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1. UVOD

Bakterije imaju izrazit utjecaj na razne kemijsko-fizioloske procese svoje okoline. Ovaj
zavr$ni rad se fokusira na interakcije mikroba rizosfere visih biljaka i samih tih biljaka,
specifi¢no s funkcijom promocije njihovog rasta s pregledom iz stru¢ne literature kao i
spoznajama dobivenim iz vlastitog eksperimentalnog rada na tom podrucju. Te interakcije
odreduju zdravlje biljke, produktivnost te samu plodnost tla. Ovi mikroorganizmi
pospjesuju rast biljaka i Stite ih od bolesti i abiotickog stresa putem raznih mehanizama
koji su manje ili vise u€inkoviti ovisno o samoj bakteriji te njenom pozicioniranju u
odnosu na biljku

(endofitske,simbiotske,povrsinske,slobodne).

Kao $to je ve¢ spomenuto, navedeni mikroorganizmi nastanjuju podruéje rizosfere koja je
interfaza izmedu tla i1 korijena biljke, a moze se definirati i kao volumen tla koji okruzuje
korijenje biljke u kojem se odvijaju bitne interakcije izmedu tla, mikroorganizama i samog
korijena biljaka. U tlu Zivi golem broj bakterija (oko 108 do 10° bakteriskih stanica po
gramu tla) te nisu ravnomjerno rasporedene. Koncentracija bakterija oko korijena biljaka je
mnogo veca od koncentracije bakterija drugdje u tlu, a razlog tomu je prisustnost
nutrijenata i drugih molekula potrebnih za bakterijski rast. Na Slici 1. mozemo vidjeti
primjere interakcija bakterija i korijena biljaka kao i sam sloj rizosfere. Bitno je spomenuti
da u razli¢itim tlima su prisutne razli¢ite bakterijske vrste u razli€itoj brojnosti, ovisno o
vrsti tla te karakteristikama tla poput temperature, vlaznosti, prisutnosti soli i drugih
kemijskih spojeva, kolic¢ini 1 vrsti biljaka koje se nalaze u tlima. Takoder, promjenom
uvijeta unutar tla modificira se 1 sposobnost bakterija da vrSe ucinak na biljku koja se

uzgaja.
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Slika 1. Interakcije bakterija-rizosfera. Razli¢iti odnosi bakterija i korijena biljaka (Preuzeto i prilagodeno

prema Souza et al. 2015.)

Od razlicitih bakterija koje nastanjuju tlo neke mogu djelovati korisno (stimulirajuce),
negativno (inhibirajuce), a neke nemaju nikakav efekt na rast i razvoj biljke. Od svih ovih
bakterija, stimulirajuce, koje su predmet ovoga rada, imaju mehanizme kojima ostvaruju

svoje efekte. Oni se dijele na direktne i indirektne mehanizme.

Direktni mehanizmi promocije rasta biljaka se mogu opisati preko kolonizacije korijena,
produkcijom regulatora rasta biljaka, fiksacijom dusika i pove¢anjem reapsorpcije korisnih
minerala dok indirektni mehanizmi opisuju svojstvo promotorskih bakterija da proizvedu
antibiotike, da su uspjesni u kompeticiji za nutrijente s ,,Jo§im* bakterijama na korijenu, da
posjeduju sposobnost induciranja sistemskog otpora poticanjem obrambenog sustava biljke

1 krajnje da proizvode siderofore, liticke enzime, cianide i amonijak.
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Slika 2. Shematski prikaz direktnih i indirektnih mehanizama promocije rasta biljaka pomocu bakterija

(Preuzeto i prilagodeno prema Ngoma et al. 2012.)

Direktni mehanizmi

Kolonizacija korijenovog sustava je osnova bioloske kontrole od strane ovih bakterija.
Prije nego se njihovi korisni u¢inci mogu eksprimirati potrebno je mo¢i naseliti staniSte
korijena i uspjes$no opstati radi daljnjeg razvoja. To je uvjetovano prirodom samih bakterija
1 sastavom sadrzaja koje korijen luci. Biljka kroz korijen Iuci u tlo spojeve od kojih su
najzastupljeniji ugljikohidrati, proteini, aminokiseline, organske kiseline, vitamini i ostali
nutrijenti. Te izluCevine se smatraju odgovorne za regulaciju rasta i razvoja promotorskih
bakterija te mijenjaju sastav 1 svojstva okolnog tla. Rizosferni mikroorganizmi se takoder
mogu oslanjati na druge komponente tog ekosustava kao izvore nutrijenata poSto svojim
biokemijskim procesima odredeni mikroorganizmi mogu prevesti drugima neiskoristive
spojeve u korisne nutrijente.

Distribucija bakterija ovisi o njithovoj pokretljivosti 1 toku vode. Najvazniji faktor u tome je
tip bakterijskih flagella, pilia, lipopolisaharida i exopolisaharida. Takoder je bitno
spomenuti da postoji bakterijska specifi¢nost kolonizacije za pojedine vrste biljaka
(Babalola et al.,2007a) §to znaci da razli€iti sojevi bakterija promotora rasta mogu

kolonizirati jednu vrstu biljke u razli¢itoj brojnosti (Ngoma et al., 2012).

Vazan mehanizam kojim promotorske bakterije utjecu na rast i razvoj biljaka od klijanja je
produkcija fitohormona. Ove bakterije pospjesuju rast proizvodnjom fitohormona poput
indole-3-acetic kiseline (IAA), auksina, etilena, citoksina i giberelina. Oni utjecu na
koordinaciju rasta biljke, primjerice regulacijom gustoce i duljine korjenovih dlacica. A

najistrazeniji medu njima su auksini i [AA. IAA je najbitniji biljni auksin odgovoran za



dijeljenje, ekspanziju i diferencijaciju biljnih stanica i tkiva te stimulira elongaciju
korijena. Sposobnost sintetiziranja ovog spoja je primjec¢ena kod mnogih rizobakterija od
patogenih, simbiotskih pa do slobodnozivucih. Ove bakterije sintetiziraju IAA od
aminokiseline triptofana razli¢itim metabolickim putovima. Fitopatogene bakterije koriste
indol acetamidni put za sintezu IAA dok promotorske bakterije koriste indol piruvatski put

Sto mozemo vidjeti na Slici 3.
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Slika 3. Putovi sinteze 1AA iz L-triptofana (preuzeto i prilagodeno prema Lin et al., 2015)

Koli¢ine IA A-e proizvedene in vitro mogu biti vrlo znacajne s koncentracijama izlu¢enih u
medij na nano- do milimolarnoj skali. Sposobnost bakterija da sintetiziraju IAA moze
utjecat kako na razvoj biljke tako i1 na prezivljavanje same bakterije. Primjerice, divlji tip
bakterije Erwinia herbicola 299R je bila kompetitivno uspjesnija nego izogeneticki ipdC
mutant koji nije mogao sintetizirati IAA. Jo$ jedan primjer dolazi sa klijanaca uljane repice
gdje je divlji tip bakterije Pseudomonas putida GR12-2 uzrokovao produljenje primarnog
Kornijena za 50% nego svoj mutant s nemoguénoscu sinteze IAA (Cheol Kim et al., 2011).
Ucinci auksina na mladice/klijance biljaka su koncentracijski ovisne, u malim koli¢inama

djeluju stimulativno dok u velikim imaju inhibitorni u¢inak (Saharan et al., 2011).

Etilen je biljni hormon sa Sirokom primjenom i bioloSkom aktivno$¢u pri malim
koncentracijama od svega 0.05uL/L (Glick 2012.). On moze utjecati na rast biljke na vise
nacina od poticanja inicijacije korijena, inhibiranja elongacije korijena, poticanje zrenja

voca, stimuliranjem klijanja sjemena, poticanje venuca listova, poticanjem sinteze ostalih



biljnih hormona, inhibiranju interakcija mikoriza i biljke te odgovorom na bioticki i
abioticki stres. Velike koli¢ine etilena u stanju duljeg stresa poti¢u upravo negativne
procese za biljku (venuce, truljenje).

Prekursor za sintezu etilena je metionin koji se prevodi u etilen preko 1-aminociklopropan-
1-karboksilata (ACC). Otkriveno je da neke bakterije promotori rasta posjeduju enzim
ACC deaminazu koja cijepa ACC na a-ketobutirat i amonijak koji bakterije mogu koristiti
kao izvor dusSika 1 ugljika i time smanjiti razinu etilena kod primjerice biljaka u stresu.

Slika 4.
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Slika 4. ACC deaminaza kod bakterija promotora rasta cijepa prekursor etilena ACC. Time smanjuje koli¢inu

etilena smanjujuéi stres, a time i pospjesuje razvoj (preuzeto i prilagodeno prema M.Saraf et al., 2010)

Giberelini su skupina biljnih hormona koji djeluju kroz Zivotni ciklus biljaka inducirajuéi
mnoge fizioloSke efekte poput stimulacije klijanja sjemenki, elongacija stapke, induciraju
cvijetanje i rast perikarpa sjemenke. Stoga je regulacija sinteze giberelina od
fundamentalnog znacaja za rast biljke 1 prilagodbe na okoliS. Od 136 tipova giberelina

samo dva (GA1 i GA4) djeluju na biljke kao hormoni (MacMillan, 2002).

Citokinini su spojevi koji reguliraju Sirok spektar fizioloskih i razvojnih procesa u biljci.
Izmedu ostalog utjece na regulaciju rasta korjena i izdanka, kao 1 na grananje, kontrole
apikalne domene izdanka, razvoj kloroplasta i starenje listova. U maloj koli¢ini bakterijski
citokinini pospjesuju rast biljke no u prekomjernoj koncentraciji dovode do inhibicije
razvoja korijena. Smatra se da su citokinini signali povezani s medijacijom okoliSnog

stresa izmedu korijena i izdanka.

Fiksacija dusika je vrlo bitna funkcija ovih bakterija. Dusik je potreban svim zivim

organizmima kao sastavnica proteina, aminokiselina i drugih esencijalnih biomolekula.



Zemljina atmosfera se sastoji od 78% dusika (N2), ali on u tom obliku nije iskoristiv
biljkama. Prokarioti su razvili proces fiksacije dusika kojim se biljkama omogucava
iskoriStavanje dusika. Ta skupina prokariota se naziva diazotrofi i oni u tom procesu
reduciraju atmosferski dusik do amonijaka pomocu enzima nitrogenaze. To su najcesce
slobodno zivuée bakterije no postoje i one koje su direktno povezane s biljkom, primjerice
Azospirillum, Bacillus, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas, Gluconacetobacter... A
najpoznatije bakterije s ovom funkcijom su Rhizobium koje nastanjuju korjenje mahunarki
stvarajuci kvrzice gdje se odvija fiksacija dusSika. Kisik inhibira nitrogenazu i takoder je
negativni regulator ekspresije nif gena (engl. nitrogen fixing), no potreban je za respiraciju.
Radi toga je potrebna kontrola koli¢ine kisika u kvrzicama, §to se postize hemoglobinu

slicnim pigmentom LHb koji se nalazi samo u kvrzicama mahunarki.
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Slika 5. Shema fiksacije dusika u kvrzicama korjena (preuzeto i prilagodeno prema Bioencyclopedia)

Uz dusik, fosfor ima vrlo bitnu ulogu u ishrani 1 razvoju biljke ukljuc¢uju¢i metabolicke
procese prijenosa energije, sintezu makromolekula, fotosintezu i reakcije disSnog lanca. Tla
posjeduju odredene kolicine fosfora no da bi bio iskoristiv biljkama treba se prevesti u
drugi, anorganski oblik $to se dogada pomocu enzima fosfataze. Velika aktivnost fosfataze
iz tla proizlazi upravo od mikrobijalnih oblika, specifi¢nije bakterije rodova Pseudomonas,
Bacillus, Rhizobium, Burkholdeira, Achromobacter, Agrobacterium, Micrococcus,
Aerobacter, Flavobacterium i Erwinia imaju klju¢nu ulogu u cirkulaciji biogeokemijskog

fosfora u poljoprivrednim ekosistemima (Ngoma et al., 2012).



Indirektni mehanizmi

Proizvodnja antibiotika se smatra jednom od najbitnijih svojstava bakterija promotora rasta
jer se njima bore protiv proliferacije patogena. Neki od tih antibiotika su butirolaceton,
zwittermicin A, kanosamin, oligomicin A, oomicin A, fenazin-1-karboksili¢na kiselina,
pyrollnitrin, 2,4-diacetil floroglucinol (2,4-DAPG), ksantobacin i drugi. Od navedenih 2,4-
DAPG se pokazao kao najdjelotvorniji antibiotik u borbi protiv biljnih patogena, a
proizvode ga razni sojevi Pseudomonas-a (Fernando et al., 2006). Ne samo da razlicite
bakterije proizvode razlicite tipove antibiotika ve¢ pojedine bakterije i same proizvode vise
antibiotika od jednom poput B. cereus soja UW85, P. fluorescens soja CHAO i Pf5 s

razli¢itim stupnjem djelotvornosti protiv patogena (Raajimakers et al., 2002).

Induciranje sistemskog otpora je svojstvo bakterija da stimuliraju prirodne mehanizme
biljnog otpora. Neki sojevi bakterija promotora rasta luce salicilnu kiselinu koja je
odgovorna za induciranje tog otpora. Osim salicilne kiseline flagelarni proteini bakterijske
stanice, pioverdin, hitin, B-glukani, ciklicki lipopeptidni surfaktanti su pokazali induciranje

odgovora biljke.

Litickim enizimima koje neke bakterije promotori rasta lu¢e se moze narusiti rast i
aktivnost patogenih bakterija. Oni mogu reducirati razne polimerne molekule neophodne

za zivot patogena od hitina, proteina, celuloze, hemiceluloze pa i DNA.

Zeljezo je neophodan element skoro svom Zivotu na Zemlji i ima vaznu ulogu u mnogim
fizioloSkim procesima od respiracije, fotosinteze, sinteze DNA 1 dr. lako ga ima u izobilju
on je u svom obliku nepristupacan 1 neiskoristiv biljkama. Djelomi¢no dostupnim ga ¢ini
bakterijska produkcija siderofora, stoga je sinteza siderofora zadnji opisani mehanizam
kojim bakterije dijeluju na promociju rasta biljaka. To su spojevi male molekulske teZine
(< 1000 Da) koji se sintetiziraju u bakterijama ali i nekim gljivama kao kelirajuci agenti za
zeljezo u uvjetima nedostatka zeljeza koji Cesto nastupa u tlima luZznatog do neutralnog pH,
zbog Zeljezove netopljivosti pri povisenim vrijednostima pH. Iako biljke mogu koristiti
bakterijske siderofore kao izvor Zeljeza, njihova koncentracija je premala da bi znacajno
utjecala na biljni unos Zeljeza. Medutim, bakterije promotori rasta koje sintetiziraju

siderofore mogu sprijeéiti proliferaciju patogena izdvajanjem Fe®* u podrugje oko korijena.

Jo§ jedan od faktora koji utjeu na zdravlje biljke, tla i mikroflore tla je kiselost tla. To je
pogotovo vidljivo kod mahunarki koje zive u simbiozi s duSik-fiksiraju¢im bakterijama

koje nastanjuju kvrzice korjena pri pH od 6 do 7. Ta simbioza je od velike vaznosti za



biljke kako je ve¢ napomenuto u prethodnom tekstu. Medutim, velikom primjenom gnojiva
koja se baziraju na amonijaku, smanjuje se ucinkovitost ovih bakterija takoder
povecavajuci kiselost tla. Smanjena sposobnost ostvarivanja simbioze smanjuje se i
»Zdravlje biljke te je podloznija negativnim utjecajima.

Kiselost tla takoder moze modulirati biosintezu IAA kod odredenih bakterija (Spaepen et

al., 2007)

U nastavku slijedi pregled eksperimentalnog dijela zavrSnog rada.



2. MATERIJAL | METODE

Biljka koristena u eksperimentu je pSenica, a bakterijske kulture (2 i 35) su izolati sa
sljedecih lokacija:

2 - Kompa Sumsko tlo (geografske koordinate: 45°39'51,6" N i 18°51'55,6" E);

35 - Bat siget Sumsko tlo (geografske koordinate: 45°38'52,6" N1 18°51'53,1" E).

Sjemenke su uzgajane u falkonicama s odstranjenim konusnim vrhom i s 4 listi¢a
stani¢evine na dnu Cepa falkonice kako bi se postigla retencija vode. U svakoj falkonici je
nasadeno 20 sjemenaka te su bile inokulirane suspenzijom bakterijske kulture opticke
gustoce pri 600 nm = 0.2 jedinica absorbance. Medij za suspendiranje bakterija je bila

deionizirana sterilna voda.

Prije postavljanja sjemenki u falkonice, sjemenke su bile natapane u drugom setu
standardnih falkonica u 3ml deionizirane sterilne vode preko no¢i te zatim tretirane 8%-
tnom otopinom izosana u volumenu isto 3ml tokom perioda od 20min. Po isteku 20min
tekuc¢i sadrzaj je izbacen te je zamjenjen s 3ml deionizirane sterilne vode u kojoj su se

sjemenke ispirale 5min. Proces ispiranja je ponovljen 3 puta.

Nakon tretmana sjemenke pSenice su prebacene u uzgojne falkonice s odrezanim vrhom i
listi¢ima stani¢evine. U kontrolne falkonice je bilo dodano 500ul sterilne deionizirane
vode kao i naredne dane tokom tjedan dana uzgoja. U falkonice s bakterijskim inokulatima
bio je dodan jednak volumen suspenzije, a kroz tjedan dana su se zalijevale deioniziranom
sterilnom vodom. Polovicu svih sjemenaka se prestalo zalijevati 3 dana nakon nasadivanja

kako bi se vidio uc¢inak susnih uvjeta.

Sjemenke su bile uzgajane u kontroliranim uvjetima unutar fotobioreaktora kako je
prikazano na slici 6. Temperatura i vlaga su bile kontrolirane kombiniranom upotrebom
rashladnog klima uredaja u prostoriji i grijalice zraka koja je bila spojena na sucelje sa

senzorom temperature te se time ostvarila automatizacija regulacije temperature.



Slika 6. Uzgoj unutar fotobioreaktora

Nakon tjedan dana uzgoja slijedilo je odvajanje izdanka i1 korjena od sjemenki pazeci na
ocuvanje integriteta sjemenke pomocu Skara. Korijenci¢i, izdanci i sjemenke su zatim bile
prebacene u vatrostalne lonci¢e prethodno izvagane na analitickoj vagi. Svi lon¢iéi su
zatim bili podvrgnuti suSenju u susioniku na 105°C preko no¢i kako bi se eliminirala vlaga
iz uzoraka. Lon¢i¢i sa sadrZajem su zatim bili ponovno vagani. Na kraju su se lon¢i¢i Zarili
u pec¢i na 400°C tri sata te su ponovo bili izvagani. Izmedu procesa susenja i Zarenja lon¢ic¢i
su bili pohranjeni u posudi sa silikagelom kako se bi se izbjeglo ponovno vezanje viage za
uzorke.

Podatci su obradeniprogramom Microsoft Office Excel 2016.
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3. REZULTATI

Eksperiment se sastojao od tri vremenski udaljena eksperimenta u kojem su svi postupci i
metode identi¢ni, jedina varijabilnost je bila u temperaturi i vlaznosti zraka. Rezultati

kronoloski prate redoslijed provedenih eksperimenata.

Uvijeti u pojedinom eksperimentu su prikazani sljede¢im slikama:

70,0

Temperatura/vlaznost
(°C/%)

0 W
0,0
l.dan 2.dan 3.dan 4.dan 5.dan 6.dan 7.dan

Slika 7. Uzgojni uvjeti u I. eksperimentu. Mjerenja su zabiljezena svakih 30 minuta kroz tjedan dana. Plava-

temperatura (°C), narancasta-vlaga (%), siva-rosiste (°C)
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Slika 8. Uzgojni uvjeti u II. eksperimentu. Mjerenja su zabiljeZena svakih 30 minuta kroz tjedan dana. Plava-

temperatura (°C), narancasta-vlaga (%), siva-rosiste (°C)
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Slika 9. Uzgojni uvjeti u I11. eksperimentu. Mjerenja su zabiljezena svakih 30 minuta kroz tjedan dana.
Plava- temperatura (°C), narancasta-vlaga (%), siva-rosiste (°C)
Kultura 2 statisticki znacajno pospjeSuje razvoj u standardnim uvjetima (Slika 10) dok taj
efekt nije prisutan u susnim uvjetima (Slika 11).
Kultura 35 inhibira razvoj korjenci¢a u standardnim uvjetima (Slika 10), no u su$nim

uvjetima razvoj korjencica je priblizno jednak onome u kontrolne skupine (Slika 11).

35 *

30
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o

Kontrola Kultura 2 Kultura 35

Slika 10. Masa anorgaske tvari izdanaka nakon uzgoja pri standardnim uvjetima. Asterisk oznacava

statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu.
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Slika 11. Masa anorganske tvari izdanaka nakon uzgoja u su$nim uvjetima

Masa anorganske tvari izdanaka pSenice tretirane kulturom 35 premasuje onu kontrolne
skupine u standardnim uvjetima (Slika 10) dok je najmanja pri uzgoju u su$nim uvjetima
(Slika 11).

Masa anorganske tvari izdanaka psenice tretirane kulturom 2 iz oba uvjeta uzgoja je veca

od ostalih uzoraka uz vecu razliku pri uzgoju u standardnim uvjetima (Slike 10 i 11).
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Slika 12. Masa organske tvari izdanaka nakon uzgoja pri standardnim uvjetima. Asterisk oznacava statistic¢ki

znacajnu razliku u odnosu na kontrolu.
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Slika 13. Masa organske tvari izdanaka nakon uzgoja u su§nim uvjetima

Kontrolna skupina ima najveéu masu organske tvari izdanaka pri standardnim uvjetima
(Slika 12) dok u susnim uvjetima najvecu ima pSenica tretirana kulturom 2 (Slika 13).
Psenica tretirana kulturom 35 pri oba uvjeta ima najmanju masu organske tvari, a statisti¢ki

znacajno manju masu pri standardnim uvjetima (Slika 12).
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Slika 14. Masa anorganske tvari korjen¢i¢a nakon uzgoja pri standardnim uvjetima
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Slika 15. Masa anorganske tvari korjen¢i¢a nakon uzgoja u susnim uvjetima

U standardnim uvjetima vrijednosti mase anorganske tvari korjencica psenice tretirane
kulturom 2 drasti¢no opada u odnosu na ostale uzorke (Slika 14).
Masa anorganske tvari korjencica psenice tretirane kulturom 35 iz su$nih uvjeta premasuje

masu kontrolne skupine (Slika 15).

120

100

60

40

Masa (mg)

20

Kontrola Kultura 2 Kultura 35

Slika 16. Masa organske tvari korjen¢i¢a nakon uzgoja pri standardnim uvjetima. Asterisk oznacava

statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu.
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Slika 17. Masa organske tvari korjen¢ic¢a nakon uzgoja u susnim uvjetima

PSenica tretirana kulturom 2 pri standardnim uvjetima ima najvecu i statisticki znacajno
vecu masu organske tvari korjenci¢a od kontrole, dok kultura 35 ima najmanju masu (Slika
16)

Pri suSnim uvjetima mase organskih tvari korjenc¢ica su priblizno jednake gdje najveéu
masu imaju korjencic¢i kontrolne skupine a najmanju korjencici tretirani kulturom 35 (Slika

17).

Rezultati drugog eksperimenta pokazuju da bakterijske kulture inhibiraju rast pSenice pri
standardnim uvjetima (Slika 18) kao i pri susnim uvjetima (Slika 19).

U sus$nim uvjetima kultura 2 inhibira viSe dok pri standardnim uvjetima viSe inhibira

kultura 35.

Iz prilozenih grafova vidimo suprotan efekt kulture 2 na rast pSenice od onoga u prvom

eksperimentu (Slike 18 i 19).
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Slika 18. Masa anorgaske tvari izdanaka nakon uzgoja pri standardnim uvjet
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Slika 19. Masa anorgaske tvari izdanaka nakon uzgoja u susnim uvjetima

Kontrolna skupina ima najve¢u masu anorganske tvari izdanaka i pri standardnim (Slika

18.) i pri susnim uvjetima (Slika 19) dok psenica tretirana kulturom 2 ima najmanju u oba

slucaja.

17



120
100

80

60
40
20

0

Kontrola Kultura 2 Kultura 35

Masa (mg)

Slika 20. Masa organske tvari izdanaka nakon uzgoja pri standardnim uvjetima
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Slika 21. Masa organske tvari izdanaka nakon uzgoja u susnim uvjetima

Masa organske tvari izdanka je najveca kod kontrolne skupine, a najmanja kod pSenice
tretirane kulturom 35 u oba slucaja (Slike 20 i 21).

Izdanci pSenice tretirane kulturom 2 u ovom eksperimentu imaju vecu masu organske tvari
od onih tretiranih kulturom 35, no manju od kontrolne skupine u susnim uvjetima po ¢emu

se razlikuje od prvog eksperimenta I.
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Slika 22. Masa anorganske tvari korjen¢i¢a nakon uzgoja pri standardnim uvjetima izraZzena u mg
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Slika 23. Masa anorganske tvari korjen¢i¢a nakon uzgoja u su$nim uvjetima

Kontrolna skupina ima najve¢u masu anorganske tvari korjencica i pri standardnim
uvjetima (Slika 22) i u susnim (Slika 23).
Korjen¢ici pSenice tretirane kulturom 2 u su$nim uvjetima ostvaruju vec¢u masu anorganske

tvari od onih tretiranih kulturom 35, no manju od kontrolne skupine (Slika 23).
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Slika 24. Masa organske tvari korjen¢ic¢a nakon uzgoja pri standardnim uvjetima
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Slika 25. Masa organske tvari korjen¢i¢a nakon uzgoja pri standardnim uvjetima

Korjencici kontrolne skupine i pSenice tretirane kulturom 35 u oba slu¢aja imaju priblizno

jednaku masu organske tvari korjencica.
Psenica tretirana kulturom 35 pri standardnim uvjetima ima najvecu organsku masu
korjencica (Slika 24).

PsSenica tretirana kulturom 2 ima najmanju masu organske u oba slucaja (Slike 24 i 25).

U zadnjem, tre¢em, eksperimentu je pokusana replikacija uvjeta koji su bili prisutni unutar

laboratorija i fotobioreaktora tijekom trajanja prvog eksperimenta.
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Rezultati 111. eksperimenta pokazuju stimulaciju rasta psenice tretirane kulturom 2 pri
standardnim uvjetim (Slika 26) te nesto manju stimulaciju s tretmanom kulture 35 u istom
slucaju.

Susni uvjeti ovoga eksperimenta pokazuju sli¢nosti rezultata sa standardnim uvjetima I1.

eksperimenta.
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]
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Slika 26. Masa anorganske tvari izdanaka nakon uzgoja pri standardnim uvjetima

35

. Kontrola Kultura 2 Kultura 35

Slika 27. Masa anorganske tvari izdanaka nakon uzgoja u su$nim uvjetima. Asterisk oznacava statisticki

znacajnu razliku u odnosu na kontrolu.

PSenica tretirana kultura 2 ima najvecu masu anorganske tvari izdanaka pri standardnim

uvjetima, a kontrolna skupina najmanju (Slika 26) dok u su$nim uvjetima najvecu masu
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ima kontrolna skupina, a najmanju, statisticki znacajno manju izdanci p$enice s tretmanom
kulture 35 (Slika 27).
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Slika 28. Masa organske tvari izdanka nakon uzgoja pri standardnim uvjetima
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Slika 29. Masa organske tvari izdanka nakon uzgoja u susnim uvjetima
PSenica tretirana kulturom 2 pri standardnim uvjetima ima statisticki znacajno vecu te
najvecu, a kontrolna skupina najmanju masu organske tvari izdanka (Slika 28) dok u

su$nim uvjetima najvecu masu ima kontrolna skupina, a najmanju pSenica tretirana
kulturom 35 (Slika 29).
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Slika 30. Masa anorganske tvari korjen¢i¢a nakon uzgoja pri standardnim uvjetima
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Slika 31. Masa anorganske tvari korjenc¢i¢a nakon uzgoja u su$nim uvjetima. Asterisk oznacava statisticki

znacajnu razliku u odnosu na kontrolu.

PSenica tretirana kulturom 2 pri standarnim uvjetima ima najvecu masu anorganske tvari
korjencica dok kontrola i pSenica tretirana kulturom 35 imaju priblizno jednake mase
anorganske tvari korjencica (Slika 30).

Kontrola ima najve¢u masu anorganske tvari korjenci¢a u su$nim uvjetima uzgoja, a
pSenica tretirana kulturom 35 najmanju i statisti¢ki znac¢ajnu manju (Slika 31).

Mase anorganske tvari korjencica iz susnih uvjeta su sli¢cne masama anorganske tvari

korjencica iz standardnih uvjeta iz II. eksperimenta.
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Slika 32. Masa organske tvari korjen¢ic¢a nakon uzgoja pri standardnim uvjetima
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Slika 33. Masa organske tvari korjen¢i¢a nakon uzgoja u su§nim uvjetima

PSenica tretirana kulturom 2 pri standardnim uvjetima ima najve¢u masu organske tvari
korjencica dok kontrola ima najmanju (Slika 32).
Pri susnim uvjetima kontrola ima najvecu masu organske tvari korjencica kod pSenica

tretirana kulturom 35 ima najmanju (Slika 33).
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4. RASPRAVA

Svrha ovog rada je bila upoznati se s nainima djelovanja bakterija na biljke te
eksperimentalno pokazati djelotvornost bakterija u svrhu stimulacije rasta biljaka i
intenzitet tih efekata za pojedinu bakterijsku kulturu u razli¢itim uvjetima uzgoja pSenice.
Iz 1. 1 III. eksperimenta koji su se odvijali pri sli¢cnim uvjetima smanjene vlaznosti zraka
primje¢ujemo stimulaciju rasta kulturom 2. U prvom eksperimentu kultura 2 stimulira
razvoj psenice 1 u suSnim uvjetima (s manjim zaljevanjem) iz ¢ega mozemo zakljuciti da
kultura 2 posjeduje odredenu toleranciju na susu te moze koristiti biljci 1 u takvim uvjetima
abiotickog stresa. Niu i sur. (2017) su istrazivajuéi bakterijske kulture Pseudomonas
fluorescens, Enterobacter hormaechei i Pseudomonas migulae pokazali da bakterije
promotori rasta mogu vrsiti taj efekt izmedu ostalog, putem stvaranja EPS-a
(egzopolisaharida) ¢iji se koncentracija i sastav mijenjaju pod utjecajem stresa. Bakterijski
EPS posjeduje svojstvo retencije vode, stvara mikrookolis iz kojeg se sporije izdvaja voda
¢ime se Stite bakterijske stanice i korijen biljke od susenja (Hepper, 1975), a samim time se
poboljsava i struktura tla te se ublazuje biljni stres izazvan suSom (Sandhya et al., 2009).
Isti su fenomen pokazali Zheng i sur. (2018) eksperimentirajuci s kulturom bakterije
Bacillus subtilis koja je pokazala smanjen vodni konduktivitet i kumulativno isparavanje u
odnosu na kontrolnu skupinu. Nadalje, navode i tri karakteristike koje su potencijalno
zasluZne za promjenu tih svojstava: (i) EPS ima ve¢i kapacitet za zadrzavanje vode; (i)
EPS mijenja strukturu i povezanost pora u tlu; (iii) EPS mijenja fikalno-kemijska svojstva
vode.

Iz nadvedenog, vjerojatno je da bakterijska kultura 2 koristena u ovim eksperimentima
spada u skupinu upravo tih bakterija promotora rasta sa svojstvima tolerancije suse. Tu
pretpostavku mogu poduprijeti i rezultati 1. eksperimenta koji su se odvijali su uvjetima
vece vlaznosti te stimulirajuci efekti ove kulture nisu bili prisutni dok je kontrolna skupina
pokazivala bolje rezultate. U istrazivanjima na uzgoju kukuruza inokuliranim s
Azospirillum brasilense Casanovas i sur. (2002) su pokazali kako su efekti ovih bakterija
varijabilni u odnosu na uvjete uzgoja, pri ¢emu su efekti stimulacije bili najznacajniji pri
75%-tnom smanjenju opskrbe vodom nasuprot 50%-tnom. Od preostalih mehanizama
ukljucenih u toleranciju stresa izazvanog suSom bakterija promotora rasta navode se
regulacija proizvodnje fitohormona, proizvodnja giberelina, citokinina, indol-3-octene
kiseline i indukcija sistemskog otpora (Vurukonda i sur., 2016).

Barnawal 1 sur. (2017) su pokazali ublazavanje stresa pSenice u uvjetima suSe pod
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utjecajem kulture bakterije Bacillus subtilis. Nadalje analizom ekspresije gena su primjetili
pojacanost ekspresije gena TaDERB?2 koji kodira transkripcijski faktor koji se pokazao kao
vazan u poboljSavanju tolerancije biljaka u uvjetima abiotickog stresa ¢ime je pokazana

funkcija bakterija promotora rasta u indukciji sistemskog otpora biljke.

Kultura 35 u ovim eksperimentima na pSenicu djeluje inhibirajuce, dok u II. eksperimentu
manje inhibira od kulture 2. Odnosno, vrijednosti masa anorganske i organske tvari su
priblizno jednake onima u kontrolne skupine. Ta inhibicija nije statisticki znacajna te S
toga kulturu 35 ne mozemo svrstati u skupinu fitopatogenih bakterija koje inhibiraju rast

biljaka i protiv ¢ijih se utjecaja bakterije promotori rasta bore.

U I1. eksperimentu primjecujemo izostanak stimulirajuc¢eg efekta kulture 2 te najvece mase
organske i anorganske tvari u pravilu pripadaju upravo psenici kontrolne skupine §to je

razli¢ito u odnosu na I. i III. eksperiment.

Istrazivanja su pokazala kako na rast i klijavost pSenice znatno utjece uz promjenjivost
relativne vlaznosti zraka i temperatura korijena gdje je primjecen pozitivan odgovor na
povecanje relativne vlaznosti zraka (Mortley i sur., 1994) . Takoder i infektivnost bakterija
1 drugih mikroorganizama moZe biti uvjetovana ovim promjenama. Sude¢i po navedenom,
nije neocekivana varijabilnost i rezultata ovih eksperimenata. Puno se joS ne zna o
uzajamnom djelovanju kombinacije faktora na rast i razvoj biljke s bakterijama promotora
rasta te ¢e se dobiveni rezultati razjasniti napretkom u istrazivanjima ove tematike. Gouda i
sur. (2017) takoder primjecuju variabilnost efekata bakterija promotora rasta u odnosu na
okolisne faktore te predlazu modernisticki pristup i tehnike kako bi se problem
varijabilnosti rijeSio. Navode mogucu primjenu nano/mikro-enkapsuliranja uz primjenu
multidisciplinarnih istraZivanja koja objedinjuju primjene biotehnologije, nanotehnologije,

agro biotehnologije i znanosti 0 materijalima

Zanimljivo je napomenut kako ova interakcija biljaka i bakterija nije jednostrana u pogledu
signalizacije 1 upucivanja stimulansa. Nisu samo bakterije svojim naizgled slu¢ajnim
pozicioniranjem zasluzne za efekte kojima djeluju na biljku ve¢ su privucene u tu
mikrosredinu rizosfere upravo biljnim izlucevinama. Efekt poboljSanja razvoja
mikroorganizama tla rezultiraju¢i fizikalnim 1 kemijskim promjenama tla s kontribucijom
izlu€evina korijena se naziva efekt rizosfere.

Biljke promjenom sastava i koncentracije izluc¢evina moduliraju svoj mikrobiom (Sharifi i

Ryu 2017). Ta specifi¢na struktura i raznolikost zajednice bakterija varira izmedu razli¢itih
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vrsta biljaka, u vriemenskom periodu te ¢ak na razli¢itim podrucjima korjena iste biljke
(Narula i sur. 2008) iz ¢ega proizlazi da odredene bakterije pokazuju pozitivnu
kemotaksiju prema izlu¢evinama odredene biljke dok izlu¢evine druge biljke ne izazivaju
kemotaksiju u istih. Nadalje, zabiljezena je i negativna kemotaksija bakterijskih stanica u
odnosu na izluéevine korjena biljaka (Currier i Strobel 1976). Takva izrazita povezanost
mikroorganizama s biljkama je dovela do pojave koncepta holobionta kojeg se definira kao
domacin sa svi njemu pribrojenim mikrobima (Lemanceau i sur. 2017).

Lemanceau i sur. (2017) navode spermosferu koja obuhvaca dijelove sjemenke, rizosferu
koje je ranije definirana i filosferu koja obuhvaca nadzemne dijelove biljke kao tri
podrucdja koja su nastanjena ovim mikroorganizmima $to pokazuje rasprostranjenost
njihovih utjecaja u puno Sirem opsegu, na cijeli holobiont. Ovakav pogled daje i
evolucijski aspekt tematici gdje se najveca ekoloska kompeticija ostvaruje upravo

uzajamnim odnosom biljke i njoj pribrojenih bakterija.
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5. ZAKLJUCAK

Iz provedenih eksperimenata zaklju¢ujemo sljedece:

1.

Kultura 2 statisticki znacajno stimulira rast pSenice pri standardnim uvjetima pri
smanjenoj vlaznosti zraka

Kultura 35 statisti¢ki znacajno inhibira rast pSenice pri standardnim uvjetima pri
smanjenoj vlaznosti zraka

Kultura 35 statisticki znacajno inhibira rast pSenice pri susnim uvjetima u manjoj
vlaZznosti zraka

Pri veéoj vlaznosti zraka niti jedna kultura nema znacajnog utjecaja na pSenicu
Postoji varijabilnost efekata bakterijskih kultura ovisno o razli¢itim uvjetima

uzgoja
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