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Slika 1 Otklju¢avanje tajni rizosfere (Brink, 2016).

Essentially all life depends upon the soil...There can be no life without soil and no soil without life;

they have evolved together.

Charles E. Kellogg, USDA Yearbook of Agriculture, 1938.
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SAZETAK

Rizosfera je bioloski najaktivniji sloj tla koji se nalazi uz korijen i pod njegovim je izravnim
utjecajem. Od okolnog tla se znafajno razlikuje po kemijskim, fizikalnim i1 bioloskim
svojstvima. Rizosfera predstavlja iznimno slozen i dinamican okoli§ u kojem se simultano
odvijaju brojne interakcije izmedu korijenja, otopljenih tvari, organskih spojeva, minerala,
plinova 1 (mikro)organizama. Ti procesi utjeCu na rast i razvoj korijena, efikasnost primanja
hranjiva i vode, te posljedi¢no i na produktivnost biljaka. Poljoprivredna proizvodnja uvelike
ovisi 0 razumijevanju procesa u rizosferi. Istrazivanja rizosfere predstavljaju izazov u smislu
eksperimentalnog dizajna i metodologije, prvenstveno zbog sloZenosti navedenih procesa koji
se odvijaju na mikro razini. Pristup procesima i pojavama in situ je ograni¢en s obzirom da se
odvijaju ispod povrSine. Usprkos ogromnom napretku u razvoju metoda u posljednjih
nekoliko desetlje¢a pronalazak odgovarajuc¢ih eksperimentalnih postava za istrazivanje
rizosfernih procesa jos uvijek predstavlja veliki izazov. Ovaj pregledni rad kriticki procjenjuje
dostupnu literaturu i raspravlja o pristupima i metodama istrazivanja rizosfere, s naglaskom na
tehnike vizualizacije rizosfernih procesa. U prvom dijelu rada predstavljen je pristup rizosferi
I opis njezinih svojstava, prilikom ¢ega su obuhvaéene metode uzorkovanja rizosfernog tla,
sakupljanja eksudata korijena 1 otopine rizosfernog tla. Raspravljeni su razli¢iti
eksperimentalni sustavi pogodni za upotrebu u poljskim i laboratorijskim uvjetima, sa
navedenim pregledom prednosti i ogranic¢enja pojedinih metoda. Pracenje rizosfernih procesa
pomocu izotopa tema je drugog dijela rada, dok je treci dio posveéen tehnikama vizualizacije
rizosfernih procesa. One ukljucuju prikaz najsuvremenijih metoda kemijskog i neinvazivnog
snimanja, te snimanja pomoc¢u izotopa i mikroorganizama. Trenutno je razumijevanje
rizosfernih procesa nepotpuno, pa je naglasena potreba za koristenjem kombiniranih pristupa

koji imaju potencijal razrijesSiti slozene procese u rizosferi.

Kljucéne rije¢i: rizosferni procesi, eksudati korijena, otopina tla, tehnike vizualizacije.



ABSTRACT

The rizosphere is the most biologically active volume of soil around plants roots that is
influenced by their activities. Due to the influence of roots, the rhizosphere differs from bulk
soil significantly in its chemical, physical, and biological characteristics. The rhizosphere
represents an extremely complex and dynamic environment where numerous interactions
occur simultaneously between roots, solutes, organic compounds, minerals, gases and
(micro)organisms. These processes affect root growth and development, efficiency of
nutrients and water uptake, and consequently the productivity of plants. Agricultural
production heavily depends on understanding the rhizosphere processes. Rhizosphere research
is a challenging task in terms of experimental design and methodology because of complexity
of these processes occurring at a micro-scale. In particular, access to study these processes
and phenomena in situ is limited as they occurring below-ground. Despite tremendous
progress in method development in the past decades, finding suitable experimental setups to
investigate rizosphere processes still represents a major challenge. This review paper critically
assesses available literature and discusses approaches and methods of rhizosphere research,
with emphasis on visualization techniques of rhizosphere processes. In the first section access
to rhizosphere and description of its properties is presented, covering methods for sampling
rhizosphere soil and collection of root exudates and rhizosphere soil solution. Various
experimental systems suitable for use under field and laboratory conditions are discussed,
with an overview of main advantages and limitations of a certain method. Tracing rhizosphere
processes with isotopes is the topic of the second section, while the third section is devoted to
visualization techniques of rhizosphere processes. They include a presentation of cutting-edge
methods of chemical, non-invasive, isotope and microbial imaging. Currently, the
understanding of rhizosphere processes is incomplete, emphasising the need for using
combinatorial approaches that have great potential to unravel complex rhizosphere processes.

Keywords: rhizosphere processes, root exudates, soil solution, visualization techniques.
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1 UvOD

Tlo je jedno od posljednjih velikih znanstvenih granica (Science, 2004) i najveci rezervoar
bioraznolikosti na planeti Zemlji. Tlo je ,skrivena“ polovica ekosustava. Polovicu te
,skrivene® polovice ¢ini rizosfera koja predstavlja primarnu vezu izmedu sustava tlo-biljka
(Bowen and Roriva, 1991). Termin rizosfera potjeCe od gréke rije¢i rhizo koja oznacava
korijen i rije¢i sphaira koja, u Sirem smislu, oznaava podrucje. Lorenz Hiltner, profesor
agronomije na tehnickom fakultetu u Munchenu, 1904. godine prvi je upotrijebio termin
rizosfera definiraju¢i ju kao zonu tla gdje korijenje biljaka otpustanjem eksudata moze
stimulirati, inhibirati ili nemati nikakvog utjecaja na mikroorganizme (Pinton et al., 2007).
Nakon vise od 100 godina tijekom kojih rizosfera zaokuplja paznju mnogih znanstvenika iz
razli¢itih interdisciplinarnih podruc¢ja prikladna definicija rizosfere je volumen tla koji se
nalazi uz korijen biljke i pod utjecajem je aktivnosti rastuceg korijena (Darrah, 1993;
Hinsinger, 1998). Hiltner (1904) je opisao rizosferu kao mjesto snaznog medusobnog
djelovanja bioloskih komponenti, Sto je u to vrijeme bila vizionarska misao. | doista, ne samo
da se interakcije odvijaju izmedu tla i korijenja biljaka ili izmedu korijenja biljaka i
mikroorganizama, one se takoder odvijaju izmedu samih biljaka i samih mikroorganizama,
kroz brojne sloZene procese. Takve sloZene interakcije imaju veliki utjecaj na ishranu i
zdravlje biljaka (Dessaux et al., 2009).

Citav niz aktivnosti korijena &ini rizosferu jedinstvenim okolisem (Hinsinger et al., 2005).
U literaturi je dobro dokumentirana sposobnost korijenja biljaka da aktivno mijenjaju
biogeokemiju rizosfere (Hiltner, 1904; Hinsinger et al., 2009), pa se tako o¢ekuje da prakticki
svaki korijen ima kemijski, bioloski i fizikalno jedninstvenu rizosferu, tzv. jedinstveni
rizosferni potpis. Ove osobine mijenjaju se s biljnom vrstom, strukturom biljne zajednice i
tipa tla predstavljajuci gotovo beskonacan broj ekotipova rizosfere (Jones and Hinsinger,
2008). Korijenov sustav, nazvan ,,skrivenom* polovicom biljke (Béhm, 1979), u interakciji s
tlom uzrokuje sloZene prostorne i vremenske razlike, npr. u sadrzaju vode u tlu, pH
vrijednosti, dostupnosti hranjivih tvari, te aktivnosti i strukturi mikrobnih zajednica (Faget,
2013). Te slozene razlike su neophodne zbog Sirokog raspona resursa koje biljka usvaja iz tla,
zajedno s nizom drugih stresova kojima je izlozena (npr. manjak vode ili hranjivih tvari,
napad bolesti i Stetnika). Biljke izloZene nedostatku hranjivih tvari sposobne su aktivirati niz
mehanizama koji dovode do povecane dostupnosti hranjivih tvari u rizosferi u odnosu na
okolno tlo (engl. bulk soil) (Rengel and Marschner, 2005). Kako bi prezivijela, biljka treba biti

u interakciji s mnogo razli¢itih ¢lanova mikrobne zajednice u tlu (Jones and Hinsinger, 2008).



Glavne funkcije korijena su transport vode i hranjivih tvari, te uévr$éivanje biljke u tlu.
Darwin je smatrao da korijenje djeluje kao mozak biljke integriraju¢i informacije iz vise
izvora (Darwin, 1880). Unato¢ ovim klju¢nim funkcijama korijena, ekofiziologija i ekologija
korijena predstavljala je podrucje istrazivanja optere¢eno naizgled nerjeSivim poteSko¢ama
pracenja rasta korijena in situ. Sve do nedavno sustav tlo-korijen-rizosfera smatrao se ,,crnom
kutijom* do koje je tesko doci i proucavati ju (Faget, 2013). Ali postavlja se pitanje zasto je
vazno istrazivati svijet korijenja i trebamo li uopée mariti za to? Naime, nekoliko je studija
pokazalo da globalnu proizvodnju usjeva treba udvostruciti do 2050. godine (Ray et al.,
2013). Do sredine stoljeca predvida se joS 2 milijarde ljudi, Sto je ukupno vise od 9 milijardi.
No, rast stanovni$tva nije jedini razlog zbog kojeg ¢e trebati proizvoditi vise hrane. Sirenje
napretka i blagostanja diljem svijeta, osobito u Kini i Indiji, razlog je povecane potraznje za
mesom, jajima i mlijeCnim proizvodima, te je povecan pritisak na proizvodnju kukuruza i soje
za ishranu stoke. Ukoliko se trendovi projecirane promjene prehrane i povecane potrosnje
biogoriva nastave morat ¢e se udvostruciti i koli¢ina usjeva (Foley, 2014). Veliku prijetnju
globalnoj sigurnosti hrane predstavlja progresivno smanjenje kvalitete tla diljem svijeta
(Godfray et al., 2010). U drugoj polovici 20. stoljeca zelena revolucija Zeljela je izbjeci sliénu
krizu ciljanim oplemenjivanjem (nadzemnih svojstava) biljaka u kombinaciji s intenzivnom
gnojidbom (Khush, 2001). Medutim, pokazalo se da ti principi ne daju zadovoljavajuci
odgovor na sveprisutna pitanja o sigurnosti hrane koja zahtijevaju vise holisticki pristup u
smislu oplemenjivanja bilja (npr. razmatranje podzemnih svojstava biljke) i poboljSanja
kvalitete tla (Ahmed et al., 2016). Za odrZavanje zdravlja planete i prehranu stanovniStva
kriti¢no je bolje razumijevanje rizosfernih procesa (Morrissey et al., 2004). Pravi izazov u
prenoSenju fundamentalnih istrazivanja rizosfere u prakti¢nu primjenu s ciljem rjeSavanja
stvarnih problema u svijetu predstavlja sloZenost rizosfere (Wissuwa et al., 2009). Nedavni
napredak u razumijevanju sloZenosti rizosfere u velikoj je mjeri potaknut tehnoloSkim
inovacijama i razvojem analitickih i bioinformatickih alata (Jones and Hinsinger, 2008).
Istrazivanja korijenja biljaka predstavljaju uzbudljivo i intrigantno podruc¢je znanosti.
Korijenje je nastalo tijekom rane faze diverzifikacije biljaka na zemlji tijekom devonskog
razdoblja prije nekih 363 milijuna do 409 milijuna godina (Kenrick, 2002). Svijet korijenja
biljaka, rizosfera, nalazi se ispod povrsine tla. To zvuci kao fantasti¢no carstvo puno tajni i
zagonetki, te nije ¢udno da opcinjava znanstvenike koji se bave pitanjima sigurnosti hrane 1
klimatskih promjena. Ipak, prilikom proucavanja tamnog, podzemnog okoliSa kako zaista
mozemo znati $to se dogada ispod povrSine? U doba renesanse Leonardo da Vinci naveo je da

,,ViSe znamo o gibanju nebeskih tijela nego o funkcioniranju tla pod nasim nogama“. lako jo$
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uvijek ima neke istine u toj tvrdnji, ostvaren je napredak u razumijevanju razli¢itih aspekata
sastava, strukture i funkcije rizosfere, kao i analitiikih i metodoloSkih pitanja, te brzog
razvoja odgovarajuc¢ih tehnika za proucavanje rizosfere, osobito tijekom zadnjih 20 godina
(Dessaux et al.,, 2009). Nove metode dopusStaju proucavanje rasta korijena i njegove
interakcije s tlom i1 (mikro)organizmima, a saznanja o funkcioniranju rizosfere moguce je
koristiti za manipulaciju rizosferom u nasu Kkorist.

Kljuéno pitanje je kako odvojiti, definirati ili identificirati rizosferu (Luster et al., 2009). Iz
tog je razloga u prvom dijelu ovog rada predstavljen pristup rizosferi i njezina svojstva,
prilikom c¢ega su obuhvacene tehnike i metode uzorkovanja rizosfernog tla, sakupljanja
eksudata korijena i otopine rizosfernog tla. Raspravljeni su razli¢iti eksperimentalni sustavi
pogodni za upotrebu u poljskim i laboratorijskim uvjetima, sa navedenim pregledom
prednosti 1 ograni¢enja pojedinih metoda. Prac¢enje rizosfernih procesa pomocu izotopa, tema
drugog dijela rada, vazan je alat za razumijevanje utjecaja biljaka na svojstva tla. Tre¢i dio
rada posvecen je tehnikama vizualizacije rizosfernih procesa, Sto ukljucuje prikaz
najsuvremenijih metoda kemijskog i neinvazivnog snimanja, te snimanja pomocu izotopa i
mikroorganizama. lako su pristupi i metode istraZivanja rizosfere brojni i sveobuhvatni, u
ovom radu nastojalo se objediniti najvaznije znanstvene spoznaje o metodama proucavanja
rizosfere, te istaknuti obecavajuce pristupe koji se koriste za rjeSavanje brojnih izazova u
razumijevanju funkcioniranja rizosfere. Dakako, s ciljem implementiranja novih saznanja u

poljoprivrednu proizvodnju koja uvelike ovisi o razumijevanju rizosfernih procesa.



2 MATERIJALI | METODE

Svrha preglednog stru¢nog rada je dati pregled nekog problema ili podrucja istraZzivanja na
osnovi ve¢ objavljenih radova, ali uz originalne analize, sinteze ili prijedloge za daljnja
istrazivanja. Objavljena otkrica, saznanja i rezultati znanstvenih i stru¢nih istrazivanja iz
podru¢ja rizosfere su obimna, tako da pronalazak odredenih informacija nije nimalo
jednostavan i zahtjeva vjestinu snalazenja do koje se dolazi prethodnim upoznavanjem sa
postupkom pretrazivanja literature.

Treba naglasiti da nikada nije moguce prikupiti i proc€itati svu literaturu koja odgovara
zadanoj temi. Bitno je postaviti ograni¢enja, ali isto tako ne izostaviti najvaznije (najcitiranije)
radove iako se do njih ponekad tesko dolazi. Ovakvu vrstu informacija moguce je dobiti iz
razli¢itih vrsta literature; primarne (obuhvaca objavljene, originalne ¢lanke autora, odnosno
rezultate njihovog istrazivackog rada), sekundarne (sadrzi informacije koje se u skra¢enom
obliku izvode iz originalnih Clanaka primarne literature) 1 tercijarne (monografije i pregledna

literatura).

Izvori podataka

Radi lakseg i brzeg dobivanja zeljenih podataka koriSteni su razliCiti alati za pretrazivanje
literature. Internetske trazilice poput Googla nude mnostvo informacija, ali za razliku od
publikacija u profesionalnim ¢asopisima nisu recenzirane. Kako bi se dobili pouzdani izvori
za znanstveni i struéni rad klju¢no je potvrditi kvalitetu tih informacija, odnosno evaluirati
literaturu. Kao izvor podataka koriStena je i znanstvena internetska trazilica Google Scholar.
Preko online baza podataka omogucen je mrezni pristup komercijalnim bibliografskim i
citatnim bazama podataka te onima u slobodnom pristupu za sve ¢lanove znanstvene i
akademske zajednice. Prilikom pretrazivanja literature u najvecoj je mjeri koriStena baza
podataka Scopus. Ona prestavlja najvecu citatnu bazu koja je na raspolaganju hrvatskim
znanstvenicima i ukljucuje preko 18,000 ¢asopisa od kojih je 16,500 sa recenzijom, nekoliko
tisuca drugih vrsta publikacija, ukljucuju¢i i "Articles-in-Press" iz preko 3000 casopisa.
Proizvod je poznatog izdavaca znanstvene, tehnicke i medicinske literature Elsevier. Radi se 0
interdisciplinarnoj bazi podataka koja pokriva prirodne, tehnicke, medicinske i druStvene
znanosti, kao i1 humanistiku te podrucje umjetnosti. Bolje pokriva europsku znanstvenu
publicistiku nego npr. Web of Science. Putem baze podataka Scopus moZe se pratiti citiranost
pojedinih autora, radova i dr. od 1996., a podaci o radovima dosezu sve do 1893., ovisno o

Casopisu. Scopus karakterizira jednostavno i intuitivno sucelje te poveznice s cjelovitim



tekstovima radova (ukoliko su pretplac¢ene). Jedna od prednosti je i jednostavno ucitavanje
cjelovitog teksta rada (Document Download Manager) ili odabranih radova (Export) u
programe za upravljanje referencama kao Sto je Zotero, Mendeley, EndNote, RefWorks i dr.
Besplatni program Zotero (Firefox) 4.0.29.8 koriSten je u ovom radu za organizaciju i
upravljanje prikupljenom literaturom, uz koristenje harvardskog sistema navodenja autora i
datuma Sto je u skladu s uputama za oblikovanje diplomskog rada. Oznacavanje rezultata
istrazivanja drugih autora, odnosno citiranje, dio je dobre znanstvene prakse i regulirano je
Zakonom o autorskom pravu i srodnim pravima (NN 167/03, 79/07, 80/11, 125/11, 141/13,
127/14). Prikupljanje citata o pojedinoj temi razvija bibliografiju koja pomaze drugim
autorima koji rade na sli¢noj temi u potrazi za literaturom.

Pristup bazi podataka Scopus omogucen je preko Centra za online baze podataka CARNet
koriste¢i sustav AAI@EduHr. Tijekom studenske razmjene na Universitat fir Bodenkultur
(ak. god. 2013./14., Bec, Austrija) koriSteni su svi resursi knjiznice (online katalozi, e-knjige,
e-Casopisi, baze podataka od kojih velika veéina pruza moguénost uvida u cjeloviti tekst
pojedinog rada, baza diplomskih i doktorskih radova). Pojedina sveudilista, poput ETH-
Zurich i Universitdt Hohenheim nude dizertacije sa cjelovitim tekstom u elektronickom
obliku. Ostali izvori ukljucuju i neke od svima dostupnih baza podataka na internetu (Tablica
1).

Tablica 1 Pregled pojedinih svima dostupnih baza podataka na internetu

Naziv baze podataka SadrZaj Internetska
ili portala domena
AGRIS/FAO Baza podataka sa vise od 8 milijuna bibliografskih agris.fao.org

(International  System  for podataka vezanih uz istraZivanja u agronomiji.
Agricultural ~ Science and Korisnicima je omogucen pristup cjelovitim tekstovima

Technology) ukoliko su oni slobodno dostupni online.

CORDIS Portal Europske Komisije za objavu informacija vezanih cordis.europa.eu

(Community Research and uz istrazivacke projekte i rezultate financirane od strane

Development Information  Europske unije.
Service)
HRCAK Portal znanstvenih casopisa Republike Hrvatske koji hrcak.srce.hr

omogucuje pregledavanje i pretrazivanje sadrzaja domacih
znanstvenih 1 struénih Casopisa koji su svoj sadrzaj

ponudili putem koncepta otvorenog pristupa.

Hrvatska Bibliografska baza podataka koja sadrzi podatke o bib.irb.hr
znanstvena bibliografija radovima (autor, naslov rada, sazetak) i istrazivackim
(CROSBI) projektima Hrvatske zaklade za znanost.




Najveca svjetska internetska trgovina Amazon predstavlja mozda najbolji izbor za vlasnike
Kindle uredaja prilikom kupovine e-knjiga. Uz Kindle uredaj za PC 1.16.0 iskoriStena je
mogucnost iznajmljivanja pojedinih udzbenika i knjiga. Pored brojnih internetskih izvora, u
potrazi za literaturom moguce je komunicirati sa stru¢njacima i osobama uklju¢enim u zadanu
problematiku. Stoga su koriStene biljeSke nastale tijekom predavanja prof. Zed Rengela na
temu ,,Exploring the world of roots“ odrzanog 4. srpnja 2016. na Agronomskom fakultetu u
Zagrebu. Od velike su pomo¢i bile biljeske i materijali koriSteni tijekom modula
»Rhizosphere Processes and Application to Agriculture and Soil Protection” (Wenzel W) i
»Ecology and Management of the Rhizosphere in Ecological Engineering* (Oburger E,
Puschenreiter M). Pazljivim Ccitanjem relevantne literature doSlo se do daljnjih vaznih
literaturnih referenci iz kojih se nastojao osigurati originalni rad.

Strategija pretrazivanja

Elektronski katalozi i baze podataka ne mogu ,,misliti tako da prikupljeni pojmovi trebaju
biti prevedeni na standardizirane pojmove. Jednostavnim pretraZivanjem po oshovnim
bibliografskim podacima moguce je na¢i pojedine radove u Casopisima ili izabrati napredno
pretrazivanje koje pruza mnogo vise mogucnosti za ciljano pretrazivanje. Engleski jezik je
danas preduvjet svakog uspjesnog pretrazivanja interneta i od velike je koristi ako osoba
dobro vlada njime.

U pretrazivanju je kori$tena pretraga prema klju¢nim rije¢ima, autoru i naslovu (Tablica 2).
Prilikom pretrazivanja literature tema rada je podijeljena na pojedine dijelove kako bi se
identificirali pojmovi za pretrazivanje. 1z pojedinih dijelova teme izvedene su klju¢ne rijeci.
Pretrazeni su sinonimi kljucnih rijeci, kao 1 pojmovi sa uzim 1 Sirim znacenjem, te relevantni
odnosi izmedu pojmova. Odabrane klju¢ne rije¢i kombinarane su uz Booleove operatore, tj.

izraze ,,AND%, ,,OR* 1 ,,NOT* ¢ime se prosirilo odnosno suzilo pretrazivanje.

Tablica 2 Vrste pretrazivanja literature za diplomski rad

Tema rada: ,,Pristupi i metode istraZivanja rizosfere*

PretraZivanje Primjer
Prema Rhizosphere processes
kljuénim rije¢ima Exploring rhizosphere

Rhizosphere design
Methods, rhizosphere research
Studying rhizosphere

Prema klju¢nim rije¢ima Rhizosphere AND review article
i Booleovim operatorima Rhizosphere research OR tools
Rhizosphere management NOT complexity
Prema Bravin M.
autoru Hinsinger P.
Marschner P.
Prema Rhizosphere: Biophysics, Biogeochemistry
naslovu and Ecological Relevance




3 REZULTATI | RASPRAVA
3.1 PRISTUP RIZOSFERI | OPIS NJEZINIH SVOJSTAVA

Termin rizosfera obi¢no se koristi za opisivanje volumena tla pod utjecajem Korijena, ali se
moze proSiriti i na opis meduprostora izmedu korijena i tla (engl. root-soil interface) koji se
moze razdvojiti na ektorizosferu (rizosferno tlo), rizoplanu (povrsina korijena) i endorizosferu
(unutarnji dio korijena) (Slika 2). Vazno je naglasiti da se rizosferom smatra samo volumen
tla koji je pod utjecajem aktivnosti rastuceg, dakle Zivog, korijenja. Mogu¢nost razlikovanja
zivog i odumrlog korijenja preduvjet je definiranja rizosfere (Fitz et al., 2006). Ona
predstavlja slozeni i vrlo dinami¢ni okoli§ gdje se odvijaju brojne interakcije izmedu
korijenja, minerala, organskih spojeva, otopljenih tvari, plinova i (mikro)organizama koje
utjecu na biogeokemijsko kruzenje elemenata, rast biljaka i njihovu toleranciju na abiotske i
biotske stresove (Philippot et al., 2013).

Za razliku od nadzemnih organa, korijenje biljka je ,,skriveno® u tlu i u svojem prirodnom
okruzenju dostupno je samo koriStenjem specijalnih postupaka ili opreme. Primjena razlicitih
metoda za istrazivanje rizosfere zahtijeva posebne vjestine. Mnoge analiticke metode koje se
koriste nisu originalno razvijene za istrazivanje rizosfere, ve¢ su preuzete iz drugih znanosti.
Npr. endoskopija koja je prihva¢ena u medicini danas se koristi za istrazivanje Korijenja u
minirizotronima (vidi poglavlje 3.1.1.1). Okolisni uvjeti se razlikuju s obzirom na prostor i
vrijeme, tako da eksperimentalni postavi i tretmani u poljskim uvjetima ¢esto mogu biti
maskirani njihovim nepredvidivim promjenama. Stoga su za smislena istraZivanja rizosfere u
poljskim uvjetima potrebna dugoro¢na promatranja i veliki broj ponavljanja (Polomski and
Kuhn, 2002). Medusobno povezana slozZenost rizosfernih procesa zahtijeva eksperimentalne
dizajne i1 tehnike sposobne razrijeSiti procese koji se odvijaju u razli¢itim mjerilima, od
centimetra do nanometra. S obzirom na prostornu rezoluciju potrebnu za istraZivanje
dinamike rizosfere i nepredvidivost poljskih uvjeta, vecina studija trazi nacin simulacije
poljskih uvjeta u polu-umjetnim eksperimentalnim postavima (Oburger and Schmidt, 2016).
Proucavanjem procesa i reakcija rasta korijena u kontroliranim uvjetima u laboratoriju mogu
se izbje¢i ulaganja u sredstava za rad u poljskim uvjetima. Medutim, uvjeti za rast u
laboratoriju rijetko predstavljaju prirodan okolis. Stupanj kompromisa izmedu istrazivanja u
poljskim i laboratorijskim uvjetima, kao i eksperimentalni dizajn i tehnike koje se Kkoriste
ovise o cilju pojedinog istrazivanja (Polomski and Kuhn, 2002). U laboratorijskim uvjetima
biljke se uzgajaju u odgovaraju¢im sustavima za rast koji omogucuju razvoj definirane

rizosfere. Nakon toga moguce je uzorkovati rizosferno i nerizosferno (okolno) tlo kako bi se



procijenile karakteristike rizosfere. Neki eksperimentalni postavi, poput hidroponskih sustava,
ne sadrze rizosferno tlo. Ipak, takvi sustavi su takoder bitni u istraZivanju rizosfere, npr. za
procjenu kvalitativnih i kvantitativnih obrazaca eksudacije korijena biljaka nakon ishrane
razli¢itim hranjivim otopinama (Neumann et al., 2009). Instrumentalne prepreke (npr.
nepokretnost uredaja) ¢esto ograni¢avaju provodenje eksperimenata na laboratorijske uvjete.
Danas znanstvenici imaju na raspolaganju brojne pristupe i metode za proucavanje
rizosfere, ali joS uvijek postoje neka otvorena pitanja. Na koji nacin se mogu usporediti
podaci o rizosfernim procesima dobiveni u laboratorijskim uvjetima s onima dobivenim u
poljskim uvjetima? Kako se moze optimizirati simulacija poljskih uvjeta u laboratoriju kako
bi se poboljSala procjena rizosfernih procesa u bioloski relevantnim mijerilima? Koji su
najbolji pristupi za razotkrivanje svih aktivnih sudionika (ne nuzno najbrojnijih) ukljuc¢enih u
kruZenje hranjivih tvari u rizosferi (biljke, gljive, beskralje$njaci, archea', bakterije,
protozoa®)? Kako se moze poboljsati primjena metoda u poljskim uvjetima ili neporusenim
uzorcima tla? (Oburger and Schmidt, 2016). Odgovori na ova pitanja izlaze iz okvira ovog
rada, ali u sljede¢im poglavljima moze se na¢i pregled razli¢itih pristupa i metoda koje se
trenutno koriste u istrazivanju rizosfere, pri ¢emu se razmatra i vrsta istrazivanja za koje su

one najpogodnije.

|K0rijenovf:l dlaic:
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Slika 2 (A) Shematski prikaz rizosfere; (B) Uveéani prikaz rizosfere kao uskog (1-2 mm) sloja tla koji
okruZuje korijen i pod njegovim je utjecajem; (C) Neki autori razlikuju ektorizosferu, rizoplanu i
endorizosferu; rizosfera sadrzi saprofitske i simbiotske bakterije i gljive, uklju¢uju¢i i arbuskularne
mikorizne gljive (AMG) (Philippot et al., 2013). Preuredila D. Eri¢, 2016.

1Mikroorganizmi koji su jednostani¢ni prokarioti. Zive u ekstremnim uvjetima — u dubokim i hladnim oceanima,
tlu i slatkoj vodi.

2 Mikroorganizmi koji su jednostaniéni aerobni eukarioti. S obzirom na brojnost, biomasu i raznolikost ¢ine
najvecu grupu organizama na svijetu.



3.1.1 Uzorkovanje rizosfernog tla

Ovisno o teksturi i strukturi tla, biljnoj vrsti i promatranom parametru, promjene nastale pod
djelovanjem korijena mogu se promatrati do udaljenosti od nekoliko um do otprilike 7 mm od
povrsine aktivnog segmenta korijena ili tepiha korijenja (engl. root mat) (Jones et al., 2003).
Tehnike uzorkovanja rizosfernog tla i otopine rizosfernog tla moraju se nositi s ovim
zahtjevom prostorne rezolucije (Luster et al., 2009). Medutim, rizosferni uéinci mogu izaéi
izvan okvira ovog raspona kada se razmatraju visoko mobilni spojevi poput vode ili CO;
(Hinsinger et al., 2005).

3.1.1.1 Poljski uvjeti

Ovisno o cilju istrazivanja postoji nekoliko metoda za procjenu rasta korijena u poljskim
uvjetima. Jedna od moguénosti je koriStenje metoda koje se odnose na iskapanje. One
obuhvacaju: (i) iskapanje korijenovog sustava (Slika 3) i (ii) iskapanje neporusenih jezgri tla
(sa ili bez umetaka) koje drze korijenov sustav u izvornom polozaju tijekom ispiranja, ru¢nog
uklanjanja Cestica tla ili uklanjanja Cestica tla pomocu tlaka zraka (Danjon and Reubens,
2008). Ove metode omogucuju pristup biomasi korijena i distribuciji duljine korijena, te opis
morfologije korijena. Iskapanje u razli¢itim vremenskim razdobljima tijekom rasta biljke
moZe dati vremenske varijacije rasta korijena i posljedica izazvanih njegovim djelovanjem na
mineralni sastav rizosfere i otopine tla. Iskapanje korijenja drveca koristeno je za proucavanje
utjecaja zrelog korijenja americke duglazije Pseudotsuga menziesii na ¢vrstu fazu i otopinu
rizosfernog tla, te pradenje vremenskih varijacija kemijskih karakteristika rizosfernog i
okolnog tla (Turpault et al., 2007). Kao glavna ograni¢enja, tehnike temeljene na iskapanju su
opcenito destruktivne, vremenski zahtijevne, a sam proces uzorkovanja je povezan uz gubitke
1 Stetu, osobito finih struktura korijena, te Cesto ogranien na analizu gornjih slojeva tla

(Danjon and Reubens, 2008).

Slika 3 Uzorkovanje rizosfernog tla u poljskim uvjetima. (A) Ekperimentalni postav istrazivanja kvalitete
i kvantitete rizodepozicije razli¢itih hibrida kukuruza Zea mays; (B) Iskapanje cijele biljke s korijenovim
sustavom; (C) Rué¢no uklanjanje Cestica tla tresenjem ili ¢etkanjem (Cavani and Mimmo, 2007).



Izravno pracenje rasta korijena u poljskim uvjetima moguce je koriste¢i tehniku prozora za
promatranje korijenja (engl. root window). Prozor je prozirno 6-8 mm debelo staklo ili
pleksiglas ploca pritisnuta na profil tla i sluzi za istrazivanje morfoloskog razvoja korijenja i
fenoloskih promjena u Zivotnom vijeku pojedinog korijenja. Princip ove tehnike temelji se na
snimanju korijena in situ, nedestruktivno duz profila tla rezanog ¢eliénim nozevima ispod
biljaka od interesa kako bi se dobila ravnina za promatranje (Slika 4) (Neumann et al., 2009;
Polomski and Kuhn, 2002). Tehnika prozora za promatranje korijenja nudi priliku za mjerenje
prostorne i vremenske promjene usvajanja hranjivih tvari, kemijskih karakteristika rizosfere i
rizosfernih mikrobnih populacija (Smit et al., 2000b).

Alternativno, moguce je koristenje rizotrona i minirizotrona (MR). Rizotroni su podzemni
objekti opremljeni prozorima koji su naslonjeni na profil tla, dok se vrlo automatizirane
modifikacije rizotrona nazivaju rizolaboratoriji (Slika 5B) (Polomski and Kuhn, 2002;
Vamerali et al., 2012). MR su prevladali visoke troskove velikih podzemnih rizotrona (Béhm,
1979) i danas se intenzivno koriste. Minirizotron sustav dizajniran je da klizi prema dolje
unutar prozirne cijevi u tlu i snima korijenje ispod povrsine tla. MR su prvi puta opisani 1937.
kao staklene cijevi umetnute u tlo, zatvorene na dnu i zabrtvljene metalnim poklopcem na
vrhu (Bates, 1937). U tom prvom istrazivanju, pomocu zrcala i elektri¢ne zarulje montirane
na kraju metalnog Stapa promatrano je korijenje engleskog ljulja Lolium perenne. Danasnji
MR sustavi obi¢no se sastoje od prozirnih cijevi trajno umetnutih u tlo, optickog sustava
uvedenog u cijev (minijaturne video kamere koje se kre¢u na odabranim polozajima duz
cijevi) i video sustava za obradu, pohranu i analizu snimaka (Slika 5A) (Polomski and Kuhn,
2002; Vamerali et al., 2012). Takvi sustavi omogucuju promatranje rasta korijena kroz
vrijeme 1 pracenje pojedinacnog korijenja u toku razvoja. Isti segmenti korijena mogu se
izravno mjeriti viSe puta. Dakle, ova tehnika je osobito primjerena za procjenu elongacije i
dugovjecnosti korijena (Majdi, 1996). Analizom snimaka tla s odgovaraju¢im softverom
moguce je dobiti kvantitativne podatke o stopi rasta i morfologiji korijena (Rewald and
Ephrath, 2013). MR se upotrebljavaju za proucavanje interakcija izmedu korijenja i brojnih
organizmima u tlu; mikorize (Pritchard et al., 2008), nematoda (Smit and Vamerali, 1998),
bakterija fiksatora duSika (Pritchard and Rogers, 2000) i faune tla (Steinaker and Wilson,
2008).
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Slika 4 Postavljanje prozora za promatranje korijenja u polju krumpira. (A) Otvaranje profila tla
pomocu Eeli¢ne ploce; (B) Zamjena celi¢ne ploce prozorom za promatranje od pleksiglasa; (C) Fiksacija i
izolacija prozora za promatranje; (D) Prozor za promatranje korijenja u polju 3 tjedna nakon
postavljanja s razvijenim novim korijenjem (Neumann et al., 2009).
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Y
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Slika 5 (A) Skica minirizotron sustava za promatranje korijena; (B) Video sustav za shimanje u
horizonatalno postavljenim minirizotron cijevima u podzemnom hodniku rizolaboratorija u
Wageningenu (Nizozemska) koji viSe nije u funkciji (Vamerali et al., 2012). Preuredila D. Eri¢, 2016.
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Postavljanje MR cijevi u polju zahtijeva upotrebu ru¢nog svrdla (Kage et al., 2000) ili busilice
za tlo (Slika 6A-D) (Hummel et al., 1989; Vamerali et al., 2012). Moze biti tehnicki
zahtijevno Sto ovisi o prirodi tla, npr. tla gdje prisutnost Sljunka sprijecava prodiranje,
nedostatak kohezivnosti u pjeskovitim tlima ili vodom zasi¢enom tlu (Maeght et al., 2013).
Usprkos tome, pojedini znanstvenici su uspjeSno postavili MR cijevi u kamenito tlo (Phillips
et al., 2000), te u mo¢varnim podruc¢jima (Iversen et al., 2012). Dubina postavljanja MR cijevi
rijetko prelazi prvi metar profila tla, zbog ve¢ spomenutnih poteskoca tijekom postavljanja
(Rewald and Ephrath, 2013). Nadalje, ograni¢enje za postavljanje cijevi na vecu dubinu
predstavlja i duljina komercijalno dostupnih prozirnih cijevi za promatranje (maks. duljina:
cca. 3 m). Zbog velikog opsega posla pokusaji postavljanja dugackih MR cijevi su rijetki. Kao
iznimka navodi se primjer postavljanja MR cijevi u kanal dubine 8 m na plantazi eukaliptusa
u Brazilu (Hinsinger et al., 2012).

U pojedinim slucajevima koriste se MR cijevi postavljene horizontalno, vertikalno ili pod
kutem. Cijevi se uglavnom najcesée postavljaju pod kutem od 30°- 45° (Slika 6B) (Vamerali
et al., 2012). Tako postavljene cijevi omogucéuju samo jedno opazanje na odredenoj dubini, ali
bolje otkrivaju distribuciju finog korijenja u odnosu na vertikalno postavljene cijevi (Johnson
et al., 2001). Postavljanje cijevi pod kutem je lakSe nego horizontalno postavljanje zato Sto
nije potrebno opsezno kopanje kanala. Precizno postavljanje cijevi pruza dobru procjenu
elongacije korijena, npr. Secerne repe (Slika 6E-H) (Vamerali et al., 2012). Horizontalne
cijevi mogu biti postavljene u podzemnim hodnicima (Smit and Groenwold, 2005), Sto
omogucuje sakupljanje velikog broja snimaka s odredene dubine Cime se smanjuje broj
ponavljanja potreban za statisticke potrebe, ali cijevi moraju biti postavljene na razli¢itim
dubinama (Vamerali et al., 2012). Iskapanje tla radi postavljanja cijevi moze stimulirati
otpustanje duSika i modificirati gustocu tla. U takvim slucajevima mora pro¢i odredeno
vremensko razdoblje prije nego zapoc¢ne prikupljanje podataka kako bi se dinamika korijena
vratila na inicijalno neporuseno stanje. Smatra se da nakon postavljanja treba pro¢i vremenski
period od 6-12 mjeseci (Johnson et al., 2001), ali su u literaturi zabiljezeni i dulji vremenski
odmaci (do 17 mjeseci) (Pritchard et al., 2008).
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Slika 6 Postavljanje minirizotrona. (A) Platforma za buSenje tla; (B) Postavljanje minirizotrona pod
kutem od 45° u blizini redova kukuruza; (C) Gornji krajevi minirizotrona u $ec¢ernoj repi prekriveni PVC
kapicama i zabrtvljeni gaumenim ¢epovima; (D) Mehani¢ka ruédica za pocizioniranje kamere; (E) Snimke
korijena Seferne repe Beta vulgaris var. saccharifera nastale pomoéu minirizotrona (600 dpi) na
konstantnoj dubini (0,9 m) tijekom (E) 79 dana; (F) 92 dana; (G) 108 dana i (H) 176 dana nakon sjetve
(Vamerali et al., 2012).
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Problemi i ograni¢enja

Glavno ograni¢enje tehnike prozora za promatranje korijenja je Cinjenica da je on statican i
predstavlja ograniceni, dvodimenzionalni (2D) prostor koji ne daje podatke o ukupnom
produljenju korijenova sustava. lako je moguce neporuseno uzorkovanje duz pojedinog
korijenja, eksperimentalni postav nuzno ne predstavlja potpuno neporusen sustav jer se uvjeti
duz 2D ravnine za promatranje (temperatura, svjetlo, raspodjela vlage, koncentracija
otopljenih tvari, redoks uvjeti) mogu razlikovati od uvjeta u neporusenim tlima. Opcenito,
tehnike prozora za promatranje i MR su teSko primjenjive na kamenitom tlu (Thorup-
Kristensen, 2006). MR nisu pogodni za odredivanje arhitekture korijena zbog ograni¢enog
prostora za promatranje. MR studije u Sumskim sustavima su jo$ uvijek rijetke u odnosu na
poljoprivredno tlo gdje je lakSe postaviti cijevi. Za pouzdane i reprezentativne rezultate
potrebno je postaviti veliki broj MR cijevi. lako se analiza snimaka brzo razvija, joS uvijek
postoje problemi vizualnog odijeljivanja korijenja od suviSnih predmeta i pozadine tla
(Helmisaari and Brunner, 2006). Uobicajeno ograni¢enje MR tehnike predstavljaju poteskoce
prilikom osiguravanja dobrog kontakta izmedu cijevi i tla (Johnson et al., 2001). U mnogim
tipovima tala stvaraju se praznine na pojedninim mjestima duz cijevi, stvaraju¢i umjetne
uvjete za rast korijena. Ovaj problem se pogorSava sa povecanjem dubine buSenja i
koriStenjem strojnog buSenja. Uz ve¢ navedene poteSkoce, najozbiljnije ograni¢enje MR
tehnike su inicijalni hardverski i softverski troSkovi, te vremenski odmak potreban da se
dinamika korijena i tla vrati na stabilne uvjete nakon postavljanja cijevi. Dok su troskovi rada
za postavljanje cijevi i snimanje relativno umjereni, sama analiza snimka moze biti vrlo
dugotrajna (Maeght et al., 2013).

3.1.1.2 Laboratorijski uvjeti

Studije u laboratorijskim uvjetima pruzaju mogucnost za istrazivanje karakteristika rasta
korijena u kontroliranom okoliSu. Za procjenu svojstava rizosfere biljke se trebaju uzgajati u
odgovaraju¢im sustavima za rast, nakon ¢ega se moze uzorkovati rizosferno i okolno tlo te
izmjeriti pojedine parametre. U laboratorijskim uvjetima Cesto se koriste hidroponski ili
aeroponski sustavi® za rast biljaka jer se rast i morfologija korijena mogu pratiti bez
pozadinske smetnje (Bucher, 2006). Medutim, u odsutnosti ¢vrstih supstrata rast i morfologija
korijena mogu biti znatno promijenjeni (Neumann et al., 2009). Prilikom proucavanja u¢inaka

nastalih pod djelovanjem korijena obi¢no se susrecu sustavi koji pojednostavljuju strukturu tla

® Sustavi za uzgoj biljaka gdje se hranjive tvari dovode do korijenovog sustava u obliku fino raspriene maglice
hranjive otopine.
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i geometriju korijena. Ne postoji nomenklatura za takve sustave. Npr. rizotroni i rizoboksovi
(vidi naredna poglavlja) se ¢esto koriste za sli¢ne vrste sustava plosnatog rasta u kojima biljke
formiraju kvazi 2D korijenov sustav (Luster et al., 2009). Rizotron i rizoboks sustavi mogu se
svrstati u grupu kontejnera (kutije i cijevi) koji se koriste za direktno promatranje rasta
korijena u laboratorijskim uvjetima. Izradeni su od stakla ili pleksiglasa (3-6 mm), razlicitih
su dubina i promjera, te ispunjeni pogodnim supstratom za rast. Kontejneri mogu biti
opremljeni mjernim instrumentima poput mikrosenzora za procjenu pH ili redoks potencijala
(Slika 7C) (Polomski and Kuhn, 2002; Wenzel, 2014), mikro usisnih ¢aSica za prikupljanje
otopine tla, te reflektometrijskih senzora za mjerenje sadrzaja vode u tlu (Fitz et al., 2006). U
sljede¢im poglavljima opisani su glavni dizajni kontejnera za rast koji omogucéuju Sirok

raspon istrazivanja, a ukljucuju sustav loncanica, rizoboks i rizotron sustav, te rizotest.

Sustavi za rast gdje je korijenje u direktnom kontaktu s tlom

U ovu kategoriju pripadaju studije koje ukljucuju eksperimente s lonanicama (engl. pot) i
stupcima (engl. column). Za odvajanje rizosfernog od okolnog tla predloZeno je nekoliko
postupaka temeljenih na tresenju ili ispiranju Cestica tla koje se drze za korijen (Liu et al.,
2004). Prvo se korijenov sustav, zajedno sa Cesticama tla koje se drze za korijen, pazljivo
ukloni iz tla. Tresenjem korijenovog sustava 5 min. u vodi dobiva se rizosferno tlo (Naim,
1965). Turpault definira okolno tlo, rizosferno tlo (ono koje se spontano odvaja prilikom
susenja korijenovog sustava) i meduprostor rizosfere (onaj koji otpadne tresenjem osusenog
korijenovog sustava) (Turpault, 2006). Drugi autori definiraju okolno tlo kao ono koje
otpadne kada se protrese korijenov sustav, a rizosferno tlo je samo ono koje je naknadno
uklonjeno ¢etkanjem (Yanai et al., 2003).

KoriStenje ovih konvencionalnih tehnika teSka je zadaca i1 gotovo uvijek rezultira
eksperimentalnim artefaktima od oStecenog i nepotpuno odvojenog korijenja te korijenovih
dlacica, §to moze dovesti do greSaka u analizi rizosfernog tla (Norvell and Cary, 1992).
Budu¢i da tekstura tla i vlaga u tlu snazno utje¢u na koli¢inu tla koje se drzi za korijenov
sustav prilikom vadenja iz tla, rezultate razli¢itih eksperimenata treba usporediti s oprezom.
Ovi parametri takoder imaju utjecaj na koli¢inu tla koje otpadne prilikom tresenja korijenovog
sustava kao i1 na koli¢inu tla koja ostaje priljepljena za korijenje nakon postupka tresenja.
Glavni nedostatak Turpault postupka je da se tresenjem osuSenog Kkorijenovog sustava ne
moze ukloniti svo tlo koje se pridrzavalo za korijen. Stoga je, za razliku od postupka ispiranja,
teSko posti¢i kvantitativne rezultate. S druge strane, ispiranje korijenovog sustava vodom

mijenja kemijski i fizikalni status rizosfernog tla, tako da izbor najbolje tehnike uvelike ovisi
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o cilju pojedinog eksperimenta (Goéttlein, 2006). Opcenito, u eksperimentima koji koriste
lon¢anice ili stupce i tlo kao supstrat za rast biljke moguée je potpunije uklanjanje
korijenovog sustava iz tla u odnosu na poljske uvjete, ali treba racunati da su karakteristike
rasta korijena pod utjecajem poruSene strukture tla, razlika u temperaturi pojedinih zona
korijena, distribucije vode u tlu, redoks potencijala i1 ograni¢enog volumena za
zakorijenjivanje u lon¢anicama (Neumann et al., 2009). Ipak, eksperimenti kod kojih se
koriste lon¢anice ili stupci pruzaju najjednostavniju razliku izmedu rizosfernog i okolnog tla

(Oburger and Schmidt, 2016).

Sustavi za rast koji koriste membrane za razdvajanje odjeljaka

Nedestruktivna mjerenja rasta korijena u laboratorijskim uvjetima provode se u rizotronima ili
rizoboksovima (Polomski and Kuhn, 2002). Osnovni rizoboks sustav izraden je od PVC-a §to
omogucuje promatranje korijena. Ovisno o biljnoj vrsti 1 razvojnoj fazi koja se proucava,
dostupne su razlicite veliCine rizoboksova, od onih koji sadrze koli¢ine tla od nekoliko stotina
grama pa sve do 80-100 kg (Neumann, 2006a). Razvoj korijena duz prozora za promatranje
(Slika 8) moze se pratiti pomoc¢u kamere u redovitim vremenskim intervalima. Medutim,
izravna digitalna analiza fotografskih snimaka korijena u tlu joS uvijek je ¢esto komplicirana
zbog nedovoljne sposobnosti digitalizacijskih softvera za eliminacijom pozadine. Stoga se rast
korijena joS uvijek najcesce mjeri pomocu crteza korijenovog sustava na prozirnim folijama
nakon Cega slijedi digitalizacija. Analizom snimaka pomocu prikladnog softvera moguce je
generirati kvantitativne podatke o arhitekturi i dinamici rasta korijena (Neumann et al., 2009).
Analizom video snimaka nedestruktivno su zabiljezene morfoloSke karakteristike korijenja
poput promjera finog korijenja, duljine i gusto¢e korijenovih dladica (Haase et al., 2007b).
Predmet rizoboks studija su uglavnom mlade biljke ili jednogodisSnje biljne vrste. Npr.
karakterizirana je arhitektura i rast korijena mladog atlantskog cedra Cedrus atlantica u
rizoboksu kao funkcija ishrane duSikom i ektomikroiznom inokulacijom (Boukcim et al.,
2006). U nekim slucajevima rizoboks studije provedene su i na starijim stablima, npr.
prilikom procjene mikrobioloske aktivnosti u rizosferi vo¢nih vrsta (Aviani et al., 2006).

U literaturi su opisani rizoboks sustavi razliitog dizajna, ali zajednicka im je
karakteristika koriStenje poroznih mreZica ili membrana za odvajanje odjeljka u kojem se
nalazi tlo i korijenje (ili samo korijenje) od odjeljka s rizosfernim tlom (Slika 9) (Gahoonia
and Nielsen, 1991; Kuchenbuch and Jungk, 1982; Wenzel, 2014; Youssef and Chino, 1988).
U rizoboks sustavima razvija se planarni tepih korijenja na povrSini membrane koja

ogranicava rast korijena te je moguce uzorkovati rizosferno tlo na to¢no odredenoj udaljenosti
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od korijena, u visokoj prostornoj rezoluciji. Neovisno o tome radi li se o horizontalnom
(Wenzel et al., 2001) ili vertikalnom (Bravin et al., 2010; Chaignon et al., 2002) rizoboks
sustavu korijenove dlacice mogu, ali i ne moraju prodrijeti u odjeljak s tlom S§to ovisi o
veli¢ini pora mrezice ili membrane. Naime, veli¢ina pora od 20-30 um dopusta prodiranje
korijenovih dlacica 1 mikoriznih gljiva u susjedne odjeljke dok se veli¢ina pora od 0,45 um

obi¢no upotrebljava za ograni¢avanje rasta korijenovih dlacica i hifa gljiva (Li et al., 1991).

Slika 7 Rizoboks sustav u laboratoriju. (A) Uski otvor/odjeljak rizoboksa u koji prodire korijen; (B)
Razvijeni korijen uljane repice Brassica napus u rizoboksu; (C) Rizoboks sustav sa senzorima za mjerenje
pH i redoks potencijala (Wenzel, 2014).

..

Slika 8 Promjene u distribuciji korijena uljane repice Brassica napus tijekom rizoboks eksperimenta. (A)
Drugi dan; (B) Peti dan; (C) Osmi dan nakon prodiranja korijena u uski otvor/odjeljak (Wenzel et al.,

2001).

okolno tlo hife on]en_]L hife okolﬂo tlo

(A) (B)

Usldodjdjaks*'—-i' YKmpac{ﬂilj}

dhou kodjenja navodnjavanje
. o Odjeljak s
mredica

Slika 9 (A) Shematski prikaz rizoboks sustava; (B) Shematski prikaz rizoboksa koji koristi membrane za
odvajanje odjeljaka (Wenzel, 2014). Preuredila D. Eri¢, 2016.
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Za istraZivanje biogeokemijskih gradijenata potrebno je uzorkovati (rizosferno) tlo iz rizoboks
sustava, Sto se postize tehnikama rezanja (engl. slicing techniques). Takve tehnike zahtijevaju
sustav rasta poput rizoboksa koji omogucuje razvoj tepiha korijenja. Nakon prestanka
eksperimenta odjeljak s tlom moZe se zamrznuti i narezati na tanke (<0,5-1 mm) slojeve
paralelne s ravninom korijena koriste¢i mikrotom* (Slika 10B). Svaki sloj odjeljka s tlom
moze se analizirati kao slozeni uzorak ili se moze podijeliti na poduzorke koji se razlikuju u
udaljenosti od donjeg dijela odjeljka s tlom i korijenjem. To omogucuje usporedbu
rizosfernog tla povezanog s korijenjem razlicite starosti i aktivnosti (Wenzel et al., 2001). Tlo
se obi¢no zamrzava koriste¢i teku¢i dusik, a zatim pomoc¢u mikrotoma reze na razliitim
udaljenostima od tepiha korijenja (Gahoonia and Nielsen, 1991), ¢ime se dobivaju tanki
presjeci (isjecci) smrznutog tla za analizu. Postupkom zamrzavanja tla izbjegava se
razmazivanje tla tijekom rezanja mikrotomom. Tlo moZe izmijeniti svoja kemijska svojstva
zbog zamrzavanja, pa je razvijen sustav koji omogucuje rezanje isjeCaka bez zamrzavanja tla
(Slika 10A) (Fitz et al., 2003). Zamrzavanje tla ima prednosti kada se koriste mali sustavi za
kod vecih sustava za rast 1 pjeskovitih tala, ¢ime se izbjegava moguca promjena kemijskih i
bioloskih svojstava tla (Gottlein, 2006).

Sustavi temeljeni na modularnom dizajnu mogu biti korisni jer omogucuju jednostavnu
promjenu eksperimentalnog postava (Fitz et al., 2006). Rizoboks sustavi mogu se modificirati

koriStenjem mrezica ili membrana ¢ime se dobiva viSe odjeljaka unutar sustava.

Slika 10 Odjeljivanje slojeva tla. (A) Sakupljanje slojeva nesmrznutog rizosfernog tla iz rizoboks sustava
(Fitz et al., 2003); (B) Shematski prikaz rezanja smrznutog tla mikrotomom (Wenzel, 2014). Preuredila D.
Eri¢, 2016.

4 Uredaj pomoc¢u kojega se dobivaju tanki (do 1 um) presjeci za istrazivanje.
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Na taj na¢in mogu se proucavati uéinci fitoremedijacije kadmija iz tla (Milas, 2012) ili uéinci
mikorizne kolonizacije na nabavljanje hranjiva (Hawkins and George, 1999).

Za pojedine eksperimentalne tretmane mogu se Koristiti razdvojene kutije (engl. split
boxes) u kojima se razliciti dijelovi korijenovog sustava vode u odvojene zone. Takve zone
mogu biti odvojene PVC-om, najlonskim mreZicama ili membranama odgovarajuce veli¢ine
pora. Cilj takvog razdvajanja je sprijeciti rast korijena u druge odjeljke, ali omoguditi
slobodan pristup za hife gljiva i sl. (Polomski and Kuhn, 2002). Sustav razdvojenih kutija
obi¢no se koristi za pracenje uéinaka simbioze Kkorijena na njegov razvoj, sa inokuliranim i
neinokuliranim odjeljcima koji sadrze korijenje zajednickog korijenovog sustava. Ovim
pristupom proucavani su ucinci inokulacije korijena soje Glycine max kvrzi¢nim bakterijama
(Hacin et al., 1997), rast i mikorizna kolonizacija korijena graha Phaseolus vulgaris u naftom
onecis¢enom tlu (Slika 11) (Langer et al., 2010), te korijen kukuruza Zea mays u anoksi¢nim i
aeriranim uvjetima (Slika 12) (Smit et al., 2000a). Ipak, sustavi razdvojenih kutija nuzno ne
omogucuju neovisna promatranja u razli¢itim odjeljcima s korijenom, budu¢i da postupci u

jednom odjeljku mogu utjecati na drugi odjeljak (Neumann et al., 2009).

Presadnica

Plasti¢na cijev
ispunjena perlitom

Inokulacija
_—"mikorizom
- —Te
VoA ' ® "
__——Myre¥ica

+——Resetka

Slika 11 Eksperimentalni dizajn sustava razdvojenih kutija za pracenje rasta korijena graha Phaseolus
vulgaris nakon inokulacije mikrozom u naftom onecis¢enom tlu (Langer et al., 2010). Preuredila D. Eri¢,
2016.
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Slika 12 (A) Rizotron sustav razdvojenog korijenja; (B) polovice korijenovog sustava iste biljke kukuruza
Zea mays rasle pod utjecajem zraka (aerirani uvjeti) i dusika (anoksi¢ni uvjeti) (Smit et al., 2000a).
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Rizotroni su takoder sustavi za rast biljaka s akrilnim prozorom za promatranje dinamike
rasta i razvoja korijena (Slika 13). Mnogo godina se uspjeSno koriste u istraZivanju rizosfere.
Velika prednost rizotrona je primjenjivost na razini pojedinog korijena. Rizotroni razli¢itih
veli¢ina postavljaju se pod kutem od 30°- 45° tijekom rasta biljke tako da se korijenov sustav
formira duz donje plo¢e koja se moze odvojiti od ostatka rizotrona (Neumann et al., 2009).
Obi¢no se upotrebljavaju kada se primjenjuju tehnike 2D snimanja (Oburger and Schmidt,
2016). Kao i kod rizoboks sustava, moguce je ukloniti prozor prilikom prikupljanja tla za
analizu ili za primjenu indikatora koji koriste boje za vizualizaciju pH promjena nastalih pod
djelovanjem korijena (Fitz et al., 2006).

Jo$ jedan eksperimentalni pristup koji se zasniva na tehnici tepiha korijenja je rizotest
(Bravin et al., 2010; Chaignon and Hinsinger, 2003). Tehnika tepiha korijenja prvi put je
objavljena 1972. (Hsieh et al., 1972), razvijala se tijekom 1980-tih (Kuchenbuch and Jungk,
1982) i 1990-tih u smjeru osnovnih potreba istrazivanja fizikalno-kemijskih procesa nastalih
djelovanjem korijena i njegovog utjecaja na biodostupnost elemenata u tragovima. Rizotest se
od pocetka 2000. godine koristi za procjenu rizika biodostupnosti elemenata u tragovima kod
onecis¢enih tala. Princip rada rizotesta sastoji se od odvajanja korijenja od tla upotrebom
poliamidne mreZice sa porama promjera manjim od najfinijeg korijenja (nekoliko desetaka
um). Kako rastu, biljke razvijaju korijenov sustav u obliku tepiha na povrSini mreZice.
Kontakt izmedu tepiha korijenja i tla omogucuje izmjenu vode, hranjivih tvari i razli¢itih
molekula, tako da ovaj sustav nastoji, u odredenoj mjeri, reproducirati interakcije koje se

odvijaju u rizosferi (Slika 14A).

5
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Slika 13 Rizotron sustav s akrilnim prozorom za promatranje dinamike rasta i razvoja korijena
(Zgorelec, 2015).
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Slika 14 Shematski prikaz rizotest sustava. (A) Rizotest sustav nastoji reproducirati interakcije koje se odvijaju u
rizosferi; (B) Uzgojni ciklus sastoji se od 2 sukcesivne faze; (C) Princip rizotesta temelji se na stvaranju tepiha
korijenja (CIRAD, 2014). Preuredila D. Erié, 2016.
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Prednost ove tehnike je u jednostavnom i brzom sakupljanju rizosfernog tla i cijele biljke, a
posebice cijelog korijenovog sustava, sa malo ili nimalo onecis¢enja od dCestica tla.
Metodologija se sastoji od 2 sukcesivne faze rasta biljaka. Tijekom prve faze, tzv. razdoblja
predkulture (engl. preculture period), biljke se od sjemena uzgajaju u hidroponskim uvjetima
koji omogucuju adekvatan razvoj gustog planarnog tepiha korijenja i nadzemnih dijelova. U
drugoj fazi, tzv. razdoblju testiranja kulture (engl. test culture period), biljke dolaze u kontakt
sa tankim slojem tla (debljina 1-3 mm, masa 2-5 g) kroz otprilike tjedan dana (Slika 14B i C).
S obzirom da se koristi tanki sloj tla, ono se ve¢ nakon nekoliko sati ili dana moZe smatrati
rizosfernim tlom (Chaignon and Hinsinger, 2003). To je zanimljivo kada se upotrebljavaju
radioizotopi jer koli¢ina kontaminiranog tla moze biti svedena na minimum. Za opskrbu
vodom i hranjivim tvarima tlo je preko filter papira povezano sa spremnikom hranjive
otopine. Biljke (nadzemni dijelovi i korijen) se beru na kraju svake faze rasta. Dva parametra
koja se koriste za procjenu biodostupnosti elemenata su njihova koncentracija i protok u
nadzemnim dijelovima i korijenju (CIRAD, 2014). Ovom tehnikom koja koristi mali,
jednostavni i jeftini uredaj moguce je lako procijeniti uc¢inak mineralne ishrane biljaka
mijenjanjem sastava hranjive otopine koja dolazi do tla i odjeljka s tepihom Kkorijenja.
Takoder je moguce procijeniti dostupnost hranjivih tvari na razliitim tipovima tala i
potencijal biljaka za nabavkom tih hranjivih tvari na nacin da se mjeri iscrpljivanje hranjivih
tvari u rizosfernom sloju. Naravno, moguce je analizirati i u¢inke na mikrobne populacije u
rizosferi (Neumann et al., 2009).

lako je osnovni cilj rizotesta procjena biodostupnosti pojedinog elementa, npr. koli¢ine
hranjiva koje biljka uzima iz tla, takoder mu je svrha omoguciti mjerenja utjecaja biljke na
svojstva tla, posebice u blizini korijenja. Odvajanje korijenja od tla opéenito predstavlja
problem koji se ovdje nadilazi umetanjem pregrade u vidu membrane izmedu tla i tepiha
korijenja. Na taj nacin dolazi do fizickog odvajanja (rizosfernog) tla i korijenja §to omogucuje
vrlo jednostavno sakupljanje korijenja na kraju eksperimenta. Glavna prednost rizotesta lezi u
njegovoj minijaturizaciji, tako da je moguée postaviti izmedu 100 i 150 rizotest jedinica/ m?
u komore za rast biljaka. Takvim pristupom mozZe se testirati veliki broj razli¢itih biljnih vrsta
i tipova tla. Druga prednost rizotesta lezi u relativno kratkom razdoblju rasta biljaka od 3
tjedna. Treca prednost odnosi se na mogucénost upotrebe rizotesta za veliki broj biljnih vrsta
(testirano je oko 20 jednogodisnjih biljaka), te su provedena mjerenja 10-tak elemenata u
tragovima, ukljucuju¢i i neke radioizotope (Bravin, 2014). S obzirom na karakteristike
rizotesta, on se moze Koristiti za rutinsku procjenu velikih setova uzoraka tla ili biljaka
(CIRAD, 2014).
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Problemi i ograni¢enja

Rizotron predstavlja jednostavan sustav koji omogucuje istrazivanja na razini pojedinog
korijena. Ovisno o cilju eksperimenta, to moze predstavljati prednost, u usporedbi sa
sustavima kod kojih se stvara tepih korijenja, jer se apikalne i bazalne zone korijena mogu
odvojeno istrazivati. Medutim, moguce je prikupiti samo ograni¢enu koli¢inu rizosfernog tla
Sto ograniava raspon parametara za kemijsku analizu. Takoder treba imati na umu da
korijenje koje raste duz prozora za promatranje predstavlja 2D sustav u usporedbi s 3D
rizosferom korijenja biljaka koje rastu u stvarnim poljskim uvjetima. Zapravo sve navedene
metode pruzaju pojednostavljenu geometriju rizosfere. Kod rizoboks i rizotest sustava
rizosferno tlo je pod utjecajem gustog tepiha korijenja, stoga su izmjereni parametri rezultat
apikalnih i1 bazalnih aktivnosti korijena, dok se prostorna varijabilnost duz osi korijena ne
moze mjeriti. StoviSe, visoka gustoca tepiha korijenja moze dovesti do nerealisti¢no visokih
razina akumulacije eksudata korijena i povezanih kemijskih promjena rizosfernog tla i na taj
na¢in do precjenjivanja rizosfernih ucinaka (Fitz et al., 2006). Zbog prakti¢nih razloga,
metodologija je uglavnom ograni¢ena na proucavanje brzorastu¢ih vrsta koje brzo stvaraju
tepihe aktivnog korijenja (Neumann, 2006a). Biljke se u rizotron ili rizoboks sustavima mogu
uzgajati samo odredeno vrijeme (Helmisaari and Brunner, 2006). Drugo ograni¢enje vezano
je uz Cinjenicu da je tlo izravno povezano sa spremnikom u kojem se nalazi hranjiva otopina
(ili voda), tako da je sadrzaj vode u tlu iznad poljskog vodnog kapaciteta i blizu saturacije.
Ovisno o cilju istrazivanja rizosfere, izbor materijala sustava za rast moze uvelike utjecati na
rezultat. Dobro je poznato da akrilni materijal prakticki ne adsorbira® anorganske ione, dok
vrlo brzo adsorbira i apsorbira® organske polutante. Pokazalo se da najlonske mreZice i
membrane koje se koriste za ograni¢avanje rasta korijena adsorbiraju zanemarive koli¢ine

metala i znacajne koli¢ine organskih spojeva (npr. fenola i proteina) (Fitz et al., 2006).

® Proces vezanja &estica na povrsinu tijela.
® Proces upijanja Gestica jedne tvari u drugu.
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Primjer iz vlastite prakse: rizoboks vs. rizotest eksperiment

Rizoboks i rizotest eksperiment, kao i analiza uzoraka, provedeni su na Zavodu za istraZivanje
tla, Universitat fir Bodenkultur u razdoblju od 2. listopada do 13. prosinca 2013. godine kao
dio prakticnog modula ,,Ecology and Management of the Rhizosphere in Ecological
Engineering” (Wenzel W., Puschenreiter M., Oburger E.) s ciljem upoznavanja razli¢itih
eksperimentalnih pristupa koji se koriste za procjenu promjena nastalih u rizosferi. U oba
eksperimenta kao testni biljni materijal koriStena je uljana repica Brassica napus.
Eksperimentalno tlo klasificirano kao ¢ernozem (Nestroy et al., 2011) sakupljeno je na

Moravskom polju u blizini Beca.
Rizoboks eksperiment

Cilj je bio utvrditi promjene pH vrijednosti tla i biodostupnost kalija (K) i fosfora (P) u
rizosferi uljane repice u visokoj prostornoj rezoluciji. Eksperimentalni dizajn ukljuc¢ivao je
rizoboks sustav u kojem biljke rastu u odjeljku s tlom koji na dnu ima uski otvor. Takav
dizajn omogucuje prodiranje korijena u posebni odjeljak. Za odvajanje rizosfernog od
okolnog tla i tepiha korijenja postavljena je membrana (30 um). Nakon 28 dana biljke su
izvadene (nadzemni dio odrezan je Skarama, dok je tepih korijenja formiran na membrani
ispran ultra ¢istom vodom i stavljen na suSenje). Tlo je sakupljeno na razli¢itim udaljenostima

od tepiha korijenja (Tablica 3) koriste¢i metodu prema Fitz. et al (2003) (Slika 15).

Tablica 3 Uzorkovanje rizosfernog tla rezanjem

Sloj  Kilasifikacija tla Udaljenost od
tepiha korijenja (mm)

1 Rizosferno 0-1
2 Rizosferno 1-2
3 Rizosferno 2-3
4 Rizosferno 3-4
5 Okolno 4>
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Slika 15 Tijek rizoboks eksperimenta. (A) Sastavljanje rizoboksa; (B) Sakupljanje slojeva tla na razli¢itoj
udaljenosti od korijenja; tepih korijenja ispran s membrane; (C) Rizoboksovi u stakleniku; pripreme za
ekstrakciju tla i digestiju; (D) Postavljanje eksperimenta u 3 ponavljanja.
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Rizotest eksperiment

Cilj je bio utvrditi na koji na¢in opskrba biljaka razli¢itim oblicima dusika (NH4" vs. NO3)
utjeCe na promjene pH u rizosferi i dostupnost K i P. Sjeme uljane repice je sterilizirano i
stavljeno izravno u cilindre na dnu zatvorene 30 um mrezicom. Mrezica je predstavljala
fizicku barijeru izmedu korijenja i hidroponske otopine. Cilindri za rast su umetnuti u
plutajuce platforme smjeStene u 2 spremnika s otopinom za klijanje. Spremnici su prekriveni
aluminijskom folijom radi sprjecavanja ulaska svjetla (2 dana) (Slika 16A). Nakon tjedan
dana otopina za klijanje zamijenjena je hranjivom otopinom; u jednom spremniku nalazio se
NH;" kao izvor dusika, a u drugom NO;3 (Slika 16B). Na pocetku eksperimenta tlo je
inkubirano otopinom za inkubaciju koja sadrzi NH;" i NOjs, te saturirano do 70 %
maksimalnog vodnog kapaciteta. Biljke su u hidroponskom sustavu ostale 2 tjedna nakon
¢ega su stvorile dobro razvijeni tepih korijenja (razdoblje predkulture). Zatim su premjestene
na rizotest naprave gdje su doSle u kontakt s tankim slojem tla (5 g tla po rizotest napravi)
(Slika 16B i C). Postavljeno je 4 tretmana (NH,", NO3’, sa biljkama, bez biljaka - kontrola) uz
4 ponavljanja, ukupno 16 rizotest naprava. Nakon tjedan dana kontakta tlo je smatrano
rizosferom (razdoblje test kulture). Kemijske promjene u rizosferi mjerene su u odnosu na

kontrolno tlo (okolno tlo), inkubirano na isti nacin, ali bez biljaka (Slika 16D).
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Slika 16 Tijek rizotest eksperimenta. (A) Sterilizacija sjemena, stavljanje sjemena u cilindre na dnu
zatvorene mrezicom, spremnici prekriveni alufolijom do klijanja; (B) Cilindri sa biljkama u plutajuéim
platformama 2 spremnika ispunjenog hranjivom otopinom (NH;" i NO3), odredivanje koli¢ine tla za
rizoboks napravu, kontakt biljaka s tlom; (C) Razvijeni tepih korijenja, priprema biljnog materijala za
analizu, rezultati ICP-OES analize i pHu,0 mjerenja; (D) rizotest naprave i kontrola (bez biljaka).
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Analiza

Digestija je koriStena za odredivanje koncentracije K i P u biljnom materijalu (nadzemni dio i
korijenje). Ekstrakcijom tla ultra ¢istom vodom (omjer tlo:otopina=1:5) odredene su Ki P
koncentracije u otopini tla, te pHu,o U eksperimentalnim uvjetima kod rizoboks eksperimenta.
Kod rizotest eksperimenta tlo je ekstrahirano otopinom prethodno koriStenom za inkubaciju
tla (Ca(NOs); x 4H,0, (NH,);S04, MgSO4 x 7H,0 u sludaju NH," i Ca(NOs), x 4H,0,
MgSO, x 7H,0 u slucaju NO3'). Za detekciju kalija koristen je ICP-OES, dok je analiza
fosfora provedena na fotometru. Glavna saznanja proizasla iz rizoboks i rizotest eksperimenta

nakon statisticke analize podataka Kratko su saZeta u Tablici 4.

Tablica 4 Glavna saznanja rizoboks i rizotest eksperimenta nakon statisticke analize podataka u Excelu

Rizoboks saznanja Rizotest saznanja

Nema znacajne razlike u pHy,o Vrijednosti rizosfernog Nema znacajne razlike u pHy,o Vrijednostima tla

(8,24 za 1. sloj) i okolnog tla (8,45). izmedu biljaka koje su koristile NH," i onih koje su
koristile NOj5'.

Nije utvrdena jasna veza izmedu pHy,o i dostupnosti Nema znaajne razlike u usvajanju kalija u oba

KiP. tretmana.

Prosje¢na koncentracija K i P u biljnom materijalu bila Veée koncentracije P u nadzemnim organima biljaka s
je ispod referentnih vrijednosti. Radi li se o NH," ishranom.
deficijenciji?
Rezultati vezani uz biomasu ukazuje na jaci odgovor
biljaka na ishranu NO5'".

Nedostatak odgovarajuce interpretacije eksperimentalnih podataka posljedica je pocetnickih
studentskih greSaka. One se odnose na nepouzdanosti u mjerenjima (problemi sa slijepim
probama i referentnim materijalom), metodoloSka pitanja (analizirana dva od tri rizoboks
sustava), te previSe ruku prilikom sakupljanja slojeva tla. Ipak, neka saznanja dosljedna su
oc¢ekivanjima. Na koji nacin oblik ishrane duSikom mozZe utjecati na pH? Poznato je da je
korijenje biljaka odgovorno za znatne promjene pH u rizosferi. One uglavnom proizlaze iz
otpustanja H* ili OH/HCO™ iona kao protuteZe visku kationa ili aniona koji ulaze u korijen. U
tom smislu duSik ima vaznu ulogu jer ga vecina biljnih vrsta usvaja u najvecoj mjeri, u obliku
amonij ion-a (NH,", kation) ili nitrata (NO3", anion). Ocekuje se da biljke koje se u ishrani
oslanjaju na nitratni oblik duSika otpuStaju OH" i potaknu alkalizaciju rizosfere. S druge
strane, biljke koje se oslanjaju na amonij ion otpustaju H* i izazivaju zakiseljavanje
(acidifikaciju) rizosfere (Hinsinger, 1998). Promjene pH vrijednosti utjeCu na topljivost
pojedinih elemenata i njihovu biodostupnost. Zabiljezeno je da uljana repica moze zakiseliti
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rizosferu, padom pH vrijednosti s 6,2 na 4,5 (Grinsted et al., 1982). Vrijednost pH u oba
eksperimenta nije bila osobito pogodena aktivnostima korijena. Mala promjena pH ne
oznacava odsutnost protona u rizosferi, ve¢ se tumaci kao posljedica potroSnje protona za
puferske reakcije u tlu. Eksperimentalno tlo klasificirano je kao c¢ernozem, a prethodnim
istrazivanjima utvrdeno je da sadrzaj karbonata iznosi 170 g kg™ (Wenzel et al., 2001). Stoga
se moze zakljuc¢iti da je pH vrijednost ostala nepromijenjena zbog velikog puferskog
kapaciteta tla.

Zaklju¢no, rizoboks je koristan alat za proucavanje rizosfere u visokoj prostornoj
rezoluciji, uz jednostavno odvajanje svih komponenti (rizosferno tlo, okolno tlo, korijenje).
Rizotest pak pruza standardizirane uvjete (kojima se jednostavno manipulira) rasta biljaka.
lako uljana repica brzo stvara gusti tepih korijenja, neke druge biljne vrste nisu tako dobro
prilagodene, Sto se smatra ograniCenjem. Rizotest uredaji su mali, pruzaju brze rezultate, a
korijenov sustav je lako dostupan. Medutim rizotest ne pruza istu prostornu rezoluciju koja se

moze posti¢i koriStenjem rizoboks sustava.

3.1.2 Sakupljanje eksudata korijena

Eksudati korijena definiraju se kao organski spojevi koje otpusta neoSteceno korijenje, za
razliku od rizodepozicije gdje organske spojeve otpusta i oSteeno i neosteceno korijenje
(Neumann and Romheld, 2007). Sakupljanje eksudata korijena teSka je zadaca zbog slozene
prirode organskih spojeva, ali je preduvjet za daljnje analize. 1z tog se razloga za sakupljanje
Cesto koriste pojednostavljeni pristupi poput hidroponskih sustava. Vjerovatno najlaksi nacin
sakupljanja eksudata korijena je ispiranje korijena otopinom za hvatanje eksudata. Cijeli
proces se odvija u hidroponskim sustavima ili Cvrstim supstratima za rast biljaka poput
vermikulita, a samo u posebnim slucajevima u tlu. Tehnika se temelji na hvatanju eksudata
korijena uranjanjem korijenovog sustava u otopinu koja hvata eksudate ili ispiranjem ¢vrstih
supstrata istom otopinom (Slika 17A i C). Takav postupak u konacnici dovodi do razrijedene
otopine organskih spojeva koje je otpustilo korijenje tijekom razdoblja sakupljanja (Neumann,
2006b).

Medutim, u mnogim sluc¢ajevima, eksudati nisu homogeno raspodjeljeni duz korijena.
Tehnike temeljene na ispiranju korijena ili perkolaciji sa otopinama koje hvataju eksudate
mogu dati samo ograni¢ene informacije o rizosfernim procesima koji ¢esto ovise o lokalnim

koncentracijama eksudata korijena u rizosferi odredene zone korijena (npr. apikalna zona

30



korijena, korijenove dlacice, proteidno korijenje). Spomenute tehnike pogodne su za

laboratorijska istrazivanja ukoliko nije potrebna prostorna rezolucija, npr. za demonstraciju
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Slika 17 Neke od metoda za sakupljanje eksudata korijena. (A) Sakupljanje eksudata u hidroponskom
sustavu i tlu metodom ispiranja (B) Rizoboks sustav u kombinaciji s mikro usisnim ¢asicama ili medijima
za sorpciju (filter papir, agar, folije sa smolom) postavljenim na povrsinu korijena; (C) Metoda ispiranja
kolumne ispunjene tlom, pijeskom ili vermikulitom radi sakupljanja eksudata (Oburger, 2014).
Prilagodila D. Erié, 2016.

osnovnih fizioloskih reakcija povezanih s promjenama u eksudaciji korijena ili za
kvantifikaciju ukupnog toka ugljika ozna¢avanjem pomocu izotopa. Za detaljnija istrazivanja
nuzne su lokalizirane tehnike sakupljanja. One koriste razli¢ite medije za sorpciju (npr. agar,
specijalne smole, staklena vlakna, filter papir, membranski filter ili folija) koji se postavljaju
na povrsinu pojedinog korijenja ili zona korijena biljaka uzgajanih u rizoboksovima (Slika
17B), hidroponima ili ¢ak prozorima za promatranje korijena u poljskim uvjetima (Slika
18A). Ove tehnike omogucuju ponavljajuca i nedestruktivna mjerenja s visokom prostornom
rezolucijom tijekom duljeg vremenskog razdoblja (Neumann, 2006b). Nova metoda koja
takoder omogucuje ponavljajuce 1 nedestruktivno sakupljanje nepromijenjenih eksudata
koristi rizoboksove u kombinaciji s alatom za sakupljanje eksudata korijena (engl. root
exudate collecting, REC) u vidu posebnih membrana za sakupljanje eksudata (Slika 19)
(Oburger et al., 2013, 2014). U studijama eksudacije korijena kao biljka model ¢esto se koristi
bijela lupina Lupinus albus zbog svoje sposobnosti otpuStanja ogromnih koli¢ina organskih
kiselina i flavonoida ¢ije je sakupljanje moguc¢e pomocu kiveta (Slika 18B) (Phillips et al.,
2008; Zhu, 2005). Nove alate za proucavanje lokaliziranog otpustanja pojedinih eksudata u
visokoj prostornoj rezoluciji nudi upotreba transgeni¢nih bakterija sa genima koji ukazuju na
prisutnost specifi¢nih spojeva npr. svjetlosnim reakcijama ili reakcijama u boji (Darwent et
al., 2003).
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Slika 18 Sakupljanje eksudata korijena. (A) Primjena medija za sorpciju na povrsini korijenja prozora za
promatranje korijenja u poljskim uvjetima (Neumann et al., 2009); (B) Sakupljanje eksudata proteidnog
korijenja bijele lupine Lupinus albus rasle u uvjetima nedostatka fosfora koristenjem kivete (Zhu, 2005).
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Slika 19 Rizoboks sustav u kombinaciji s novim alatom za sakupljanje eksudata korijena. (A) Shematski
prikaz; (B) Eksperimentalni postav u laboratoriju (Oburger, 2014). Prilagodila D. Erié, 2016.
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U literaturi je opisano i postavljanje mikro usisnih ¢aSica (engl. micro-suction cups, MSC)
(Slika 17B) koje se obi¢no koriste za sakupljanje otopine tla (vidi poglavlje 3.1.3) (Shen and
Hoffland, 2007), ali nisu pogodne za sakupljanje eksudata korijena buduci da se organski
spojevi lako raspadaju djelovanjem mikroorganizama zbog relativno dugog razdoblja
sakupljanja. Ipak, uz odredene mjere opreza, moguce je izbje¢i mikrobnu degradaciju
eksudiranih spojeva. Za lako razgradive organske spojeve (npr. Seceri i organske kiseline)
utvrdeno je vrijeme poluraspada od nekoliko sati, pa se kratkim razdobljem sakupljanja (1-2
h) moZe umanijiti rizik od mikrobne degradacije (Neumann, 2006b).

Osim brze mikrobne razgradnje eksudiranih spojeva u otopini tla, glavni problem ovih
tehnika predstavlja selektivna i brza adsorpcija pojedinih spojeva (npr. karboksilata, fenola,
proteina) na matriks tla i povrSinu korijena (Neumann and Rémheld, 2007). Hidroponski
sustav uzgoja dopusta (relativno) jednostavno sakupljanje eksudata korijena, ali relevantnost
dobivenih rezultata ostaje upitna u odnosu na poljske uvjete (Oburger and Schmidt, 2016).
Kod biljaka koje se uzgajaju duze vremena Cesto nije moguce odrzati sterilne uvjete te
prisutnost mikroorganizama moze utjecati na intenzitet eksudacije korijena (Kuijken et al.,
2015). Struktura tla i sadrzaj vode u tlu su odrednice obnavljanja eksudata i teSko je
razlikovati eksudate od drugih produkata rizosfere u otopini tla. Kratkotrajno oznacavanje
izotopima moze pomoci razlikovati eksudate korijena i mikrobne metabolite (Haase et al.,
2007a). Sakupljanje eksudata korijena koriStenjem tehnika ispiranja korijenovog sustava
dobivaju se visoko razrijedene otopine eksudata koje zahtijevaju odredene korake
koncentracije prije direktne analize. S druge strane, sakupljanje eksudata korijena koristenjem
lokaliziranih tehnika obi¢no rezultira malim volumenom uzorka $to predstavlja ogranicavajuci
faktor za daljnju analizu. Lokalizirano sakupljanje takoder moze biti ograni¢eno niskom
razinom vlage u tlu ili finim korijenjem (Neumann, 2006b). Tehnike i ograni¢enja sakupljanja

eksudata korijena sazeto su prikazani u Tablici 5.
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Tablica 5 Prednosti i ograni¢enja metoda sakupljanja eksudata korijena (Neumann et al., 2009; Oburger
and Schmidt, 2016).

Metode Mijerilo Prednosti Ograniéenja Primjenjivost  Primjenjivost
na uzorke® u poljskim
uvjetima
Rast i Pojedni segment  Kontrolirani uvjeti Umjetni ivjeti Ne Ne
sakupljanjeu  Kkorijena — kojima se lako rasta; upitna
hidroponskom  korijenov sustav  maipulira (npr. usporedba s
sustavu dostupnost uvjetima u tlu.
hranjiva/polutanata,
mikrobna
dekompozicija); bez
interakcije s matriksom
tla.
Rastutlui Pojedni segment  Biljke rasle u tlu u Potencijalni Da Da
sakupljanjeu  korijena — kombinaciji sa artefakti zbog
hidroponskom  Kkorijenov sustav  jednostavnom tehnikom  o$tecenja
sustavu sakupljanja eksudata korijena
korijena. tijekom
iskapanja i
pranja.
Rastutlui Korijenov Rast biljaka u tlu uz Polu-prirodni Ne Ne
sakupljanje sustav nedestruktivno i uvjeti rasta;
pomoc¢u REC viSekratno uzorkovanje.  sloZeno
postavljanje.
Mediji za Korijenov Primjenjivost u Mali volumen Da Da
sorpciju sustav poljskim uvjetima, uzorka,
hidroponskim i rizoboks  potencijalna
sustavima. adsorpcija
eksudata na
supstrat.
Reporterski Korijenov Primjenjivost u Ogranicenost Da Da
marker geni sustav poljskim uvjetima, na detekciju
hidroponskim i rizoboks  specifi¢nih
sustavima. spojeva,
potencijalna
adsorpcija
eksudata na
supstrat.

#sonde za uzorkovanje s neporuenim tlom (sa ili bez korijenja)

Kratice: REC, root exudate collection.
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3.1.3 Sakupljanje otopine rizosfernog tla

Korijenje biljaka utjeCe na kemijske karakteristike otopine rizosfernog tla usvajanjem iona i
aktivnostima korijena poput eksudacije organskih kiselina (Marschner, 2011). Sustav za
sakupljanje otopine tla na mikro razini su mikro usisne ¢asice. One predstavljaju mocan alat
za istrazivanje biogeokemijskih promjena u otopini rizosfernog tla u visokoj prostornoj
rezoluciji (uL/mm) (Dessureault-Rompré et al., 2006; Oburger et al., 2013; Puschenreiter et
al., 2005). Izradene su od keramickih kapilara razli¢itog promjera (Gottlein et al., 1996), npr.
usisne caSice promjera 3 mm pogodne su za prikupljanje otopine tla na odredenim
udaljenostima od korijena (Puschenreiter et al., 2005). Mikro usisne ¢aSice se mogu postaviti
na rizoboksove ili rizotrone (Slika 20), te u polje (Slika 21 i 22) nakon buSenja rupa na
zeljenim pozicijama ¢ime je omoguceno pracenje promjena kemijskih karakteristika otopine
tla (Dieffenbach et al., 1997). Sustav mikro usisnih ¢aSica uspjesno se koristi za procjenu
rizosfernih gradijenata (Slika 23) (Gottlein et al., 1999), posebice za velike anorganske
katione i anione (Wang et al., 2001), anione organskih kiselina (Dessureault-Rompré et al.,
2006) i metale u tragovima (Shen and Hoffland, 2007). Podru¢je primjene usredotoceno je na
proucavanje utjecaja korijenja drveéa na glavne anorganske sastojke otopine tla na kiselim
Sumskim tlima. Medutim, nema ocitog razloga zasto ova tehnika ne bi funkcionirala i na

alkalnim tlima ili s biljkama koje nisu drvece (Gottlein, 2006).
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Slika 20 Shematski prikaz i fotografija rizotrona s nizom postavljenih mikro usisnih ¢asica (Wang et al.,
2004). Preuredila D. Erié, 2016.

Slika 21 Sakupljanje otopine tla u polju pomoéu mikro usisnih ¢asica, odnosno sustava za uzorkovanje
koji se sastoji od kerami¢ke porozne sonde smjeStene u tlo na Zeljenoj lokaciji i dubini (Cidi¢ et al., 2008).

Slika 22 Sakupljanje otopine tla u polju pomoc¢u kerami¢kih mikro usisnih ¢asica pogodnih za sakupljanje
iona poput nitrata, klorida, sulfata, natrija, bromida (Zgorelec, 2007).

36



s z L
« & » L [ ]
s = 8 @ . = | » e mgi
. " P L Pian
L]
e & @ L ® 170
-
LI I - » |» [es 1]
. * 9 . &
L]
em
—
.II jil
- AP g
. - o i .U.W
- :
H - F I T
i [ '
S A T
i |
| ' |
I "
. |
T Giit
—
_____ J S N
1
e
|
molar
. . . . il rablo
L 2;.“;-
[ N * 5
L]
L N 0
o0 e '

Jem

Slika 23 Vremenske promjene koncentracije Ca i Al, te omjera Ca/Al u rizosferi presadnica korijenja
hrasta Quercus robur. Otopina tla sakupljana je u trotjednim intervalima pomoéu mikro usisnih ¢aSica
postavljenih na rizotron u obliku koordinatne mreZe i analizirana kapilarnom elektroforezom (Géttlein et
al., 1999). Preuredila D. Eri¢, 2016.

Sakupljanje otopine tla pomocu mikro usisnih ¢aSica uvjetovano je kontaktom s matriksom
tla, teksturom tla i vlagom u tlu. OgraniCenje predstavlja sorpcija ili otpustanje analita od
strane sustava za sakupljanje otopine tla (Rais et al., 2006). Na pjeskovitim tlima sakupljanje
otopine Cesto je problem zbog niskog kapaciteta zadrzavanja vode prilikom Cega se javlja lo$
kontakt mikro usisne caSice s tlom. Kod zalijevanja odozgo sadrzaj vode u tlu previse
fluktuira i stoga utjeCe na koncentraciju mjerenih organskih kiselina (Gottlein, 2006). Isto
tako, filter materijal usisnih caSica moZe znaajno promijeniti koncentraciju pojedinih
elementata sakupljene otopine. Izmedu razli¢itih materijala koji se koriste za izradu usisnih

CaSica, najlonske membrane su pokazale najmanji utjecaj na koncentraciju teSkih metala i
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arsena (Wenzel et al., 1997), dok su stakleni materijali superiorniji kada je rije¢ o organskim
spojevima (Wessel-Bothe et al., 2000).

Otopina tla moze se uhvatiti primjenom filter papira ili upijaju¢e membrane, §to je metoda
koja se uglavnom koristi za sakupljanje eksudata korijena ili enzima koje izlucuje korijen
(Neumann, 2006b). U novom pristupu, uspjesno su koristene mikrokapilare zajedno sa
kapilarnom elektroforezom’ (engl. capillary electrophoresis, CE) i masenom spektrometrijom
s induktivno spregnutom plazmom (engl. inductively coupled plasma mass spectrometry,
ICP-MS) za prac¢enje u€inaka organskih kiselina na osiromaseni uranij u rizosferi bijele lupine
Lupinus albus u mjerilu nL/um. Bijela lupina poznata je po proteidnom korijenju koje
izlucuje velike kolic¢ine citrata u rizosferu kako bi se nosila sa nedostatkom fosfora
(Dinkelaker et al., 1995), a pristup koji koristi staklene mikrokapilare um dimenzija za
uzorkovanje otopine izravno s povrsine filma individualnih Cestica tla poznat je pod nazivom
SICSA (engl. single-cell sampling and analysis) (Tandy et al., 2013). Nedavno je
mikrodijaliza uvedena kao nova metoda za uzorkovanje flukseva difuzije metala (Mir0 et al.,
2010) i pracenje dusikovih spojeva u tlu (Slika 24 i 25) (Inselsbacher et al., 2011; Shaw et al.,
2014). Prednost ove metode je minijaturni dizajn koji omogucuje postavljanje s minimalnim
smetnjama i vrlo lokalizirano sakupljanje pogodno za dimenzije rizosfere. Nedostatak je pak

zahtjevna kalibracija uredaja i interpretacija rezultata (Tablica 6) (Shaw et al., 2014).
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Slika 24 Rezultati pracenja flukseva duSika u tlu u visokoj prostornoj rezoluciji koriStenjem
mikrodijalize. Jasno je vidljiva razli¢ita koncentracija dusika medu pojedinim pozicijama (Inselsbacher et
al., 2011). Preuredila D. Eri¢, 2016.

7Separacij ska analiticka metoda gdje se komponente uzorka odvajaju zbog razliCite brzine putovanja u
elektricnom polju u kapilari submilimetarskog promjera. CE pruza moguénost analize uzoraka veli¢ine kapljice
i mogucnost detektiranja potencijalno fitotoksi¢nog A1** iona, $to je posebno interesantno za studije na kiselim
tlima (Géttlein, 1998).
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Slika 25 Metoda mikrodijalize. (A) Dijelovi uredaja: pumpa, sonde i autosampler; (B) In situ pracenje

flukseva dusika u tlu (Inselsbacher et al., 2011).

Tablica 6 Prednosti i ograni¢enja metoda za sakupljanje otopine rizosfernog tla (Oburger and Schmidt,

2016).
Metoda Mjerilo  Prednosti Ogranicenja Primjenjivost  Primjenjivost
na uzorke® u poljskim
uvjetima
Mikro usisne  uL do Uzorkovanje koncentracija  Koncentracija i Da Da
caSice mL in situ; Sirok raspon volumen uzorka
volumena uzorka ovisno 0 ovisni o sadrZaju
veli¢ini usisne ¢asice. vode u tlu; tesSko
precizno postavljanje,
artefakti zbog
materijala usisne
Casice.
SiCSA nL do Vrlo lokalizirano Spora propusnost; Da Ne
pLl uzorkovanje; uzorkovanje  prikazivanje i
u nl rasponu. postupno povecanje
ovisno o broju
ponavljanja.
Mikrodijaliza pL do Lokalizirano uzorkovanje;  Poteskoce u Da Da
mL minimalne smetnje tijekom kalibraciji uredaja i
postavljanja in situ. interpretaciji
rezultata.

#sonde za uzorkovanje s neporusenim tlom (sa ili bez korijenja)
Kratice: SiCSA, single-cell sampling and analysis.
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3.2 PRACENIE RIZOSFERNIH PROCESA POMOCU IZOTOPA

Izotopi su atomi istog elementa koji imaju jednaki broj protona i razli¢iti broj neutrona u
jezgri, odnosno imaju jednaki atomski broj, ali se razlikuju po masenom broju. Izotopi mogu
biti stabilni ili radioaktivni. | stabilni i radioaktivni izotopi predstavljaju iznimno dobre
markere za pracenje usvajanja i oslobadanja ugljika (C), hranjiva i polutanata, njihovog
skladiStenja 1 procesa prijenosa izmedu biljaka, tla 1 mikroorganizama. Upotreba radioaktivnih
izotopa u kombinaciji s novim metodama zbog sigurnosnih je razloga uglavnom ogranicena,
ali poboljsani analiti¢ki instrumenti danas omogucuju Siroku primjenu i kombinaciju stabilnih
izotopa s naprednim tehnikama (Oburger and Schmidt, 2016). Tradicionalni eksperimenti sa
stabilnim izotopima zahtijevaju supstrat ili atmosferu obogacenu stabilnim izotopom, najcesce
3¢ ili N, koji se uvodi u sustav tlo-biljka kako bi se pratila njegova sudbina (Yoshida and
Yoneyama, 1980).

Spojevi izgradeni od elemenata poput ugljika, vodika, duSika i kisika u pravilu sadrze
razli¢ite postotke svakog elementa izotopa. Specificni odnosi diktiraju uvjete povezane s
podrijetlo koji daju jedinstven ,,otisak prsta“. Uredaj koji moze mjeriti i kvantificirati stabilne
omjere izotopa s velikom precizno$¢u moze "procitati" biokemijske procese kodirane u
uzorku. Vodeéa kromatografska metoda za mjerenje omjera stabilnih izotopa je masena
spektrometrija izotopnih omjera (engl. isotope ratio mass spectrometry, IRMS) gdje se
odreduju omjeri tezeg i lakSeg izotopa u plinovima. Rezultati mjerenja omjera stabilnih
izotopa izrazavaju se pomocu 6-vrijednosti koja predstavlja relativnu razliku omjera izotopa u
uzorku i primarnom standardu (Mance, 2014).

Razlike u masi atomskih jezgri izotopa za posljedicu imaju razliku u brzinama molekula
koje sadrze razlicite izotope. Teze molekule imaju manju brzinu difuzije i manju frekvenciju
sudara u odnosu na lakSe molekule. Takvo ponaSanje naziva se izotopna frakcionacija
(odvajanje) 1 predstavlja razliku u zastupljenosti stabilnih izotopa na pocetku i na kraju
fizikalne, kemijske ili bioloSke reakcije. Npr., biokemijski procesi uzrokuju kolebanja u
koli¢ini omjera izotopa ugljika ugradenog u Ziva bica. Razlika izmedu prave koli¢ine C i
koli¢ine u biljci poznata je kao izotopna frakcionacija (Tablica 7). Unutar biljnog tkiva i/ili tla
izotopna frakcionacija moze se Koristiti za pracenje fiksacije i asimilacije dusika (N) (Wanek
and Arndt, 2002), za razlikovanje razli¢itih mehanizama usvajanja zeljeza (Fe) i cinka (Zn)
(Arnold et al., 2010; Guelke and von Blanckenburg, 2007) i kao pomo¢ prilikom desifriranja

transformacije fosfata koriste¢i 6*20 u sustavu tlo-biljka (Tamburini et al., 2014).

40



Sudbina asimiliranih supstrata analizirana je u uzorcima tla i biljnog materijala pomocu
IRMS-a (Apostel et al., 2013; Tamburini et al., 2012), te kod mikroorganizama povezanih s
rizosferom pomocéu sondiranja stabilnim izotopima (engl. stable isotope probing, SIP)
(Tablica 7) (Balasooriya et al., 2014; Hannula et al., 2012). SIP tehnika Koristi spojeve
oznaéene izotopima za otkrivanje i kvantificiranje procesa biodegradacije te karakterizaciju
mikroorganizama odgovornih za te aktivnosti. Naime, svi zivi organizmi izgradeni su od 4
klju¢ne biomolekule koje sadrzavaju ugljik (ugljikohidrati, bjelan¢evine, masti i nukleinske
kiseline). Mikroorganizmi sintetiziraju te biomolekule od jednostavnih metabolita koje
stvaraju tijekom kemijske razgradnje prisutne u okoliSu. Kada mikroorganizam raste i dijeli
se, izotopni sastav biomolekula u novim stanicama odrazava izotopni sastav kemijskih
spojeva na kojima su mikroorganizmi rasli. Npr., ukoliko mikroorganizam raste na Se¢erima
koji se u cjelosti sastoje od **C (najzastupljeniji stabilni oblik ugljika), svaki atom ugljika u
svakoj biomolekuli u novonastaloj stanici je *C. Medutim, ukoliko mikroorganizam raste na
Seterima obogadéenim °C (drugi, ali rjedi stabilni izotop ugljika), nove biomolekule su
znaGajno obogadene sa **C. Ovaj efekt je iskoristen kod SIP-a i shodno tome svi SIP pristupi
ukljucuju izlaganje uzoraka izotopski obogacenim kontaminantima. Nakon odredenog
vremena iz uzorka se ekstrahiraju i analiziraju svi oblici istrazivanih biomolekula. Ukoliko je
doslo do biodegradacije izotopski obogacenog kontaminanta, neke od ekstrahiranih molekula
sadrzavat ¢e poviSene razine stabilnog izotopa originalno prisutnog u kontaminantu. S
obzirom da ne postoje znacajni alternativni pravci koji stabilnim izotopima omogucuju
migraciju iz kontaminanta do biomolekula, otkrivanje povisSenih razina stabilnih izotopa u
biomolekulama pruza uvjerljive dokaze za biodegradaciju. Veéina SIP studija koristi spojeve
oznadene sa “C, iako se mogu koristiti i spojevi obogaceni dusikom (**N) i kisikom (*°0).
Najcesce koristen 1 komercijalno dostupan oblik SIP-a ukljucuje analizu masnih kiselina
mikrobnih fosfolipida. Ova tehnika, poznata kao PLFA-SIP (engl. phospholipid derived fatty
acids-stable isotope probing), koristi kontaminante sa relativno niskom razinom izotopskog
obogacivanja (npr. 10 % 3C). Nakon izlaganja uzoraka kontaminantu oznacenim sa 3¢, svi
oblici fosfolipida (oznaceni i1 neoznaceni) ekstrahiraju se pomocu otapala. Kasnija analiza
fosfolipida ekstrahiranih otapalom koriste¢i IRMS moze odrediti koli¢inu ukupne ugradnje
3C u PLFA. Ovim mjerenjem mozZe se utvrditi da li je doslo do biodegradacije i moZe se
procijeniti koli¢ina kontaminanta koji je razgraden. Daljnja identifikacija pojedinih PLFA s
povienom razinom °C moZe pomoéi u prepoznavanju veéih skupina mikroorganizama

odgovornih za proces biodegradacije. Analiza **C uklju¢enog u PLFA takoder se moZe
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dopuniti podacima koji pokazuju otkrivanje povisenih razina *C kod krajnjih metabolita
poput CO, i CH, (Mueller, 2011).

Osim u fosfolipide masnih kiselina, ugradnja supstrata obiljezenog **C moguéa je i u
stani¢éne markere poput nukleinskih kiselina (Rasche et al., 2009). Cilj novih kombinacija
SIP-a s mikrobioloskim metodama je detaljna analiza metabolicki aktivnih mikroorganizama
pomo¢u mRNA-SIP-a (Haichar et al., 2012) ili protein-SIP-a (Jehmlich et al., 2010). Ovi
oblici SIP-a mogu pruziti precizne informacije o tome koja vrsta mikroorganizama je
odgovorna za biodegradaciju te cak otkriti specificne enzime i1 puteve ukljuCene u proces $to
je vrlo korisno kada se malo zna ili o mikroorganizmima ili putevima uklju¢enim u odredeni
proces biodegradacije (Mueller, 2011).

Opcenito, metoda brzog probiranja (engl. high-throughput screening, HTS) Koristi
automatizaciju 1 obradu velikog skupa podataka za brzo odredivanje, odnosno testiranje
bioloskih ili biokemijskih aktivnosti velikog broja spojeva, proteina ili gena. Nedavna pojava
HTS-a ekstrahiranih i frakcioniranih DNA/RNA uzoraka omogucuje dubinsku analizu
metabolicki aktivnih stanica koje su usvojile obogacene izotope, kao Sto je pokazano za
bakterije koje se hrane eksudatima korijena u endosferi i rizosferi rize (Hernandez et al.,
2015). Dodatno, oznacavanje specificnog polozaja (engl. position specific labeling) (Apostel
et al., 2013) i pristupi dvojnog oznaCavanja (engl. dual-labeling) (Mau et al., 2015) se
primjenjuju za daljnje rasvjetljavanje dinamike prometa organskog ugljika u tlu. Oznacavanje
specificnog polozaja predstavlja novi alat za pracenje sudbine C u tlu pomocu kojeg se
analizira sudbina pojedinih C atoma u molekulama pri ¢emu je moguce razjasniti razlike
izmedu sudbine pocetnog spoja i njegovih metabolita za razliku od klasi¢nog pristupa u kojem
su svi C atomi u molekuli ozna&eni sa **C ili **C te se ne moze zakljugiti da li su oznageni
spojevi ukljufeni u procese kao pocetni spojevi ili su transformirani u metabolite, te su
istrazivani metaboliti, a ne pocetni spojevi. Dvojno oznacavanje (*°N i **C) koristeno je, npr.,

za dokazivanje koriStenja uree kao izvora energije i izvora ugljika (Marsh et al., 2005).
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Tablica 7 Glavne prednosti i ogranienja metoda za pracenje rizosfernih procesa pomocu izotopa
(Oburger and Schmidt, 2016).

Metode Mjerilo Prednosti Ogranicenja Primjenjivost  Primjenjivost
na uzorke® u poljskim
uvjetima
Frakcionacija Biljke, Nije potreban supstrat Detekcija Da Ne
stabilnih tlo, obogacen teSkim minimalnih
izotopa mikrobna izotopom; procjena promjena u omjeru
zajednica  vaznosti fizioloskih i izotopa, zahtijeva
biogeokemijskih reakcija.  vrhunsku zavrsnu
analizu.
Sondiranje Odabrane Identifikacija i Potreban susptrat Da Ne
stabilnim grupe — kvantifikacija aktivnih obogacen teskim
izotopima cijela mikroorganizama sa izotopom i visoka
(SIP) zajednica  odredenim funkcijama. razina obogacivanja,
zahtijeva vrhunsku

zavrsnu analizu.

#sonde za uzorkovanje s neporusenim tlom (sa ili bez korijenja)
Kratice: SIP, stable isotope probing.

3.3 TEHNIKE VIZUALIZACIE RIZOSFERNIH PROCESA
3.3.1 Kemijsko snimanje

Tehnika difuzijskog gradijenta na tankom filmu (engl. diffusive gradients in thin films, DGT)
originalno je razvijena za in situ mjerenja labilnih kompleksa metala u tragovima u vodenom
okoliSu (Davison and Zhang, 1994). Zbog svoje jednostavnosti i Sirokog podrucja primjene
ova tehnika se od 1994. godine Kkoristi za mjerenje koncentracija elemenata u vodama (Zhang
and Davison, 1995), sedimentima (Widerlund and Davison, 2007; Zhang and Davison, 1995),
tlu (Zhang et al., 2001), te za odredivanje dostupnosti hranjiva i polutanata u tlu (Degryse et
al., 2009; Santner et al., 2015b). DGT je jednostavan, ali precizan uredaj koji akumulira
otopljene tvari na kontrolirani nac¢in. PlastiCan uredaj sadrzi membranski filter, difuzni sloj i

sloj za povezivanje, odnosno smolu (Slika 26).

(A)
WVezajudi sloj
Fe-oksid

Rizosfemo tlo Membranski '
Okolno tlo filter

Slika 26 DGT uredaj. (A) Shematski prikaz mjerenja prilikom ¢ega se uredaj postavlja naopacke na
vlazno tlo kroz odredeni vremenski period (obi¢no 20-24h) (Wenzel, 2014); (B) Komponente ukljucuju
vezajuéi sloj (naranéasto) i prozirni difuzni gel. Membranski filter, koji ovdje nije prikazan, smjesten je
na vrhu (Mason, 2016). Preuredila D. Eri¢, 2016.
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Princip rada je da kompleksi metala difundiraju iz otopine kroz difuzni gel i vezu se na
kompleksirajuéu smolu. Stoga se razvija koncentracijski gradijent u difuzijskom sloju.
Koristenjem Chelex-100 gela kao kompleksirajuc¢e smole, DGT uredaji se mogu koristiti za
odredivanje 24 metala vazna u okolisu (Garmo et al., 2003).

U novije vrijeme, DGT je prilagoden za dvodimenzionalno (2D) snimanje raspodijele
labilnih kemijskih elemenata u rizosferi. DGT uredaj postavljen na korijenje biljaka koje su
rasle u rizotronima ispunjenim tlom, te analiziran pomocu laserske ablacije masene
spektrometrije s iduktivno spregnutom plazmom (engl. laser ablation inductively coupled
plasma mass spectroscopy, LA-ICP-MS) pokazuje da ova tehnika predstavlja obec¢avajuéi alat
za vizualizaciju gradijenata viSe otopljenih tvari duz osi korijena. LA-ICP-MS je relativno
nova mikroanaliti¢ka tehnika za odredivanje tragova elemenata u ¢vrstim uzorcima gdje se
izbjegava postupak otapanja ¢vrstog uzorka. Naime, uzorak se izravno analizira ablacijom s
pulsiraju¢om laserskom zrakom, te se stvara aerosol koji se uvodi u induktivno spregnutu
plazmu (ICP). Ona se Kkoristi kao ionizacijski izvor, a detekcija se vrSi masenom
spektrometrijom. Kombinacijom DGT-a i LA-ICP-MS-a postiZe se bolja rezolucija u odnosu
na starije tehnike (Santner et al., 2012a).

Primjeri uspjesne primjene DGT snimanja ukljucuju usporedbu dva kultivara uljane repice
Brassica napus u ucinkovitosti koriStenja fosfora (P) (Slika 27) (Santner et al., 2012a), te
istraZivanje mobilizacije otopljenih tvari oko proteoidnog korijenja bijele lupine Lupinus
albus (Valentinuzzi et al., 2015). DGT omogucava relativnu usporedbu koncentracija,
odnosno flukseva unutar i izmedu snimaka sa tipi¢cnom prostornom rezolucijom od 300 x 300

um i uzorkom veli¢ine nekoliko cm? (Santner et al., 2015a).

Slika 27 Istrazivanje procjene u¢inkovitosti koristenja fosfora (P) u rizosferi 2 kultivara uljane repice B.
napus cv. Caracas (A) i B. napus cv. CR 1886 (B) pomoc¢u DGT uredaja. Studija predstavlja prvo izravno
promatranje otpuStanja P pod djelovanjem korijena biljaka raslih u tlu. Promatranja upuéuju na
ucinkovitije usvajanje P i vece proSirenje rizosfere kod Caracas kultivara. Ta saznanja mogu pomo¢i u
oplemenjivanju i selekciji kultivara s ciljem veée u¢inkovitosti usvajanja hranjivih tvari (Santner et al.,
2012b).
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Druga obecavajuca tehnika kemijskog snimanja ukljucuje opti¢ke senzore. Opticki senzori u
2D varijanti nazivaju se planarne optode. Planarne optode mjere promjene u koncentraciji
analita temeljene na fotoluminiscenciji (Santner et al., 2015a), a dobivene snimke prikazuju
raspodjelu analita u stvarnom vremenu i visoke su prostorne rezolucije (um) (Glud et al.,
1996). Fotoluminscencija je zajedni¢ki naziv za pojave emisije elektromagnetskog zracenja
atoma ili molekula kao posljedica prijelaza elektrona iz pobudenog u niZe energetsko stanje u
kojem se pojava svjetljenja odvija bez zracenja topline, a izazvana je svjetlos¢u (Generali¢,
2015). Planarne optode sastoje se od luminofora (odgovornih za luminscentna svojstva)
imobiliziranih u, za analit propusan, matriks koji je presvu¢en odgovaraju¢im materijalom,
npr. plasticnom folijjom i sistema za snimanje temeljenog na kameri. Senzori se obi¢no
postavljaju na unutarnji zid prozirne posude, npr. rizotrona (Slika 28). Dva su glavna principa
mjerenja pomocu planarnih optoda: (1) mjerenje intenziteta fluorescencije 1 (2) mjerenje
trajanja fosforescencije (Santner et al., 2015a). Naime, luminescencija se s obzirom na
trajanje sekundarnog zraCenja dijeli na fluorescenciju koja traje samo dok djeluje pobuda i
fosforescenciju koja traje i nakon prestanka pobude, odnosno ukidanja izvora energije. Znaci,
fluorescencija oznacava vrstu luminiscencije u kojoj se elektron vraca u svoje osnovno stanje
gotovo trenutno (za manje od 10°® sekundi) i u kojoj emisija svjetla prestaje kada se ukloni
izvor pobude. Za razliku od fluorescencije, fosforescencija zahtijeva dodatnu energiju za
povratak u osnovno stanje, Sto moze trajati od nekoliko milisekundi pa do nekoliko dana ili
godina, ovisno o okolnostima (Generali¢, 2015). Iako se vecina senzora vaznih za istraZivanje
tla temelji na fluorescenciji (Santner et al., 2015a), planarne optode oslanjaju se na svjetlo
predano pomocu svjetlece diode (engl. light emitting diode, LED) (Kessler et al., 2012;
Larsen et al., 2011), halogenskih ili ksenonskih lampi (Hakonen et al., 2010; Zhu et al., 2006).
U danasnje vrijeme poZeljnija je upotreba LED rasvjete zbog dobrog odnosa snage naspram
veli¢ine, uskog emisijskog spektra i niskih troskova (Santner et al., 2015a). Prilikom snimanja
pomocu planarnih optoda intenzitet ili trajanje luminiscencije snima se digitalnim kamerama
(Slika 29) visoke prostorne rezolucije koriste¢i CCD (engl. charged coupled device) ili CMOS
(engl. complementary metal oxide semiconductors) tehnologiju. Sustavi temeljeni na
biljeZenju trajanja luminiscencije zbog visoke cijene (50 000-100 000 €) nisu komercijalno
dostupni, ali se sustavi temeljeni na intenzitetu mogu nabaviti sa svim komponentama za
manje od 1000 € (Staal et al., 2011). KoriStenjem jeftinijih digitalnih kamera (engl. sigital
single-lens reflex, DSLR) troSak se moze dodatno smanjiti (Haas et al., 2013).

Planarne optode, ovisno o kemijskoj stabilnosti senzora (od nekoliko tjedana do nekoliko

mjeseci), pruzaju jedinstvenu priliku za pracenje dinamickih promjena pojedinog analita u
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blizini korijenja tijekom rasta biljke in situ. Lista senzora koji se upotrebljavaju u istrazivanju
rizosfere do sada ukljucuju O, (Slika 30) (Blossfeld et al., 2011; Hoefer et al., 2015; Larsen et
al., 2015; Rudolph et al., 2012), pH (Blossfeld et al., 2010; Faget et al., 2013; Rudolph et al.,
2013; Schreiber et al., 2012) pCO, (Blossfeld et al., 2013) i NH, (Strémberg, 2008).

Razlicite studije su promatrale prostorne i vremenske (sati do dani) varijacije rapodjele pH
u rizosferi. Engleski ljulj Lolium perenne i poljska cestika Thlaspi arvense alkalinizirali su
rizosferu za do 1,7 pH jedinica, dok je kukuruz Zea Mays zakiselio svoju rizosferu za do -0,7
pH jedinica (Blossfeld et al., 2010). Primjena pCO, optoda pokazala je zna¢ajno povecanje
koncentracije pCO; u blizini korijena Viminaria juncea koje je raslo na poplavljenom tlu kao
rezultat respiracije korijena i povecane mikrobioloske aktivnosti (Slika 31B) (Blossfeld et al.,
2013). Koriste¢i pH i O, optode istrazivana je tolerancija na vodni stres kod biljaka iz
porodice trava, Arundinella anomala i Alternanthera philoxeroides, pokazuju¢i da je
korijenov sustav ostao potpuno funkcionalan prije i tijekom poplave (Schreiber et al., 2012).

st
Planarna optoda T gel

Slika 28 Primjena DGT gela i senzora planarne optode u obliku folije na korijenov sustav biljke koja raste
u rizotronu (Santner et al., 2015a). Preuredila D. Eri¢, 2016.

Kratice: ExF, filter za eksitacijsko svjetlo; EmF, filter za emisijsko svjetlo.

Slika 29 Snimanje korijenovog sustava biljke koja raste u rizotronu sa senzorom planarne optode pomoc¢u
kamere (Zgorelec, 2015).
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Istrazivanje dinamike pH i O u rizosferi tri Juncus vrste (iz porodice sitova Juncaceae) od
kojih su sve pokazale otpustanje O, duz korijenja, ali s razli¢itim posljedicama na pH
rizosfere. Dvije vrste dovele su do acidifikacije ili alkalinizacije rizosfere, dok tre¢a biljka nije
imala ucinak na pH vrijednost rizosfere (Slika 30) (Blossfeld et al., 2011). Planarne optode s
O, takoder su koriStene za istrazivanje radijalnog otpustanja kisika kod korijenja morske
sviline Zostera marina (iz roda morskih trava) za koju se prije pretpostavljalo da se otpustanje
kisika javlja kod svih dijelova korijena, dok istrazivanje nije pokazalo da je otpustanje O,
ograni¢eno samo na vrh korijena (Slika 31E) (Ingemann Jensen et al., 2005). Planarne optode
s NH;" koritene u istrazivanju prometa NH,;" oko korijenja rajéice Solanum lycopersicum
dokumentirale su usvajanje NH4" preko cijele strukture korijena i pokazale da je usvajanje
putem tankog perifernog korijenja dvostruko ucinkovitije u odnosu na usvajanje putem
glavnog korijenja (Slika 31D) (Strémberg, 2008).
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Slika 30 Vizualizacija dinamike pH i O, u rizosferi Juncus effusus koristenjem pH i O, optoda. Prikazane
su snimke vremenske serije tre¢eg (D3) i Cetvrtog (D4) dana eksperimenta. Boje pokazuju razli¢ite pH i O,
vrijednosti. Crne linije oznacavaju poloZaj korijena (Blossfeld et al., 2011). Preuredila D. Eri¢, 2016.
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Slika 31 Kemijske promjene u rizosferi. (A) Potencijal kombinacije planarnih optoda s pH senzorom i FP
tehnike. ldentifikacija korijena kukuruza upotrebom plave svjetlosti koja se koristi za ekspresiju FP
(lijevo); mapa pH vrijednosti rizosfere kukuruza i graha, pri ¢emu je korijen kukuruza lijevo, a graha
desno (sredina); konvencionalna snimka gdje je vidljivo korijenje kukuruza i graha (desno) (Faget et al.,
2013); (B) Raspodjela CO, oko kratkog segmenta korijena Viminaria juncea nakon 2,5 dana rasta
korijena (lijevo); koncentracija CO, poveéava se s elongacijom Korijena kao posljedica respiracije
korijena (desno). Bijela linija oznacava polozZaj korijena (Blossfeld et al., 2013); (C) Vizualizacija O,, Fe,
As i Ni u rizosferi mocvarne rize kombinacijom planarnih optoda i DGT senzora. Relativno visoke
koncentracije O, (ruZifasto) u korelaciji su s visokim fluksevima Fe i As uglavnom oko vrha Korijena
(bijelo), dok su koncentracije Ni iscrpljene u neposrednoj blizini korijena (zuto) (Williams et al., 2014);
(D) Distribucija NH;" oko korijena raj¢ice Solanum lycopersicum primjenom planarnih optoda s NH,"
senzorom. Iscrpljivanje NH," iz zone korijena ukazuje na asimilaciju od strane korijena. PoloZaj korijena
prikazan je crnim linijama (Stromberg, 2008); (E) Fotografija korijenovog sustava Zostera marina
(lijevo); snimka distribucije O, nastala pomo¢u planarnih optoda prikazuje O, okruzuju vrh Korijena te
tako Stite tkivo korijena od $tetnih i reduciranih kemijskih spojeva poput H,S i Fe* (desno) (Ingemann
Jensen et al., 2005).
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Prilikom izbora senzora treba biti pazljiv jer su indikatori optoda osjetljivi na promjene u
temperaturi i pH (Santner et al., 2015a). Istovremena primjena senzora visestrukih optoda
(Blossfeld et al., 2011), kao i kombinacija planarnih optoda s DGT-om (Slika 31C) (Hoefer et
al., 2015) neutron radiografijom (engl. neutron radiography, NR) ili tehnikom fluorescentnih
proteina (engl. fluorescent protein, FP) (Faget et al.,, 2013) znacajno su se poboljsala
shvac¢anja o interakcijama izmedu biljaka i tla te medusobno izmedu biljaka u rizosferi. NR je
nedestruktivna tehnika koja koristi neutrone prilikom ispitivanja uzoraka. Osim u industriji,
biologiji, geologiji i fizici (Kardjilov et al., 2005) Kkoristi se i prilikom istraZzivanja razvoja
korijena u tlu. Naime, NR je osjetljiva na vodik i materijale koji sadrze vodik. Upravo ta
dominantna osjetljivost na vodik u sustavu tla ima za posljedicu dobru vizualizaciju vode i
korijenja, koje se uglavnom sastoji od vode (Moradi et al., 2009a). Visoka prostorna i
vremenska rezolucija NR dozvoljava vizualizaciju promjena na granici tla i korijenja bez
ometanja gradijenata. Kombinacijom planarnih optoda i NR moguce je odrediti raspodjelu
vode u tlu (Rudolph et al., 2012) koja omogucava direktnu povezanost dinamike O; S
respiracijom korijena, transpiracijom biljke i raspodjelom vode u tlu (Santner et al., 2015a).
Tehnika fluorescentnog proteina oslanja se na koriStenje fluorescentnog korijenja genetski
modificiranih biljaka koje pod odredenim valnim duljinama mogu uéiniti vidljivim
fluorescentni protein. Kombinacijom planarnih optoda s pH senzorom i FP tehnike
omogucena je identifikacija korijena u situacijama gdje korijenje dviju vrsta raste zajedno,
pokazuju¢i da su pH uéinci u rizosferi snaznije izrazeni kada korijenje graha Phaseolus
vulgaris i kukuruza Zea mays raste pojedinacno u odnosu na njihov rast u neposrednoj blizini
(Slika 31A) (Faget et al., 2013).

Relativno nedavno, planarne optode u kombinaciji s DGT-om, tzv. ,,sendvi¢ senzori“ s
dvostrukim slojem (engl. dual layer sandwich sensors) primjenjene su za istovremeno
snimanje metala u tragovima i pH/O, (Williams et al., 2014). Difuzijski gradijenti na tankom
filmu, DGT, tu sluze kao difuzni sloj koji prekriva senzor optode (Slika 28). Kako bi se
smanjilo zamucenje slike potrebni su vrlo tanki DGT gelovi (<100 um) (Stahl et al., 2012).
Ova metoda koriStena je za vizualizaciju O, Fe, As i Ni u rizosferi mo¢varne rize (Slika 31C)
(Williams et al., 2014) i istraZzivanje topivosti metala u rizosferi akumulatorske biljke metala
Salix smithiana nakon primjene sumpora (Hoefer et al., 2015). S obzirom da obje studije
jasno pokazuju da istrazivanje slozenih biogeokemijskih procesa zahtijeva istovremenu
analizu vise otopljenih tvari duz njihove prostorne raspodjele o¢ekuje se da ,,sendvi¢ senzori*

postanu vazan alat u snimanju otopljenih tvari (Santner et al., 2015a).
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Princip koriStenja agaroznog gela ili filter papira u kombinaciji s bojama kao indikatorima za
mapiranje svojstava rizosfere datira iz 1980-tih i 1990-tih (Slika 32A,C,D) (Dinkelaker et al.,
1993; Marschner and Rémheld, 1983). Tijekom proteklih desetlje¢a princip je prilagoden i
poboljSan, a nedavno je predstavljena metoda cimografije (Slika 32B). Op¢enito, cimografija
je elektroforezna tehnika kod koje se supstrat za detekciju enzimatske aktivnosti (npr.
zelatina) umijeSa u pufer. U konteksu istrazivanja tla oznaCava tehniku za snimanje
enzimatske aktivnosti u tlu. Sastoji se od agaroznog gela debljine 1 mm u kojem je
imobiliziran supstrat za odredivanje aktivnosti enzima. Gelovi se izlazu matriksu tla u
vremenu od 40 min. do 18 h, $to omogucuje enzimatsku reakciju i dovodi do smanjenja
koncentracije supstrata u gelu. Gelovi se naposljetku vade, preostali supstrat boja i snima
koriste¢i plosni skener (Spohn et al., 2013). KoriStenjem ove tehnike pokazano je da je visoka
aktivnost kisele fosfataze usko povezana s podru¢jem oko korijenja, dok su na vecoj
udaljenosti od korijenja nadena mjesta sa visokom aktivnos$¢u luznate fosfataze. Ovo snazno
ukazuje da su Kkisele fosfataze uglavnom produkt izlu¢ivanja korijenja biljaka i
mikroorganizama povezanih s rizosferom, dok su luznate fosfataze uglavnom proizvod
mikroorganizama koji nastanjuju nerizosferna podrucja tla. Prostorna diferencijacija ovih
mikrorganizama tumaci se kao strategija za izbjegavanje kompeticije za supstrat s organskim
P (Spohn and Kuzyakov, 2013).

Mineral

Nutrition
of Higher
Plants

Slika 32 Vizualizacija kemijskih promjena u rizosferi. (A) Promjena pH vrijednosti u rizosferi duhana
Nicotiana tabacum uzgajano% u uvjetima manjka Zeljeza. Korijenje je ugradeno u agarozni gel koji sadrzi
boju bromokrezol ljubi¢asto (engl. bromocresol purple, BCP) kao indikator za otkrivanje pH (Hinsinger
et al.,, 2009); (B) Cimogram prikazuje aktivnost enzima hitinaze pri ¢emu su visoke razine hitinaze
(crveno) lokalno ogranicene na lateralne vrhove korijena (Spohn and Kuzyakov, 2013); (C) Modifikacije
pH u rizosferi pSenice Triticum aestivum nastale kao posljedica ishrane biljke razli¢itim oblicima dusika
prikazane koriStenjem boje (bromokrezol ljubic¢asto) (Romheld, 1986); (D) Naslovnica knjige ,,Mineralna
ishrana visih biljaka* prikazuje pH promjene u rizosferi slanutka Cicer arientinum i kukuruza Zea mays
gnojenih nitratom vizualizirane pomoc¢u agaroznog gela s bojom (Marschner, 1995).

8pH indikator kiselog tipa koji mijenja boju u pH podruéju od 5,2 -6,8. BCP je Zute boje u kiselom mediju, a u
luznatom ljubicaste. Topljiv je u alkoholu, a slabo topljiv u vodi.
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Dok se planarne optode koriste za visekratno snimanje kroz nekoliko dana, odnosno tjedana,
DGT i cimografija pruzaju samo integriranu snimku eksperimentalnih uvjeta tijekom
implementacije (Tablica 8).

Tablica 8 Prednosti i ograni¢enja metoda kemijskog snimanja rizosfernih procesa (Oburger and Schmidt,
2016).

Metode Mjerilo Prednosti Ogranicenja Primjenjivost ~ Primjenjivost
na uzorke® u poljskim
uvjetima
DGT mm -cm  Uzorkovanje Uzorkovana (Da) ako* (Da) ako*

temeljeno na difuziji;  koncentracija izravno ne
prostorna raspodjela  odgovara koncentraciji

labilnih otopljenih otopine tla.

tvari; mapiranje vise

elemenata.
Planarne mm - dm  Ocitavanje se temelji ~ Ogranigen broj simultano  (Da) ako* (Da) ako*
optode na difuziji; prostorna  mjerenih analita

raspodijela (max. 2-3).

koncentracije analita;

ponavljajuce

mjerenje tijekom

vremena.
Cimografija mm-dm  Uzorkovanje Ogranicen broj simultano  (Da) ako* (Da) ako*

temeljeno na difuziji;  mijerenih ciljanih enzima;
prostorna raspodjela  potencijalno zamucéenje
enzimatske slike; cilja samo enzime
aktivnosti. u otopini tla.

*Potreban je dovoljno homogen kontakt s tlom i odreden sadrZaj vode.
#sonde za uzorkovanje s neporusenim tlom (sa ili bez korijenja)
Kratice: DGT, diffusive gradients in thin films.

3.3.2 Neinvazivno snimanje

U srediStu pozornosti istraZivanja rizosfere trenutno se nalaze tehnike temeljene na zracenju,
poput rendgenske mikro kompjuterizirane tomografije (engl. X-ray micro—computed
tomography, X-ray pCT) ili sinkrotron tomografije (engl. synchrotron tomography, SR-CT)
zbog njihovog potencijala prilikom karakterizacije arhitekture korijenovog sustava i
interakcija izmedu biljke i tla u 3D obliku i odgovaraju¢em mijerilu (um). Tomografsko
snimanje moze Kkoristiti nekoliko izvora energije, ali su za ispitivanje interakcija izmedu
korijenja i tla opcenito prihvaéene rendgenske zrake kao izvor energije (Mooney et al., 2012).
U sustini, tomografsko snimanje temelji se na usmjeravanju (rendgenskih) zraka prema
predmetu iz vide orijentacija (kutova) i mjerenju smanjenja intenziteta (atenuacije®) emitiranih
zraka. Kompjuterizirana tomografija (CT) koristi kompjuter za rekonstrukciju slike od ravnine
popre¢nog presjeka (engl. slice) kroz predmet. CT umjesto dvodimenzionalnih elemenata,

piksela (slikovni elementi), sadrzi voksele (volumni elementi) koji opisuju trodimenzionalnost

® Prigugenije ili slabljenje.
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dobivene slike (Guldberg et al., 2004). CT uredaji dobivaju prefiks s obzirom na razinu
razlu€ivosti. Sinkrotronski skeneri koriste elektromagnetsko zracenje koje emitiraju elektroni
iz magnetskog polja akceleratora ¢estica (Wildenschild et al., 2002). Kako bi se dobili podaci
o rizosferi, biljke se uzgajaju u kontejnerima razlicitih promjera (mm-dm) ispunjenim tlom,
zatim se uvode u skeniraju¢i uredaj, te izlazu zraCenju od nekoliko minuta do nekoliko sati
(Slika 33A). O velicini uzorka ovisi prostorna rezolucija, odnosno analiza struktura pm
veli¢ine zahtijeva relativno mali uzorak (priblizno @ 1 cm) (Oburger and Schmidt, 2016).

Prvi rezultati nastali koriStenjem mikrotomografije su 3D snimke vremenske serije rasta
korijena sjemena pSenice Triticum aestivum dobivene uz voksel rezoluciju od 100 pm
(Jenneson et al., 1999). Mikrotomografija je koriStena i za vizualizaciju korijenja pSenice
Triticum aestivum i uljane repice Brassica napus raslih u pjeskovitoj ilovaci (Gregory et al.,
2003), te vizualizaciju promjena u arhitekturi korijena pSenice nastalih pod utjecajem

aluminija (Lazarevi¢ et al., 2016). Upotrebom sinkrotron tehnologije u nedavnoj su studiji

T 40

Slika 33 Shematski prikaz principa rada rendgenske mikro kompjuterizirane tomografije. (A)
Rendgenske zrake su usmjerene na kontejner, a atenuacijski signal rendgenske zrake uhvacen pomocu
detektora postavljenih u obliku prstena koji integriraju signalne informacije u poprecni presjek izraden
od voksela (0.05 x 0.05 x 0.1 mm); (B) Korijenje koje se moZe poistovjetiti kodirano je bojom i
rekonstruirano u 3D; (C) 3D rekonstrukcija uparenog korijenovog sustava topole Populus tremuloides
(crveno) i smreke Picea abies (plavo) (Paya et al., 2015). Preuredila D. Erié, 2016.
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uspje$no vizualizirane fine Kkorijenove dlaice pSenice Triticum aestivum koje naseljavaju
makropore in situ (Slika 34A) (Keyes et al., 2013). lako se SR-CT smatra superiornim u
odnosu na komercijalno dostupne PCT uredaje sa stajaliSta prostorne rezolucije i vremena
potrebnog za skeniranje (Tablica 9) (Lombi and Susini, 2009), bolja dostupnost i nizi troskovi
¢ine PUCT uredaje CeS¢e primjenjenim instrumentima prilikom istrazivanja rizosfernih procesa.
Iz tih je razloga uCT nedavno koristen za monitoring rasta zrelih korijenovih sustava (Slika
34B) (Ahmed et al., 2016; Koebernick et al., 2015), istrazivanje interakcija izmedu korijena i
tla te korijena jedne i korijena druge biljne vrste (Slika 33B i C) (Paya et al., 2015), i
dobivanje uvida u hidrauli¢na svojstva rizosfere (Daly et al., 2015).

Niske doze zracenja koje se primjenjuju tijekom snimanja ne utjeCu na rast korijena
(Zappala et al., 2013), broj stanica mikroorganizama, strukturu zajednice ili njihovu
potencijalnu aktivnost (Schmidt et al., 2015). Prema tome, X-ray UCT primjeren je za
istrazivanja u rizosfernoj ekologiji. Nedavno je snimkama visoke prostorne rezolucije po prvi
puta in situ vizualizirana interakcija pSenice Triticum aestivum i uljane repice Brassica napus
s fitopatogenom gljivicom Rhizoctonia solani, ¢ime je dokazan potencijal ovog pristupa
(Sturrock et al., 2015). Ipak, u zadnjih 20 godina objavljeno je manje od 30 radova u kojima
je koristen UCT za vizualizaciju korijenja u tlu (Mooney et al., 2012). Ova ograni¢ena
primjena rezultat je poteskoca u rjeSavanju signala korijena i tla, uz vrlo zahtjevno ruc¢no

segmentiranje snimaka (Ong et al., 2015).

Soilwater potengial [hFa) RAoot age (d)
0
] | —
—2e+103 50 6 34

Slika 34 Neinvazivno snimanje. (A) Snimke rizosfere p3enice visoke rezolucije nastale pomocu
sinkrotronske tomografije prikazuju rizoplanu s korijenovim dlac¢icama (zeleno), povezano rizosferno tlo
(smede) i pore ispunjene vodom (plavo) (Keyes et al., 2013); (B) Neinvazivno pracenje i rekonstrukcija
razvoja arhitekture korijenovog sustava graha pomocu X-ray nCT. Raspodjela zrelog korijenja (tamno
crveno) na povrsini tla u korelaciji je s najnizim simuliranim vodnim potencijalima tla (svijetlo zeleno)
(Koebernick et al., 2015).
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Tablica 9 Prednosti i ograni¢enja neinvazivnih metoda snimanja rizosfernih procesa (Oburger and
Schmidt, 2016).

Metode Mjerilo Prednosti Ogranicenja Primjenjivost Primjenjivost u
na uzorke® poljskim
uvjetima
X-ray uCT nm - dm Vizualizacija svojstava  Ograni¢en broj Da Ne
tla i korijena in situ; uzoraka; dugo
varijabilna veli¢ina vrijeme
uzorka (sve do velikih  skeniranja utjece
kontejnera s tlom). na organizme u
tlu.
Sinkrotron nm-cm Vizualizacija svojstava  Ograni¢ena Da Ne
tomografija tla i korijena in situ; veli¢ina i broj
kratko vrijeme uzoraka; skupo;
skeniranja; visoka ogranicena
prostorna rezolucija. dostupnost.

#sonde za uzorkovanje s neporusenim tlom (sa ili bez korijenja)
Kratice: X-ray uCT, X-ray micro—computed tomography.

3.3.3 Snimanje pomocu mikroorganizama

Mnoge molekularne metode koriste se za identifikaciju zajednica mikroorganizama u tlu
(Ranjard et al., 2000), ali vecina ih ne pruZa uvid u njihov prostorni raspored (Downie et al.,
2014). Nasuprot tome, primjena fluorescentne in situ hibridizacije (engl. fluorescence in situ
hybridisation, FISH) pokazala se uspjeSnhom za analizu prostornih  raspodjela
mikroorganizama u tlu, iako nije prikladna za proucavanje dinamickih procesa jer uzorci prije
snimanja trebaju biti fiksirani (Downie et al., 2014). FISH tehnika pomaze da se pomocu
specificnih fluorescentno oznacenih sondi koje sadrze ribosomalnu ribonukleinsku kiselinu
(rRNA)™ identificiraju i kvantificiraju razli¢iti mikroorganizmi. Specifiéne fluorescentno
oznaene rRNA sonde su zapravo fluorescentni oligonukleotidi** komplementarni baznim
sekvencama 16S rRNA'?, Oligonukleotidne sonde mogu biti dizajnirane uz specifi¢nosti koje

13 Sonde

se krecu od razine vrsta preko razine roda do razine taksonomske domene
dospijevaju u stanice i hibridiziraju sa rRNA nakon ¢ega se dobiva jasan fluorescentni signal
po pojedinoj mikrobnoj stanici. lako se iz intenziteta signala ne moze izvesti zakljucak o
mikrobioloSkoj aktivnosti (Wagner et al., 2003), in situ detekcija mikrobne kolonizacije na
povrsini  korijena od bitne je vaznosti za shvacanje interakcija izmedu korijenja i
mikroorganizama. Do nedavno, kao nedostatak ove tehnike navodio se slabi signal i visoka

pozadinska fluorescencija tkiva korijena (Tablica 10), ¢ineéi iznimno teSkom zado¢om in situ

19 Sastavni dio ribosoma.

' Kratke RNA molekule.

2 Odredena vrsta rRNA.

3 Sistem podjele Zivih bi¢a na bakterije, archaea i eukariote. Bakterije i archeae su jednostani¢ni organizmi bez
stani¢ne jezgre, a eukarioti ziva bica Cije stanice imaju jezgru.
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lokalizaciju pojedinih stanica povezanih s rizoplanom (Briones et al., 2002). Za prevladavanje
tih ograni¢enja uvedena je FISH modifikacija koja drasticno povecava intenzitet signala i
naziva se CARD-FISH (engl. catalyzed reporter deposition combined with fluorescence in
situ hybridization) (Schénhuber et al., 1997). Uvodenje CARD-FISH tehnike u istraZivanje
rizosfere omogucilo je preciznu lokalizaciju prirodnih filogenetskih grupa archaea i bakterija
na rizoplani rize i povezanog rizosfernog tla (Slika 35A) (Schmidt and Eickhorst, 2014). lako
je broj primjena joS ograni¢en, CARD-FISH moze biti od pomoc¢i prilikom pracenja
prisutnosti mikroba (Edwards et al., 2015) i strategija kolonizacije rizoplane i endrizosfere
(Bao et al., 2014). Dodatno, pristup temeljen na CARD-u koristi zlatne nanocestice (Gold-
FISH) (Schmidt et al., 2012) ¢ime je omogucena in situ identifikacija i lokalizacija stanica
Rhizobium leguminosarum na korijenju rize pomocu skenirajuéeg elektronskog mikroskopa
(engl. scanning electron microscope, SEM). U jo$§ jednom novom pristupu, kombinirana je
tradicionalna inokulacija bakterijama obiljezenim zelenim fluorescentnim proteinom (engl.
green fluorescent protein, GFP) s umjetnim supstratom pod nazivom Nafion. GFP je jedan je
od najznacajnijih alata u suvremenoj znanosti za iluminaciju Zivota na stani¢noj i molekulskoj
razini. Znanstvenici Osamu Shimomura, Martin Chalfie i Roger Y. Tsien nagradeni su
Nobelovom nagradom za kemiju 2008. godine za otkri¢e i razvoj GFP-a. Ekscitiran plavim ili
UV-svjetlom ovaj protein fluorescira u zelenom dijelu spektra. Budu¢i da je GFP uglavnom
netoksi¢an za stanice, te se moze eksprimirati u raznim organizmima, njegova upotreba
omogucuje pracenje biokemijskih i bioloskih procesa u gotovo svim zivim stanicama i
organizmima (Biljan and Pravdi¢, 2008). Nafion je sinteticki polimer otkriven jo§ 60-tih
godina, ali je tek mjeSanjem s otopinom na vodenoj bazi razvijenoj od strane britanskih
znanstvenika postao proziran (Slika 36) (Downie et al., 2012). Kombinacijom GFP-a i
Nafiona prevladava se neprozirnost tla i izbjegava destruktivno uzorkovanje i kemijska
fiksacija mikrobnih stanica potrebnih za FISH (Tablica 10). Stoga je pomo¢u fluorescentne
mikroskopije prostorna interakcija Pseudomonas fluorescens sa korijenjem i Cesticama ,,tla*

promatrana nedestruktivno, in situ i in vivo (Slika 35B) (Downie et al., 2014).
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Slika 35 Mikrobna kolonizacija rizoplane i povezanih ¢estica tla pomoc¢u konfokalne laserske pretrazne
mikroskopije'* (engl. confocal scanning laser microscopy, CLSM). (A) In situ vizualizacija prirodnih
bakterija (zeleno) na rizoplani rize (crveno) pomo¢u CARD-FISH tehnike (Schmidt and Eickhorst, 2014).
(B) In vivo detekcija Pseudomonas fluorescens stanica inokuliranih zelenim fluorescentnim proteinom
(GFP) na povrsini korijena salate (sivo) i ¢estice Nafiona (crveno); mjerilo, 150 pm (Downie et al., 2014).

Slika 36 Priprema prozirnog tla za snimanje. Za postizanje prozirnosti koristi se otopina s odgovaraju¢im
opti¢kim svojstvima (Downie et al., 2012).

Tablica 10 Prednosti i ograni¢enja metoda snimanja rizosfernih procesa pomocu mikroorganizama
(Oburger and Schmidt, 2016).

Metode Mijerilo Prednosti Ograniéenja Primjenjivost  Primjenjivost
na uzorke? u poljskim
uvjetima
FISH Pojedina Identifikacija, Fiksacija (npr. Da Ne
mikrobna kvantifikacija i ubijanje) mikrobnih
stanica vizualizacija stanica in  stanica.
situ
Nafion-GFP Pojedina Nedestruktivna Potrebna inokulacija Ne Ne
mikrobna detekcija i genetski modificiranih
stanica vizualizacija stanica in ~ mikrobnih stanica;
situ i in vivo. umjetni supstrat.

#sonde za uzorkovanje s neporusenim tlom (sa ili bez korijenja)
Kratice: FISH, fluorescence in situ hybridisation; GFP, green fluorescent protein.

Y Metoda svjetlosne mikroskopije pomocu koje je moguée detektirati svjetlost emitiranu iz vrlo tankog sloja u
uzorku.
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3.3.4 Snimanje pomocu izotopa

Mijerenja stabilnih izotopa kod destruktivno uzorkovanog tla i korijenja imaju ograni¢enu
prostornu rezoluciju i ne mogu prepoznati procese in situ koji se odvijaju u
bioloski relevantnim mjerilima (Clode et al., 2009). Nova tehnologija, masena spektrometrija
sekundarnih iona (engl. nanoscale resolution secondary ion mass spectrometry, NanoSIMS)
uvedena je u istrazivanja rizosfere ¢ime je omoguceno snimanje raspodjele izotopa u
rezoluciji viSoj od veli¢ine pojedine stanice (50-100 nm) (Hoppe et al., 2013). Nano oznacava
stupanj rezolucije, a sama SIMS tehnologija se temelji na detekciji iona (sekundarnih iona)
izbijenih s povrSine uzorka za vrijeme bombardiranja povrSine energetskim ionima
(primarnim ionima). Primarni ioni erodiraju povrSinu, a mali postotak izbaCenih atoma ili
molekula je ioniziran (sekundarni ioni). Kao izvor primarnih iona uredaj koristi Cs" ili O™ ione
koji se usmjeravaju na uzorke tla ili korijena, dolazi do erodiranja elementa od interesa, te se
proizvode sekundarni ioni koji se prikupljaju prema atomskoj masi. S obzirom na Siroki
raspon elemenata koji se mogu mapirati u visokoj rezoluciji (H, C, N, O, P, Si, S, Fe, i drugi)
NanoSIMS predstavlja neophodni instrument za razjaSnjavanje interakcija izmedu biljaka i
mikroorganizama u rizosferi na nanometarskoj razini. Pulse-labeling je tehnika identifikacije
prisustva ciljane molekule ,pulsiranjem™ wuzorka, odnosno oznacavanjem uzorka
radioaktivnim spojem. Na taj nacin koriste se radioizotopi za mjerenje stope sinteze spojeva
unutar Zivih stanica. Pulse-labeling eksperimenti u kombinaciji s NanoSIMS-om dopustaju
pracenje usvajanja, pohrane i translokacije stabilnih izotopa, kao i pra¢enje kompeticije za
resursima izmedu biljke i mikroorganizama (Jones et al., 2013). Npr., prijenos hranjivih tvari
izmedu arbuskularnih mikoriznih gljiva i biljaka domacina vizualiziran je in situ koristec¢i
NanoSIMS (Slika 37A) (Kaiser et al., 2015; Nuccio et al., 2013). Kombinacijom NanoSIMS-a
s mikrobioloskim tehnikama pokazano je da su hranjive tvari translocirane od strane
arbuskularnin mikoriznih gljiva imale snazan utjecaj na strukturu bakterijske zajednice i
koriStenje supstrata. Nedavno su prikazani rezultati istrazivanja koje je pokazalo da eksudati
korijena ubrzavaju mineralizaciju ugljika u rizosferi odvajanjem kationa iz organometalnih
spojeva (Keiluweit et al., 2015). Nadalje, NanoSIMS istrazivanja otkrila su da bakterije iste
vrste pokazuju iznenadujuéu heterogenost kada je u pitanju brzina metabolizma (Musat et al.,
2008), sto je otkri¢e koje ima utjecaj na sve aspekte kruzenja elemenata u rizosferi. Usprkos
velikom potencijalu, primjena NanoSIMS-a je ograni¢ena zbog malog broja uredaja Sirom
svijeta (35+ 5) (Oburger and Schmidt, 2016).
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Jos jedna nova metodologija je primjena hladne neutronske radiografije (engl. cold neutron
radiography ili low energy neutron radiography, CNR) u kombinaciji s teSkom vodom (D-,0)
radi odredivanja protoka vode u korijenju i rizosfernom tlu. Opcenito, neutronska radiografija
(NR) je neinvazivna tehnika koja se temelji na registriranju neutrona nakon prolaska kroz
ispitivani objekt, te se uz pomo¢ odgovarajuceg zaslona moze proizvesti slika. NR se sastoji
od izvora neutrona i sustava ze detekciju neutrona koji registrira transmisijsku snimku
ispitivanog objekta. Princip rada oslanja se na zrake neutrona koji prolaze kroz uzorke, a
intenzitet/atenuacija detektirana pomocu neutron detektora pretvara se pomocu CCD kamere
u snimke u sivoj skali boja (Esser et al., 2010). NR koja koristi niskoenergentske neutrone®®
naziva se hladna neutronska radiografija (CNR). KoriStenje niskoenergetskih neutrona
rezultira ve¢om osjetljivoséu na vodu (H,0) sadrzanu u biljnom materijalu. Elementi poput
vodika, koji je sastavni dio biljaka, relativno dobro apsorbiraju neutrone, imaju veliki
atenuacijski koeficijent, te stoga proizvode snimke s velikim kontrastom, ¢ak i za vrlo male
koli¢ine vode (Matsushima et al., 2009). Zbog sli¢nosti s vodom, D,O se odavno koristi za
istrazivanje protoka vode u biljkama kao kontrast. Za razliku od normalne vode, D,O ima
znatno niZi atenuacijski koeficijent neutrona, ¢ime se lako razlikuje u neutron radiogramima
(Matsushima et al., 2012). Prilikom usporedbe razli¢itih medija za rast biljaka utvrdeno je da
CNR ima najbolju izvedbu u pijesku. Razlog lezi u niskoj koncentraciji elemenata koji
absorbiraju neutrone u pijesku. Ustanovljena je i minimalna debljina korijena za detekciju od
0,2 mm (Moradi et al., 2009b). Ograni¢enje NR predstavlja ili visoki ili niski sadrzaj vode u
tlu kao rezultat poviSenog rasprSenja (engl. scattering) neutrona i dehidracije korijena.
Primjene NR uz D,0 otkrile su nejednoliko usvajanje vode duz korijenovog sustava, pri ¢emu
se javljaju ve¢i radijalni protoci na proksimalnim nego na distalnim segmentima korijena
(Slika 37B) (Zarebanadkouki et al., 2013). Nadalje, koriste¢i NR u vise je navrata pokazano
da, za razliku od prethodnih pretpostavki, sadrzaj vode u tlu u blizini korijenja tijekom
perioda susenja ostaje visi, te da rizosfera tijekom ponovnog vlazenja ispoljava nejednoliku
hidrofobnost duz korijenja (Slika 38 i 39) (Carminati, 2013; Zarebanadkouki and Carminati,
2014). Autoradiografija tla (snimanje pomocu radioizotopa), iako nije nova tehnika, nedavno
je zamijenila tradicionalne rendgenske filmove s filmovima s fosforom koji se temelje na
Takve snimke koriStene su za vizualizaciju alokacije fotoasimilata u korijenje i1 pripadajuce

rizosferno tlo (Pausch and Kuzyakov, 2011).

15 Tzv. neutrone spore energije.

58



Slika 37 Snimanje procesa u rizosferi pomocu izotopa. (A) NanoSIMS snimke otkrivaju usvajanje
fotoasimiliranog *3C u hife arbuskularne mikroizne gljive koja naseljava korteks korijena p3enice
Triticum aestivum; “*C'N snimka u sivoj skali boja i odgovarajuée *'P:*°C i **C:**C snimke prikazane u
HSV (hue, saturation, value) modelu boja pokazuju lokaciju i obogacivanje (plavo:nisko;
ruZitasto:visoko) prirodno brojnih (*'P) i ekperimentalno obogacenih (**C) stabilnih izotopa (Kaiser et al.,
2015); (B) Vremenska serija neutronskih radiograma prikazuje protok teSke vode (D,O) u proksimalne
dijelove korijenja lupine tijekom no¢i. Svjetlije boje u bo¢nom korijenju (npr. veéi omjer D,O: H,0)
vidljive 15 min. nakon obiljezavanja pokazuju da je radijalni transport D,O u glavni Korijen zna¢ajno
sporiji nego u bo¢no korijenje (Zarebanadkouki et al., 2013).
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Slika 38 Neutron radiografska snimka korijena lupine tijekom i poslije navodnjavanja. Prvi dan
zabiljezen je visi sadrzaj vode oko gornjeg dijela korijena. Poslije navodnjavanja (dan 4) rizosfera gornjeg
dijela korijena i proksimalnih dijelova donjeg korijena je ostala suha. Vidljivo je podrucje s viSim
sadrzajem vode oko vrha korijena i vlaZzenje rizosfere uz nize dijelove korijena (Carminati, 2013).
Preuredila D. Eric¢, 2016.
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Slika 39 Hipotetska distribucija mucigela i vode u rizosferi tijekom ciklusa suSenja i vlazenja. (A)
Eksudirani mucigel s vrha korijena difundira kroz matriks tla; (B) UnoSenjem vode u korijen tlo postaje
suho, mucigel dehidrira i stisne se oko Kkorijena i Cestica tla u blizini Korijena (rizosfera). SuSenjem tla
mucigel stari, postaje krut i odbija vodu; (C) Poslije navodnjavanja, stari mucigel ponovo se sporo navlaZi
i rizosfera privremeno ostane suha, ograni¢avajuéi lokalno usvajanje vode. Svjeze eksudirani mucigel koji
prekriva vrh korijena brzo se ponovo navlazi §to moZe povecati usvajanje vode oko vrha korijena
(Carminati, 2013). Preuredila D. Eri¢, 2016.

Prednosti i1 ograni¢enja metoda snimanja rizosfernih procesa pomocu izotopa kao i pregled

opisanih obec¢avajuc¢ih kombinacija metoda nalaze se u Tablici 111 12.

Tablica 11 Prednosti i ograni¢enja metoda snimanja rizosfernih procesa pomocéu izotopa (Oburger and
Schmidt, 2016).

Metode Mijerilo Prednosti Ogranicenja Primjenjivost  Primjenjivost
na uzorke? u poljskim
uvjetima
NanoSIMS nm Osjetljivo mjerenje  Skupo; ograni¢ena Da Ne

raspodjele izotopa;  dostupnost.
visoka rezolucija.

Neutronska mm-dm  Neinvazivnai Tocnost ovisna o Da Ne
radiografija ponavljajuca sadrzaju vode u tlu i

kvantifikacija teksturi tla.

tokova vode.
Autoradigrafija cm - dm Pracenje i Laboratorij pogodan za Da Da
(fosfor) vizualizacija rukovanje s

hranjivih tvari/ radioizotopima ili

polutanata i spojeva  potrebna dozvola za rad

nastalih na terenu; zamudéenje

fotosintezom. slike sa izotopima visoke

aktivnosti.

#sonde za uzorkovanje s neporusenim tlom (sa ili bez korijenja)
Kratice: NanoSIMS, nanoscale resolution secondary ion mass spectrometry.
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Tablica 12 Pregled obecavajué¢ih kombinacija metoda za proucavanje rizosfernih procesa (Oburger and

Schmidt, 2016).

Kombinirane Glavna saznanja Potencijal za buduca istrazivanja Referenca
metode rizosfere
Planarne optode Otpustanje kisika i acidifikacija Simultano pracenje aktivnosti (Williams et
i DGT pod djelovanjem Korijena rize korijena (pH, O,, kationi) i njegovog  al., 2014)
povecali su topljivost Fe(ll), Pbi  utjecaja na prostornu (i)mobilizaciju
As. hraljivih tvari i polutanata u rizosferi.
Planarne optode Dinamika i iscrpljivanje kisika u Istrazivanje u¢inaka promjena (Rudolph et
i NR rizosferi bijele lupine su vrlo sadrZaja vode u tlu pod utjecajem al., 2012)
osjetljivi na raspodjelu sadrZaja korijena na koncentracije O, u tlu.
vode.
Planarne optode Stupanj promjene pH u rizosferi Rasvjetljavanje interakcija izmedu (Faget et al.,
| GFP kukuruza i graha manje je izraZzen korijenja i njihovog u¢inka na kemiju 2013)
kada je korijenje obiju vrsta u rizosfere.
interakciji nego kada korijenje ne
raste u medusobnoj blizini.
Cimografija U rizosferi je¢ma prostorno su Potvrditi ili odbaciti korelaciju o (Spohn and
i FISH odvojene brojnost bakterija i mikrobnoj i enzimatskoj prostornoj Kuzyakov,
aktivnosti fosfataze. raspodjeli na granici izmedu korijena  2013)
i tla.
DNA-SIP Kontinuirano dodavanje labilnog ~ Dobivanje jasnih filogenetskih (Mau et al.,
i HTS ugljika u tlo stimulira gubitak informacija o u praksi metaboli¢ki 2015)
prirodnog C i povecava aktivnim mikroorganizmima.
bakterijsku raznolikost tla.
X-ray uCT Akumulacija patogene DNA utlu  Detekcija i vizualizacija u¢inka (Sturrock et
i gJPCR* uzrokuje smanjenje broja patogena i PGPR na zdravlje korijena al., 2015)

korijenja, volumen i povrsSinu kod
pSenice i uljane repice.

in situ.

* PCR dijagnostika ukljucuje identificiranje znakove infekcije patogena DNA u bioloSkom materijalu.

Kratice: DGT, diffusive gradient in thin films; FISH, fluorescence in situ hybridization; GFP, green fluorescent
protein; HTS, high-throughput sequencing; SIP, stable isotope probing; PGPR, plant growth promoting
rhizobacteria; qPCR, quantitative polymerase chain reaction; X-ray uCT, X-ray micro-computed tomography.
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4 ZAKLJUCAK

Korijenje je skriveno u tlu i ne moZze se izravno promatrati. Tijekom posljednja dva desetljeca
postignut je ogroman napredak u razvoju metoda i tehnika za uzorkovanje rizosfere. Napredak
se odnosi na minijaturizaciju tehnika uzorkovanja, te uvodenje biosenzora i tehnika snimanja
za otkrivanje pH i redoks promjena u rizosferi, enzimatske aktivnosti ili sastava elemenata i
dostupnosti hranjivih tvari. Medutim, vecina saznanja potjece od eksperimenata provedenih u
laboratorijskim uvjetima. lako se broj studija koje koriste tlo kao supstrat za uzgoj biljaka
znaajno povecao tijekom proteklog desetljeca, rijetka su istrazivanja u stvarnim poljskim
uvjetima. Razlog vjerovatno lezi u Cinjenici da mnoge analiticke alate koji se uspjesno
primjenjuju za proucavanje rizosfere u laboratorijskim uvjetima nije lako primjeniti u
poljskim uvjetima. Rad u poljskim uvjetima zahtijeva robusne rutinske metode za obradu
velikog broja uzoraka koje u obzir uzimaju heterogenost i varijabilnost pojedinih polozaja u
tlu. Drugi ograni¢avajuci faktor proizlazi iz samog postupka uzorkovanja. Npr. rizoboks
sustavi ili prozori za promatranje korijena koji se koriste za in situ tehnike uzorkovanja ne
mogu se nuzno smatrati identi¢nim u odnosu na prirodne uvjete rasta biljaka (Neumann et al.,
2009). lako mnoge od predstavljenih metoda nisu direktno primjenjive u poljskim uvjetima,
mogu se Kkoristiti za analizu (strukturno netaknutih) uzoraka uzetih u polju (npr. tehnike
pomocu izotopa ili mikroorganizama) s ciljem boljeg razumijevanja potencijalnih razlika i
podudarnosti rizosfernih procesa izmedu kontroliranih laboratorijskih ili staklenickih uvjeta 1
poljskih uvjeta. Borba s nehomeogenim povrSinama tla in situ sputava to¢nu primjenu tehnika
vizualizacije rizosfernih procesa u poljskim uvjetima, Sto se posebno odnosi na tehnike
kemijskog snimanja. Ipak, napredne tehnike za identifikaciju, pra¢enje 1 vizualizaciju
promjena u rizosferi znatno su pridonijele razumijevanju sloZenih interakcija izmedu korijenja
i tla. Unato¢ ogromnom potencijalu predstavljenih metoda, prikupljanje podataka cesto je
vremenski zahtijevno i skupo, te stoga ograni¢eno na samo nekoliko analiza u odredenom
vremenskom razdoblju. Shodno tome, nuzna je kriticka interpretacija dobivenih rezultata.
Takoder postoji snazna potreba za poboljSanjem analize snimaka, uklju¢uju¢i odgovarajucu
statistiku, kako bi se omogucila i dala podrska kvantitativnim zaklju¢cima (Oburger and
Schmidt, 2016).

Mnogi znanstvenici slazu se s izjavom da razvoj metoda je i ostaje glavni preduvijet za
unaprijedenje znanosti o rizosferi. Ne postoji idealna metoda za odgovor na sva pitanja. Izbor
najbolje metode ovisi o cilju istrazivanja. Opcenito, §to je metoda tocnija, to je i mukotrpnija.

Cesto je pozeljno i potrebno koristiti dvije metode istovremeno (Helmisaari and Brunner,
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2006). Kombinirano koriStenje razli¢itih metodoloskih pristupa najvise obecava kada je rije¢
o rasvjetljavanju velikog broja jo§ neotkrivenih procesa na granici izmedu sustava korijen-tlo-
mikroorganizmi (Oburger and Schmidt, 2016). To je vazno jer tlo predstavlja jednu od
posljednjih velikih znanstvenih granica (Science, 2004), dok je rizosfera najaktivniji dio te

granice u kojoj biogeokemijski procesi utje¢u na procese globalnih razmjera (McNear, 2013).
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