1 kisika. Najveci broj aerobnih 1
fakultativno anaerobnih bakterija ima sposobnost sinteze enzima katalaze. Na predmetno
stakalce nanijeti soj bakterije te dodati kap vodikovog peroksid. Ukoliko se stvore mjehuriéi

dolazi do reakcije oslobadanja kisika $to je pokazatelj da bakterija posjeduje enzim katalazu.

H202 — O2 + 2H,0
4.4.2. Ureaza test

Urea koja se dodaje prilikom provodenja ureaza testa iznosi 2 % te, ukoliko bakterija
posjeduje enzim ureazu dolazi do reakcije hidrolize uree i nastaje amonijak i CO». Kao indikator
koristi se fenol red. Nastali amonijak alkalizira hranjivu podlogu te dolazi do promjene boje iz
zute (pH= 6,8) u ruzicastu (pH= 8,1).

(NH2)2CO + 2H20 — CO2 + H20 + 2NHs3
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Sastav podloge za test ureaze:

e Urea 209

e NaCl 59

e KH,PO4 29

e Pepton 19

e Dekstroza 1g

e Fenol red 0,012g - indikator

e Destilirana voda 1000mL

Hranjiva podloga (tekuca) sterilizirana je na 121°C, 15 min, 1 ATM te je nacijepljena sa
razli¢itim sojevima bakterija. Vrijeme inkubacije 7 dana na 30°C, te su ocitani rezultati na

temelju promjene boje hranjive podloge.

4.4.3. Oksidaza test

Oksidaza test koristi se za identifikaciju bakterija koje proizvode enzim
citokromoksidazu, enzim bakterijskog elektronskog transportnog lanca. U prisustvu
citokromoksidaze dolazi do oksidacije reagensa Sto rezultira promjenom boje u ljubicastu
(pozitivan test). Kada enzim nije prisutan reagens ostaje bezbojan.

Sojevi bakterija razmazuju se na filter papir pomocu jednokratne eze te se dodaje kap
oksidansa. Nakon nekog vremena dolazi do promjene boje, ljubicasta — pozitivno; bijelo —

negativno(https://microbeonline.com/oxidase-test-principle-procedure-and-oxidase-positive-

organisms/ ).

4.4.4. Sposobnost koriStenja citrata

Test se koristi u svrhu ispitivanja moguénosti pojedinih bakterija da koriste Na-citrat
kao jedini izvor ugljika. Na-citrat je sol limunske kiseline, jednostavan organski spoj koji je
jedan od osnovnih metabolita u Krebsovom ciklusu.

Neke bakterije uzimaju energiju, koriStenjem citrata kao jedinog izvora ugljika.
Bakterije koje iskoriStavaju citrate stvaraju natrijevu luzinu. Bakterije koje koriste dusik iz
amonijevog fosfata stvaraju amonijevu luzinu. Luzine podizu pH iznad 6,8 Sto rezultira

promjenom boje podloge iz zelenu u plavu boju.
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Sastav Simmonsovog citrat agara:

= MgSOq 0,29
*  (NH3)3POq 109
= KzHPO4 109
= Na-citrat 209
* NaCl 509
=  Agar 15¢
=  Bromtimol blue 0,08 mL

= Destilirana voda 1000 mL

Bakterije se nacjepljuju na Simmonsov citratni agar, inkubacija traje 48 sati pri temperaturi od
35°C. Nakon inkubacije o€itavaju se rezultati na temelju promjene boje podloge, plava podloga

— pozitivno, zelena podloga- negativno.

4.4.5. Sposobnost bakterija da hidroliziraju Skrob

Na pripremljenu i steriliziranu podlogu nacjepljivane su razli¢iti sojevi bakterija.
Inkubacija traje 7 dana na temperaturi od 38°C te se nakon toga na plo¢e nanosi otopina Lugola.
U prisutnosti joda podloga mijenja boju u plavo jer je, Lugol jodna otopina. Kod bakterijskih
sojeva koji imaju sposobnost hidrolize skroba doslo je do pojave Zutih zona oko kolonija koje

s vremenom postaju ,,¢iste“- pozitivno.

Sastav Skrobne podloge:

= Skrob 10g
= Mesni ekstrakt 39
=  Agar 129

= Destilirana voda 1000 mL
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4.5. Utjecaj ekoloskih faktora na rast kvrzi¢nih bakterija
4.5.1. Rast sojeva na razli¢itim temperaturama

Optimalne temperature za rast kvrzi¢nih bakterija su od 25-30 °C. Cilj ovog istraZzivanja
je ispitati kako razlicite temperature utjeCu na rast ispitivanih sojeva. Rast izolata ispitan je na
temperaturama od 37 °C i 42 °C.

Na pripremljenu i steriliziranu YMA hranjivu podlogu nacijepljeni su sojevi kvrzicnih bakterija

te su stavljeni na inkubaciju u termostate 7 dana na temperature od 37 °C i 42 °C.

4.5.2. Rast sojeva na razli¢itim koncentracijama soli

Prema standardu hranjiva podloga koja se smatra optimalna za razvoj kvrZicnih
bakterija sadrzi 0,01 % NaCl-a. Sojevi su uzgajani na YMA hranjivoj podlozi sa razli¢itim
koncentracijama NaCl —a. Hranjive podloge sadrzavale su koncentracije od 1 % ,2 % i1 3 %
NaCl-a.

Sojevi su nacijepljeni na pripremljene i sterilizirane hranjive podloge te su stavljene na

inkubaciju od 7 dana na temperaturu od 30 °C.

4.5.3. Rast sojeva na razli¢itim pH vrijednostima

Za kvrzicne bakterije optimalna pH sredina je oko neutralnog (pH 7). U ovom
istrazivanju ispitan je rast pri razlicitim pH vrijednostima: pH 4.5, pH 5,5, pH 9 1 pH 11.
Pripremljena je standardna YMA hranjiva podloga ¢ija se pH vrijednost podesavala pomocu
1M NaOH i 1M HCl-a te digitalnog pH metra. Natrijev hidroksid koristen je za dobivanje
alkalne reakcije dok je klorovodi¢na kiselina koriStena za dobivanje kisele reakcije.

Nakon regulacije pH hranjivih podloga na Zeljene vrijednosti, podloge su stavljene na

sterilizaciju u autoklav na 15 min, 121°C na 1 bar.

4.5.4. Istrazivanje osjetljivosti sojeva na antibiotike

U ovom istraZzivanju provedeno je ispitivanje osjetljivosti kvrzicnih bakterija na
antibiotike disk-difuzijskom metodom. Na pripremljenu i steriliziranu YMA podlogu dodano
je 0,1 mL bakterijske kulture koja se razmaze pomocu sterilnog L-§tapica. Zatim su pomocu
sterilne pincete dodani papirnati diskovi s odredenim koncentracijama antibiotika.

Koristene su Cetiri razlicite vrste antibiotika: AM10 - ampicilin (10 pg), S10 - streptomicin (10
ug), E15 — eritromicin (15pg) 1 K30 — kanamicin (30pg).
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Ako je ispitani soj osjetljiv na antibiotik, stvara se zona inhibicije odnosno ne¢e do¢i do
rasta, te se mjeri promjer od ruba diska do kraja kruga. Ako je ispitani soj rezistentan na
antibiotik, dolazi do normalnog rasta.

4.5.5. Rast sojeva na razli¢itim izvorima ugljikohidrata

Standardna podloga sadrzi manitol kao izvor ugljikohidrata. Ispitani izvori
ugljikohidrata za sojeve koriStene u istrazivanju su: galaktoza, laktoza, dekstroza, saharoza,
maltoza, rafinoza i fruktoza.

Pri pripremi standardne YMA hranjive podloge umjesto manitola koristio se drugi
ugljikohidrat. Nakon sterilizacije podloga nacijepljeni su izolati te stavljeni na inkubaciju 7
dana na temperaturu od 30°C. Nakon inkubacije ocitavao se rast na razliitim izvorima

ugljikohidrata.

4.6. PGP karakteristike izolata
4.6.1. Antagonisticka aktivnost izolata prema pojedinim gljivama

Mikrobnim antagonizmom smatra se svaki odnos medu mikrobima pri kojem dolazi do
usporavanja ili potpunog zaustavljanja razmnozavanja jednog mikroba djelovanjem drugog.
Hranjiva podloga koja se koristila za ovo istrazivanje je Czapek dox agar. Ta hranjiva podloga
sadrzi natrijev nitrat kao jedini izvor dusSika, jedna je od najraSirenijih krutih hranjivih podloga
koje se koriste za uzgoj gljiva.

Nakon S§to je podloga pripremljena i sterilizirana (pH 6,8) nacijepljene su parazitske
gljive 1 kvrzi¢ne bakterije te je stavljeno na inkubaciju 7 dana na temperaturi od 30°C. Nakon

inkubacije ocitavala se otpornost te se mjerio promjer parazitske gljive.

Sastav Czapek dox agra:

= NaNO3 209
= KCI 059
= Magnezij glicerofosfat 059
» FeSOq 0,01g
= K3SOq4 0,359
= Saharoza 309
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=  Agar 12 ¢
= Destilirana voda 1000 mL

4.6.2. Ispitivanje proizvodnje flourescentnog pigmenta

Ovo istrazivanje koristi se za ispitivanje produkcije flourescina koji je karakteristican
za rod Pseudomonas. Na pripremljenu i steriliziranu hranjivu podlogu FLOAGAR nacjepljuju
se istrazivani Sojevi kvrzi¢nih bakterija. Nakon inkubacije u trajanju od 7 dana, florescencija se

gleda pod UV svijetlom.

Sastav za Floagar:

= Pepton 20¢
= Bactomaltoza 10g
=  K;HPO, 1,59
= MgSOq 0,73¢g
= Glicerol 10 mL
=  Agar 15¢

= Destilirana voda 1000 mL

4.6.3. Razgradnja fosfora P — solubilizacijom

Poznato je da je fosfat jedno od glavnih biljnih hranjiva koji ograni¢avaju rast. Veliki

dio anorganskog fosfata unosi se u tlo kao gnojivo, brzo se imobilizira i postaje nedostupno.
Bakterije koje otapaju fosfate imaju moguénost otapanja anorganskog (netopivog) oblika
fosfora u pristupacan oblik koji je vazan za dostupnost fosfora u tlu.
Za ovo istrazivanje pripremljena i sterilizirana je Pikovskaya hranjiva podloga, mlije¢no-bijele
boje. Zatim su nacijepljeni ispitani sojevi bakterija te stavljeni na inkubaciju od 7 dana na
temperaturu od 30 °C. Bakterije koje otapaju fosfate rasti ¢e na Pikovskaya hranjiva podloga i
formirati Cistu zonu oko kolonije (Slika 24.).

(https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1574-6968.1999.th13383.x).

26


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1574-6968.1999.tb13383.x

Pikovskaya hranjiva podloga:

=  Glukoza

= Ca(POa):

*  (NH3)2SOq

= NaCl

= MgSO4 + 7H20
= KCI

= Kvasni ektrakt
= MnSO4 x H20
= FeSO4x 7H20
= Agar

* HO

109

59
0,500 g
0,29
0,100 g
0,29
0549
0,0002 g
0,0002 g
15¢
1000 mL
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA I RASPRAVA

5.1. Analize tla

Za uzorkovanje tla odabrane su razne poljoprivredne povrsine iz Vukovarsko — srijemske,
Koprivnic¢ko — krizevacke i Bjelovarsko — bilogorske zupanije. Odredivanje glavnih fizikalnih
I kemijskih svojstava tla provedeno je u Zavodu za pedologiju na Agronomskom fakultetu u
Zagrebu. Sveukupno je analizirano 18 uzoraka tala, 6 uzoraka sa svake lokacije. Dobiveni
rezultati pokazuju da istrazivana tla (Tablice 7., 8., 9.), prema klasifikaciji Husnjak (2014),
uzorci su sistematizirani unutar 3 tipa tla: Koprivnicko — krizevackoj Zupaniji pripada eutricnom
smedem tlo, pseudoglejlni tip tla pripada podru¢ju Bjelovarsko — bilogorske zupanije dok

¢ernozemnom tipu tla pripada podrucje Viroviticko — srijemske Zupanije. (Slika 9.).

Slika 9. a - eutri¢no smede tlo; b - ¢ernozem; ¢ - pseudoglejno tlo

=  Eutriéno smede tlo

Ovaj tip tla pripada razredu kambicnih tala. Za formiranje kambi¢nog horizonta potrebni su
uvjeti vece vlaznosti i dobre prirodne drenaze. Izrazeno je kemijsko i biolosko troSenje stijena
iz kojeg se sekundarno tvori glinaarilogeneza. Zaostali zeljezni oksidi daju karakteristi¢nu
zuckastu, smedastu ili crvenkastu nijansu kambi¢nog horizonta. Pojavljuje se (B) horizont, a
procesi koji nastaju nazivaju se posmedivanje ili braunizacija. Eutricno smede tlo nastaje na
supstratima bogatim bazama, na bazi¢nim i neutralnim eruptivnim stijenama, na lesu i lesolikim
sedimentima te laporima. Uvijeti aridne, semiaridne i humidne klime. Vegetacija je kserofitna,
bjelogori¢ne Sume iskréene u gajeve. Reljef valovit, 100 — 500 m n.v. tlo je dobro drenirano,
povrsinski blago zakiseljeno. pH veci od 5,5, dok stupanj zasi¢enosti bazama je iznad 50 %
(Husnjak, 2014).
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= Pseudoglej

Ovaj tip tla vlazi se suficitom oborinske vode. Reljef je blago valovit i zaravnjen do 500
m n.v. Klima je semihumidna ili humidna, a mati¢ni supstrat su pleistocenske ilovine, gline,
glinoviti sedimenti. Kod pseudooglejavanja dolazi do izmjene suhe i mokre faze. Pseudoglej
nastaje iz lesiviranog tla gdje u mokroj fazi uslijed nedostatka kisika dolazi do redukcijskih
procesa. Visevaletni spojevi Zeljeza i mangana prelaze u dvovaletni oblik 1 postaju topivi. Tako
se pojavljuju izblijedene zone. Prelaskom u suhu fazu prevladavaju procesi oksidacije i
reducirani spojevi zeljeza 1 mangana prelaze u viSevaletni oblik. Na pedoloskom profilu to se
manifestira kroz rde, mrlje, mazotine, konkrecije. Profil dobiva mramorirani izgled (Husnjak,
2014).

= Cernozem

Ovaj tip tla nastaje na rastresitim karbonatnim supstratima, lesu i lesolikim sedimentima, u
aridnom 1 semiaridnom, stepskom podru¢ju (Amo-horizont). U profilu se nalaze krti¢njaci 1
pseudomiceliji kao specifiéni znakovi. Lesni platoi, ravnog reljefa, nadmorske visine 70-120
m. Ovakav tip tla nalazimo u isto¢nom dijelu Republike Hrvatske te su najkvalitetnija

poljoprivredna tla (Husnjak, 2014).
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Tablica 7. Fizikalna svojstva tla ( sadrzaj mehanickih Cestica, teksturna oznaka)

Sadrzaj mehanickih ¢estica tla (%)
Krupni | Sitni | Krupni | Sitni
Analiti¢ki | Podruéje” | pijesak | pijesak | prah | prah | Glina | Teksturna
Broj 2,002 | 02- | 0,063- | 0,02- | <0,002 | 0znaka **
mm | 0,063 | 0,02 |0,002| Mm
mm mm mm
V1, V2 VK 1,0 338 358 | 329 | 265 Prl
V3, V4 VK 0,6 2,6 327 | 342 | 299 PrGl
V5 VK 0,3 0,9 344 | 348 | 29,6 PrGl
V6 VK 0,5 0,9 384 | 357 | 245 Prl
H1 HE 0,4 2,8 480 | 29,9 | 189 Prl
H2, H3 HE 0,5 3,7 504 | 29,3 | 16,1 Prl
H4 HE 0,3 3,9 50,0 | 26,9 | 189 Prl
H5, H6 HE 1,1 3,8 50,8 | 275 | 16,8 Prl
K1, K2 KZ 1,4 3,3 462 | 329 | 16,2 Prl
K3, K4 KZ 1,2 3,4 28,7 | 487 | 18,0 Prl
K5, K6 KZ 0,4 3,7 521 | 295 | 14,3 Prl

* VK - Vinkovei, KZ - Krizevci, HE - Hercegovac

**Prl - praskasta ilovaca, Pr- prah, PrGl - praskasta glinasta ilovaca



Tablica 8. Kemijska svojstva tla (pH, sadrzaj humusa)

Sadrzaj humusa pH (reakcija tla)
Analiticki | Podrucje® % | interpretacija | H20 | KCI | interpretacija
broj
V1, V2 VK 2,17 slabo 6,93 | 5,62 slabo kiselo
V3, V4 VK 2,38 slabo 7,11 | 6,02 slabo kiselo
V5 VK 2,33 slabo 6,41 | 4,80 kiselo
V6 VK 19 slabo 6,77 | 5,55 slabo kiselo
H1 HE 2,17 slabo 5,10 3,98 jako kiselo
H2, H3 HE 2,51 slabo 6,00 | 4,64 kiselo
H4 HE 1,81 slabo 555 | 4,26 jako kiselo
H5, H6 HE 1,68 slabo 577 | 4,38 jako kiselo
K1, K2 KZ 2,38 slabo 6,33 | 5,09 kiselo
K3, K4 KZ 3,67 dosta 791 | 7,24 alkali¢no
K5, K6 KZ 2,15 slabo 593 | 4,75 kiselo

* VK — Vukovarsko — srijemska zupanija, KZ -Koprivni¢ko — krizeva¢ka Zzupanija, HE —

Bjelovarsko — bilogorska Zupanija
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Tablica 9. Kemijska svojstva tla (sadrzaj ukupnog dusika, sadrzaj fizioloski aktivnog fosfora i

kalija)
Sadrzaj ukupnog Sadrzaj P20s Sadrzaj K>0O
Analiticki | Podrucje* dusika
Broj % | Interpretacija | mg/100g | Interpretacija | mg/100g | Interpretacija
opskrbljenosti tla opskrbljenosti tla opskrbljenosti
V1, V2 VK 0,12 dobro 23,9 dobro 21,0 dobro
V3, V4 VK 0,13 dobro 26,0 bogato 26,5 bogato
V5 VK 0,14 dobro 24,9 dobro 24,0 dobro
V6 VK 0,11 dobro 22,9 dobro 22,0 dobro
H1 HE 0,14 dobro 17,4 dobro 23,5 dobro
H2, H3 HE 0,14 dobro 19,4 dobro 30,0 bogato
H4 HE 0,11 dobro 27,6 bogato 26,0 bogato
H5, H6 HE 0,10 umjereno 27,6 bogato 21,0 dobro
K1, K2 KZ 0,15 dobro 56,9 vrlo bogato 18,4 dobro
K3, K4 KZ 0,22 bogato 45 vrlo slabo 13,5 slabo
K5, K6 KZ 0,12 dobro 50,6 vrlo bogato 27,5 bogato

* VK — Vukovarsko — srijemska Zupanija, KZ — Koprivni¢ko — krizevatka zupanija, HE — Bjelovarsko

— bilogorska Zupanija
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5.2. Morfoloska karakterizacija

5.2.1. Bojanje po Gram-u

Nakon koriStenja tehnike bojanja po Gram-u (Slika 10. lijevo), preparati su
mikroskopirani. Za sve istrazivane sojeve utvrdena su osnovna morfoloska svojstva stanice. Na
temelju rezultata utvrdeno je da su svi izolati Gram negativne bakterije Stapi¢astog oblika (Slika
10. desno).

Preparati su mikroskopirani pod imerzijskim uljem i povecanjem x1000, utvrdena je

razlika u veli¢ini Stapi¢a izmedu izolata.

UL, Wi g R R
Slika 10. Lijevo — prikaz obojanih preparata po Gramm-u; Desno - prikaz $tapicastih oblika
bakterija pod mikroskopom

5.2.2. Postupak bojenja vanjskih bakterijskih struktura

Postupkom bojenja vanjskih bakterijskih struktura cilj istrazivanja je ispitati da li
ispitane bakterije posjeduju glikokalis ili kapsulu. Nakon postupka bojenja preparati su
mikroskopirani pod imerzijskih uljem i povecanjem x 1000. Rezultati su pokazali da ispitane

bakterije ne posjeduju kapsulu (Slika 11.).
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Slika 11. Prikaz bakterija bez kapsule

5.2.3. Rastizolata na YMA hranjivoj podlozi

Prema rastu vecina izolata bila je sluzave konzistencije, mlije¢no-bijele boje. Sojevi su
rasli na hranjivoj podlozi YMA uz dodatak bromtimol plavo kao indikatora koji detektira
promjenu reakcije (pH). Kod 54% izolata ispitanih sojeva podloga je plave boje zbog stvaranja
alkalne reakcije, dok ostalih 46 % stvaraju kiselu reakciju i dovode do promjene podloge u Zutu
boju (Slike 12., 13., 14.).

Slika 12. Rast autohtonih sojeva rizobija izoliranih sa podru¢ja Koprivni¢ko — krizevacke
zupanije na YMA hranjivoj podlozi
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Slika 13. Rast autohtonih sojeva rizobija izoliranih sa podrué¢ja Bjelovarsko - bilogorske
zupanije na YMA hranjivoj podlozi

et ;i e SJL
Slika 14. Rast autohtonih sojeva rizobija izoliranih sa podru¢ja Vukovarsko - srijemske
Zupanije na YMA hranjivoj podlozi
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5.3. Biokemijski testovi

Rezultati provedenih testova na ispitanim autohtonim sojevima kvrzi¢nih bakterija
prikazani su tabli¢no. Oznaka ,,++“ oznacava dobar rast sojeva, oznaka ,,+* oznacava rast dok

oznaka ,,-,, oznacCava izostanak rasta bakterijskih sojeva.

5.3.1. Katalaza test

Nakon provedbe katalaza testa utvrdeno je da su svi izolati katalaza negativni. Ukoliko
bakterija posjeduje enzim katalazu dodatkom vodikovog peroksida stvaraju se mjehuriéi kisika.
Rezultati pokazuju da ispitani bakterijski sojevi ne posjeduju katalazu. Fotografija prikazuje

provodenje katalaza testa (Slika 15.).

Slika 15. Provodenje katalaza testa

5.3.2. Ureaza test

Provedenim ispitivanjem utvrdeno je da vecina ispitanih sojeva nema sposobnost
razgradnje uree te zbog toga dolazi do produkcije amonijaka i CO2 pri ¢emu dolazi do promjene
pH. Kod pozitivne reakcije na ureaza test dolazi do promjene boje iz Zute u ruzicastu (Slika

16.). Rezultati su prikazani u Tablici 10.
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Slika 16. Prikaz pozitivne (lijevo) i negativne (desno) reakcije na razgradnju uree

Tablica 10. Rezultati ureaze testa

Lokacija / oznaka izolata

Ureaza*

Vukovarsko — srijemska Zupanija

V1

V2

V3

+ |1

V4

V5

+

V6

Bjelovarsko — bilogorska Zupanija

H1

H?2

H3

H4

H5

H6

Koprivnicko — krizevacka Zupanija

K1

K2

K3

K4

K5

K6

Referentni soj

344

23147

USDA110"

115547

58517

22987

<

*pozitivno ,,+*; negativno ,,-‘

37



5.3.3. Oksidaza test

Provedeno istrazivanje pokazalo je da oko 40% ispitanih sojeva bakterija posjeduje

enzim citokromoksidazu. Pri pozitivnoj reakciji prisutni enzim citokromoksidaza oksidira

reagens, Sto rezultira promjenom boje u ljubicastu (Slika 17.). Kod ostalih sojeva nije doslo do

promjene boje, sto ukazuje na negativan rezultat prilikom provodenja oksidaza testa. Sve

bakterije koje su pozitivne u oksidaza testu mogu koristiti kisik kao terminalni akceptor

elektrona u disanju. Sojevi koje su negativne u provedenom testu mogu biti aerobi, anaerobi ili

fakultativni, negativan rezultat ukazuje samo da te bakterije nemaju citokromoksidazu, oni

mogu disati pomoc¢u drugih oksidaza u transportnom lancu. Rezultati su prikazani u Tablici 11.

Tablica 11. Rezultati oksidaza testa

Lokacija / oznaka izolata

Oksidaza*

Vukovarsko — srijemska Zupanija

V1

V2

V3

V4

V5

V6

Bjelovarsko — bilogorska Zupanija

H1l

H?2

H3

H4

H5

H6

Koprivni¢ko — kriZevacka Zupanija

K1

K2

K3

K4

K5

K6

*pozitivno ,,+; negativno ,,-*
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Slika 17. Prikaz provedbe oksidaza testa na filter papiru

5.3.4. Sposobnost korisStenja citrata

Test se provodi u svrhu ispitivanja moguénosti pojedinih bakterija da koriste Na-citrat
kao jedini izvor ugljika. Bakterije koje iskoristavanju citrate stvaraju natrijevu luzinu, dok
bakterije koriStenjem dusSika iz amonijev-fosfata stvaraju amonijevu luzinu. Luzine podizu pH
iznad 6,7 §to rezultira promjenom boje podloge iz zelene (pozitivna reakcija) u plavu(negativna
reakcija).

Pozitivan rezultat imali su izolati: V1, V3, i H1, dok su svi ostali izolati pokazale

negativan rezultat.

5.3.5. Sposobnost bakterija da hidroliziraju Skrob

Nakon prelijevanja ploca s otopinom Lugola, u prisutnosti Skroba dolazi do promjene
boje u plavu zbog joda koji dolazi iz Lugola (jodna otopina). Kod bakterija koje imaju
sposobnost hidrolize Skroba dolazi do pojave Zutih zona oko kolonija koje s vremenom postaju
Ciste (Slika 18.). Bakterija koje nemaju sposobnost hidrolize Skroba podloga ostaje plava.

Sposobnost hidrolize skroba pokazalo je 60 % bakterija. Rezultati su prikazani u Tablici 12.
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Slika 18. Prikaz V2 uzorka koi ima sposobnost hidrolize Skroba

Tablica 12. Prikaz rezultata sposobnosti sojeva da hidroliziraju Skrob

Lokacija / oznaka izolata

Hidroliza skroba*

Vukovarsko — srijemska Zupanija

V1

V2

V3

V4

V5

V6

Bjelovarsko — bilogorska Zupanija

H1

H?2

+

H3

H4

H5

H6

+ |+ |+

Koprivnicko — krizevacka Zupanija

K1

K2

+ |+

K3

K4

K5

+ |+

K6

*pozitivno ,,+; negativno ,,-
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5.4. UTJECAJ EKOLOSKIH FAKTORA NA RAST KVRZICNIH BAKTERIJA
5.4.1. Rast sojeva na razli¢itim temperaturama

Rast izolata ispitan je na temperaturi od 37 °C i 42 °C (Tablica 13.). Nakon inkubacije
u trajanju od 7 dana pri temperaturi od 37 °C i 42 °C. Svi ispitani sojevi pokazali su pozitivan
rast (dobar rast ,,+* 1 umjeren rast ,,/-,,) pri temperaturi od 37 °C. Rast je izostao kod izolati
koji su bili na inkubaciji pri temperaturi od 42 °C (Slika 19.). Svi referentni sojevi pokazali su

dobar rast na temperaturi od 37 °C.

Tablica 13. Rast sojeva na razli¢itim temperaturama

Lokacija / oznaka izolata 37°C * 42°C *
Vukovarsko — srijemska
Zupanija
V1 + -
V2 25 -
V3 + -
V4 +/- =
V5 +/- -
V6 + -
Bjelovarsko — bilogorska
Zupanija
H1 +/- =
H2 + -
H3 25 -
H4 + -
H5 +/- -
H6 + -
Koprivni¢ko — kriZzevacka
Zupanija
K1 +/- -
K2 25 -
K3 + -
K4 +/- =
K5 +/- -
K6 + -
344 + +/-
23147 +/- +/-
USDA110" +/- +/-
115547 +/- +/-
58517 +/- +/-
22987 +/- +/-

*dobar rast ,,+; rast ,,+/-*; izostanak rasta ,,-*
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Slika 19. Rast autohtonih sojeva rizobija izoliranih sa podrucja Bjelovarsko — bilogorske
Zupanije na temperaturi od 42 °C.

5.4.2. Rast sojeva na razli¢itim koncentracijama soli

Hranjive podloge sadrzavale su razli¢ite koncentracije 1 %, 2 % i 3 % soli. Prema
podacima iz literature postoje znacajne razlike izmedu razli€itih vrsta rizobija u pogledu
tolerantnosti na povisene koncentracije soli u tlu. Moschetti i sur (2005) navode kako su sojevi
vrste R. leguminosarum vrlo osjetljivi na povisene koncentracije soli , te da je vecina sojeva
rasla samo na koncentracijama NaCl od 0,1 %. Yan i sur (2000) tvrde da sojevi S. meliloti nisu
osjetljivi na sadrzaj soli, te da toleriraju koncentraciju od 1 — 3 % NaCl-a. Brzorastuce vrste
simbioznih fiksatora duSika znatno su otpornije na antibiotike 1 uvecane koncentracije soli od
spororastucih vrsta (Odee i sur. 1997.).

Na hranjivoj podlozi koja je sadrzavala 1 % NaCl 56 % ispitanih sojeva pokazuje
toleranciju. Na koncentraciji od 2 % NaCl rast je pokazalo samo 27 % sojeva. Sojevi K2 i K3
jedini su pokazali mogucnost rasta na sve tri ispitivane koncentracije soli. Rezultati su prikazani

u Tablici 14.
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Tablica 14. Rast sojeva na razli¢itim koncentracijama soli

Lokacija/oznaka
izolata

1% NaCl *

2% NaCl *

3% NaCl *

Vukovarsko —
srijemska Zupanija

V1

V2

V3

V4

V5

V6

Bjelovarsko —
bilogorska Zupanija

H1

H2

H3

H4

++| +| +

H5

H6

Koprivnicko —
kriZeva¢ka Zupanija

K1

K2

+/-

K3

+/-

K4

+ |+ +|+

+ |+ |+ |+

K5

K6

2314

USDA110"

11554

5851

2298

+ |+ |+ |+ +

+ |+ |+ |+ +

344

+

+ |+ |+ +]+| +

*dobar rast ,,+; rast ,,+/-*“; izostanak rasta ,,-*
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5.4.3. Rast sojeva na razli¢itim pH vrijednostima

Hranjive podloge YMA sa luznatom pH vrijednosti plave su boje, dok su podloge sa
kiselom pH vrijednosti zute boje (Slika 20.). Belal i sur. (2013) zabiljezili su rast sojeva R.
leguminosarum bv. Viciae, u kiselom i alkalnom mediju odnosno u rasponu pH od 4 do 9.
Prema Angelini J. i sur. (2005.) roda Bradyrhizobium pokazuju bolji rast u kiselom rasponu pH,
dok rod Shizorhizobium pokazuje bolji rast u pH rasponu od neutralnog do luznatog.

Od 18 ispitanih sojeva 17 ih pokazuje dobar rast na pH 4,5. Svih 18 ispitanih izolata
imalo je pozitivan rast na pH 5,519, dok na pH 11 samo su V1,V2 i V6 pokazivali dobar rast.
Kod referentnih sojeva B. japonicum 344, B. elkanii 11554 i B. japonicum USDA 110 pokazuju
dobar rastnapH 4,5, 5,519 te slab rast na pH 11. Referentni sojevi B. japonicum 2314 pokazuje
dobar rast samo na pH 5,5 dok na ostalim ispitanim pH vrijednostima pokazuje slab rast. Kod
referentnog soja S. fredii 5851 nema rasta na pH 4,5, dok je dobar rast prisutan na pH 9i 11
Sto potvrduje rezultate prema autorima Angelini J. i sur. Uzorak 2298 nema rasta na pH
vrijednostima 4,51 5,5 dok u alkalnoj sredini pokazuje slabi rast. Rezultati su prikazani u Tablici
15.
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Tablica 15. Rast sojeva na razli¢itim pH vrijednostima

Lokacija/oznaka pH 4,5 * pH 5,5 * pHI9* pH 11~
izolata
Vukovarsko —
srijemska
Zupanija
Vi1 +/- + + +
V2 o + + +
V3 + + +/- +/-
V4 + + + +/-
V5 + + + +/-
V6 + + + +
Bjelovarsko —
bilogorska
Zupanija
H1 + + - +/-
H2 + + - +/-
H3 + + - +/-
H4 + + + +/-
H5 + + + +/-
H6 + + + +/-
Koprivnic¢ko —
kriZevacka
Zupanija
K1 + + + +/-
K2 m + + +/-
K3 + + + +/-
K4 + + + +/-
K5 + + + +/-
K6 + + + +/-
Referentni
sojevi
B. japonicum ili + + + +/-
344
B. elkanii ili + + + +-
115547
B. japonicum ili +- + +- +/-
23147
S. fredii ili - +/- + +
58517
B. liaoningense - - +- +/-
ili 22987
B. japonicum ili + + + +/-
USDA 110"

*dobar rast ,,+; rast ,,+/-*“; izostanak rasta ,,-*
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Slika 20. Rast autohtonih sojeva rizobija na razli¢itim pH vrijednostima izoliranih sa podrucja
Bjelovarsko — bilogorske i Vukovarsko — srijemske zupanije

5.4.4. IstraZivanje osjetljivosti sojeva na antibiotike

Rezultati su o€itani ovisno o promjeru zone oko diska (Slika 21.). Rast izolata oko diska
ukazuje na otpornost ispitanog izolata na testiranu dozu antibiotika, dok zona inhibicije ukazuje
na osjetljivost izolata na ispitani antibiotik te izostaje rast ispitanog izolata.

Najveci broj ispitanih izolata pokazuje rezistentnost na antibiotik ampicilin (10 pg/disk).
Najveca osjetljivost vecine ispitanih sojeva uocena je na antibioticima eritromicin (15 pg/disk)
i kanamicin (30 pg/disk). Rezistentnost na kanamicin (30 pg/disk) pokazala su samo 2 izolata

sa podru¢ja Hercegovca. Rezultati su prikazani u Tablici 16.
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Tablica 16. Osjetljivost autohtonih sojeva rizobija na antibiotike

Lokacija/oznaka Streptomicin Eritromicin Kanamicin Ampicilin
izolata (cm*) (cm*) (cm*) (cm*)
Vukovarsko —
srijemska
Zupanija
V1 0,5 0,8 1 0,5
V2 0,3 0,7 0,9 0,6
V3 0,5 rezistentno 1,2 rezistentno
V4 0,5 rezistentno 1 rezistentno
V5 0,6 0,2 1 rezistentno
V6 0,3 0,7 0,5 0,5
Bjelovarsko —
bilogorska
Zupanija
H1 0,5 rezistentno 0,7 rezistentno
H2 0,5 1,2 1 rezistentno
H3 0,4 1,2 1 rezistentno
H4 0,6 1 0,8 rezistentno
H5 0,3 0,3 rezistentno rezistentno
H6 0,5 1,2 rezistentno 0,1
Koprivnicko —
krizevacka
Zupanija
K1 0,4 1,3 1 rezistentno
K2 0,4 1 0,7 rezistentno
K3 0,5 14 1 rezistentno
K4 0,2 rezistentno 0,8 rezistentno
K5 0,5 0,3 1 rezistentno
K6 0,7 rezistentno 1 rezistentno

* u centimetrima je izraZen promjer zone oko diska
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Slika 21. Prikaz zone oko antibiotika

5.4.5. Rast sojeva na razli¢itim izvorima ugljikohidrata

U ovom istrazivanju dokazano je da sojevi za rast mogu iskoriStavati i druge Secere
(Slika 22.) osim manitola koji je sastavni dio YMA hranjive podloge. Dobar rast na laktozi
pokazalo je 50 %, na saharozi 42 %, maltozi 71 %, rafinozi 50 %, galaktozi 46 %, fruktozi 33
% te dekstrozi 21% ispitanih sojeva. Poznato je kako sojevi simbioznih fiksatora dusika,
brzorastuce vrste preferiraju monosaharide dok spororastuce vrste simbioznih fiksatora dusika
koriste disaharide (Grossman i sur., 2005.). Kod svih referentnih sojeva bio je prisutan
djelomi¢ni rast na galaktozi i dekstrozi, osim soja B. elkanii 11554 koji je pokazao dobar rast
na galaktozi. Kod soja S. fredii 5851 rast nije bio prisutan na fruktozi, dok je soj B. liaoningense
2298 imamo najbolji rast na fruktozi. Sojevi B. japonicum 2314 i B. japonicum USDA 110
nisu imali rast na laktozi, saharozi, maltozi i rafinozi. Soj B. japonicum 344 na svim ispitanih
ugljikohidratima pokazao djelomi¢an rast. Organizmi koji iskoriStavaju Siroki raspon
ugljikohidrata i soli organskih kiselina kao izvor ugljika nazivaju se kemoorganotrofi. Rezultati

su prikazani u Tablici 17.
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Slika 22. Prikaz rasta autohtonih sojeva kvrzi¢nih bakterija na razli¢itim izvorima
ugljikohidrata
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Tablica 17. Rast sojeva na razli¢itim izvorima ugljikohidrata

Lokacija/ Laktoza | Saharoza | Maltoza | Rafinoza | Galaktoza | Fruktoza | Dekstroza
Oznaka * * * * * * *
izolata
Vukovarsko
— srijemska
Zupanija
V1 ++ ++ ++ ++ ++ + ++
V2 ++ ++ ++ ++ ++ + ++
V3 ++ ++ ++ ++ + + ++
V4 + + ++ + + ++
V5 + + + + + ++ +
V6 + ++ ++ ++ + - ++
Bjelovarsko
— bilogorska
Zupanija
H1 ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
H2 ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
H3 + + + + ++ ++ +
H4 ++ ++ + ++ + ++ +
H5 ++ ++ ++ ++ + ++ +
H6 ++ ++ ++ ++ ++ + +
Koprivni¢ko
— Kkrizevacka
Zupanija
K1 ++ ++ ++ ++ ++ + +
K2 ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
K3 + + ++ + ++ ++ +
K4 + + ++ + ++ ++ +
K5 + + ++ + ++ +
K6 + + ++ + + +
Referentni
USDA1107 - - - - + + +
115547 - - - - - - +
344 + + + + + + +
23147 - - - - - - +
22987 - - - - ++ ++ +
58517 ++ ++ ++ ++ - - +

*dobar rast ,,++*; djelomican rast ,,+*; izostanak rasta ,,-*
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5.5. PGP karakteristike izolata

5.5.1. Antagonisticka aktivnost izolata prema parazitskim gljivama rodova
Diaporthe spp. i Phomopsis sp.
Nakon inkubacije u trajanju od 2 tjedna na temperaturi od 30°C izmjeren je promjer
gljiva rodova Diaporthe spp. i Phomopsis sp (Slika 23.). na Czapek dox agar hranjivoj
podlozi. Izolati su pokazali ve¢u otpornost na parazitsku gljivu roda Diaporthe spp. Rezultati

su prikazani u Tablici 18.

Tablica 18. Otpornost izolata prema parazitskim gljivama

Parazitske gljive
Lokacija/
oznaka izolata Diaporthe spp. Phomopsis sp.
Vukovarsko — srijemska
Zupanija
V1 rezistentna 3cm
V2 rezistentna 2,3cm
V3 0,5cm 2cm
V4 0,5cm 3cm
V5 0,3cm 3,1cm
V6 0,3cm 19cm
Bjelovarsko — bilogorska
Zupanija
H1 0,4 cm 1,8cm
H2 0,4cm 1,5cm
H3 0,3cm 1,7cm
H4 0,3cm 3,3cm
H5 rezistentna 3,2cm
H6 rezistentna 1,8cm
Koprivnicko — krizevacka
Zupanija
K1 0,3cm 3cm
K2 0,3cm 2cm
K3 0,2 cm 2,5¢cm
K4 0,2cm 1,7cm
K5 rezistentna 3cm
K6 rezistentna 2cm
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Slika 23. A,B — nisu otporne; C — otporne

5.5.2. Ispitivanje proizvodnje flourescentnog pigmenta

Ovo istrazivanje koristi se za ispitivanje produkcije flourescentnog pigmenta florescina
koji je karakteristi¢an za rod Pseudomonas. Nakon inkubacije od 7 dana, gleda se fluorescencija
pod UV svijetlom valne duljine 280 — 315 nm. Svi ispitani izolati bili su negativni §to znaci da

medu ispitanim izolatima nije prisutan rod Pseudomonas.

5.5.3. Razgradnja fosfora — P solubilizacija

Provodenjem testa mobilnosti fosfata, ispitani izolati koji imaju sposobnost proizvodnje
organske kiseline, stvarali su bijele zone na hranjivoj podlozi (Slika 24.). Dobiveni rezultati
pokazuju da autohtoni sojevi kvrzi¢nih bakterija H1 i V6 nemaju mogucnost mobilizacije
fosfata. Od referentnih sojeva nemogucnost mobilizacije fosfata imaju S. fredii 5851 i B.
japonicum 2314. Svi ostali izolati imaju mogucnost mobilizacije. Rezultati su prikazani u

Tablici 19.
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Slika 24. Autohtoni sojevi kvrzi¢nih bakterija koji imaju sposobnost proizvodnje organske
kiseline; izolat H1 — nema sposobnost
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Tablica 19. Razgradnja fosfata autohtonih i referentnih sojeva kvrzi¢nih bakterija

Lokacija / oznaka izolata

Mobilnost fosfata*

Vukovarsko — srijemska Zupanija

V1

V2

V3

V4

V5

+l 4|+ +]+

V6

Bjelovarsko — bilogorska Zupanija

H1

H2

H3

H4

H5

H6

+ |+ |+ +] +

Koprivnic¢ko — kriZzevacka Zupanija

K1

K2

K3

K4

K5

K6

+ |+ |+ +]+| +

Referentni:

USDA 110 T

11554 T

344

+ |+ +

23147

2298 T

58517

*pozitivno ,,+; negativno ,,-*
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih istrazivanja i dobivenih rezultata mozemo zakljuciti da se sojevi
kvrzi¢nih bakterija, uzeti s tri razli¢ite lokacije koji su izolirani s korijena soje, razlikuju u

svojim fenotipskim karakteristikama.

» utvrdeno je da su svi izolati Gram negativne bakterije Stapi¢astog oblika.

> Sojevi su rasli na hranjivoj podlozi YMA bromtimol plavo, 54% izolata stvaralo je
alkalnu reakciju na podlozi (plava boja), dok je kod ostalih 46% izolata ispitanih sojeva

doslo do promjene podloge u zutu zbog stvaranja kisele reakcije.

» Postupkom bojenja vanjskih bakterijskih struktura utvrdeno je da ispitani sojevi

kvrzi¢nih bakterija ne posjeduju glikokalis.

» Provedbom katalaza testa utvrdeno je da su svi ispitani sojevi pokazali negativan

rezultat.

» Kod vecine sojeva nije dokazana prisutnost ureaze provedenim ureaza testom.

» Oksidaza test pokazuje da 40% ispitanih sojeva bakterija posjeduje enzim
citokromoksidazu. Kod ostalih sojeva nije doSlo do promjene boje $to ukazuje na

negativan rezultat prilikom provodenja oksidaza testa.

» Kod provedbe testa za sposobnost koriStenja citrata pozitivan rezultat imali su izolati:

V1, V3, i H1, dok su svi ostali izolati pokazali negativan rezultat.

» Sposobnost bakterija da hidroliziraju $krob pokazalo je oko 60 % ispitanih sojeva

bakterija.

> Svi ispitani sojevi pokazali su pozitivan rast pri temperaturi od 37 °C. Kod izolata koji

su bili na inkubaciji 7 dana pri temperaturi od 42 °C, rast je izostao.

> Jedna od prednosti koje populacije kvrzi¢nih bakterija mogu imati je otpornost na
poviSene koncentracije soli u tlu. Na hranjivoj podlozi koja je sadrzavala 1 % NaCl,
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56% ispitanih sojeva pokazuje toleranciju. Na koncentraciji od 2 % NaCl rast je
pokazalo samo 27 % sojeva. Sojevi sa podrucja Koprivni¢ko — krizevacke Zupanije (K2

1 K3) jedini su pokazali moguénost rasta na sve tri ispitivane koncentracije soli.

» Od 18 ispitanih sojeva 17 ih pokazuje dobar rast na pH 4,5. Svih 18 ispitanih izolata
imalo je pozitivan rast na pH 5,51 9, dok na pH 11 samo su V1,V2 i V6 pokazivali
dobar rast. Referentni sojevi B. japonicum 344, B. elkanii 1554 i B. japonicum
USDA110 pokazuju dobar rast na pH 4,5, 5,51 9 te slab rast na pH 11. Referentni soj
B. japonicum 2314 pokazuje dobar rast samo na pH 5,5 dok na ostalim ispitanim pH
vrijednostima prikazuje slab rast. Kod referentnog soja S.fredii 5851 nema rasta na pH
4,5, dok je dobar rast prisutan na pH 9 i 11. Referentni soj B. liaoningense 2298 nema

rasta na pH vrijednostima 4,5 i 5,5 dok u alkalnoj sredini pokazuje slabi rast.

» Najveéi broj ispitanih izolata pokazuje rezistentnost na antibiotik ampicilin (10
ng/disk). Najveca osjetljivost vecine ispitanih sojeva uocena je na antibioticima
eritromicin (15 pg/disk) i kanamicin (30 pg/disk). Rezistentnost na kanamicin (30

pg/disk) pokazala su samo 2 izolata sa podrucja Hercegovca.

» Sojevi za rast mogu iskoriStavati i druge Se¢ere osim manitola koji je sastavni dio YMA
hranjive podloge. Dobar rast na laktozi pokazalo je 50 %, na saharozi 42 %, maltozi 71
%, rafinozi 50 %, galaktozi 46 %, fruktozi 33 % te dekstrozi 21% ispitanih sojeva. Kod
svih referentnih uzoraka bio je prisutan djelomicni rast na galaktozi i dekstrozi, osim
soja 11554 koji je pokazao dobar rast na galaktozi. Kod referentnog soja S. fredii 5851
rast nije bio prisutan na fruktozi, dok je soj 2298 imamao najbolji rast na fruktozi. Sojevi
2314 1 USDA 110 nisu imali rast na laktozi, saharozi, maltozi i rafinozi. Soj 344 na svim

ispitanih ugljikohidratima pokazao djelomican rast.

» Kod ispitivanja proizvodnje flourecentnog pigmenta kod razlicitih sojeva kvrzi¢nih
bakterija, svi ispitani izolati bili su negativni §to znaci da medu ispitanim izolatima nije
prisutan rod Pseudomonas.

» Provodenjem testa mobilnosti fosfata izolati H1 i V6 nisu pokazali mogucénost
mobilizacije fosfata. Od referentnih izolata nemoguénost mobilizacije fosfata imaju

izolati 58517 i 2314". Svi ostali izolati pokazivali su moguénost mobilizacije.
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» Provodenjem ispitivanja antagonisticke aktivnosti izolata prema pojedinim gljivama
izolati sa sve tri lokacije uzgajani s gljivama roda Phomopsis sp. nakon inkubacije imali
su izmjeren veci promjer gljive nego izolati koji su uzgajani s gljivom Diaporthe spp.
Otpornost na gljive roda Diaporthe spp. pokazuju izolati V1, V2, H5,H6, K5 i K6. Jedan
od osnovnih problema koji donosi povec¢anje povrsina i intenziviranje proizvodnje soje
svakako je problem bolesti i to prije svega bolesti uzrokovanih fitopatogenim gljivama
na koje otpada oko 80% svih bolesti soje, dok preostalih 20% uzrokuju bakterije i virusi.

» Ovo je preliminarno istrazivanje kojim je obuhvacen mali broj izolata. Utvrdeno je da
se autohtoni sojevi rizobija koji noduliraju soju medusobno razlikuju po svojim
svojstvima. Sto se ti¢e morfoloskih karakteristika svi ispitani izolati imaju glavne
morfoloske karakteristike roda Bradyrhizobium. Kod ispitanih izolata, utvrdene su
razlike u njihovim biokemijskim svojstvima. Uocena je razlika u abiotskim svojstvima
Sto ima vaznu ulogu u njihovoj potencijalnoj primjeni u pripremi preparata za

inokulaciju.

» Preporuca i upotreba molekularnih metoda koje se najcesée baziraju na proucavanju
nukleinskih kiselina te omoguéavaju klasifikaciju i identifikaciju pojedinih izolata na

razini roda, vrste i sojeva neovisno o fazi i uvjetima rasta mikroorganizama.
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8. ZIVOTOPIS

Nika Skendrovi¢ rodena 13. Kolovoza 1992. godine u Zagrebu. Prirodoslovnu Skolu
Vladimira Preloga, smjer ekoloski tehni¢ar zavrSava 2011. godine u Zagrebu. Iste godine
upisuje preddiplomski stru¢ni studij agroekologije na Agronomskom fakultetu u Zagrebu kojeg
zavrsava 2015. godine obranom zavrs$nog rada te stjece akademski naziv sveucili$ni prvostupni
inZenjer agronomije (univ. bacc. ing. agr.). Zavrsni rad pod naslovom ,,Razlozi drasticnog
smanjenja populacije europske jegulje (Anguilla anguilla)* izradila je na Zavodu za ribarstvo,
pcelarstvo, lovstvo i specijalnu zoologiju. Takoder, 2015. godine upisuje diplomski sveucili$ni
studij na istom fakultetu, smjer agroekologija, usmjerenje mikrobna biotehnologija u
poljoprivredi. Tijekom $kolovanja zavrSava tecaj za trenera sinkroniziranog plivanja i suca. Od
2017. godine je glavni trener juniorske i mlade juniorske reprezentacije sinkroniziranog

plivanja s kojom sudjeluje na brojnim europskim i svjetskih natjecanjima.
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