UDK 633.31:631.461.5]:631.847

UTICAJ INOKULACIJE NA BROIJNOST AZOTOBAKTERA U RIZOSFERI
LUCERKE

Snezana Andelkovic', Simonida Puri¢, Jasmina Radovié, Tanja Vasié¢, Dragan Terzi¢

Rezime

Prisustvo azotobaktera u zemljiStu jeste znacajan pokazatelj njegove biogenosti. U ovom radu je
ispitivan uticaj inokulanata na prisustvo azotobakera u rizosferi lucerke (Medicago sativa L.). Seme
lucerke je inokulisano slede¢im inokulantima: rizobium (Rhiizobim meliloti), azotobakter (Azotobacter
chroococcum) i aktinomicete (Streptomyces sp.). Navedeni mikroorganizmi su korideni kao
pojedina¢ne i zdruzene kulture (kombinacije dve, odnosno sve tri vrste mikroorganizama). Nakon
inokulacije seme je iz svake varijante posejano u sudove ispunjene zemljom. Kontrolna varijanta je
bez inokulacije. Za potrebe istrazivanja koris¢eno je zemljiSte poviSene kiselosti. Posle prvog otkosa
lucerke odreden je broj azotobaktera u rizosferi svakog tretmana. Brojnost azotobaktera bila je
poveéana samo u varijantama u kojima je ovaj mikroorganizam bio prisutan u inokulumu, dok u
tretmanima u kojima su kori$¢eni rizobium i aktinomicete kao monovalentni inokulum prisustvo
azotobaktera bilo je smanjeno u odnosu na kontrolu.

Kljucéne reci: azotobakter, mikroorganizmi, brojnost, inokulacija

Uvod

Mikroorganizmi imaju znac¢ajan uticaj u poljoprivrednoj proizvodnji time $to uéestvuju u
stvaranju i odrzavanju zemljiSta i njegove plodnosti. Na rasprostranjenost mikroorganizama u
zemljistu utice veliki broj abioti¢kih i biotickih faktora. Sadrzaj organske materije kao izvor
energije za metabolizam mikroorganizama i hemijska svojstva zemljista, pre svega pH
vrednost zemljiSta jesu grani¢ni Zivotni Cinioci koji utiCu na aktivnost mikrobioloskih
populacija.. Zemljista kisele reakcije odlikuju se malom mikrobioloSkom aktivnosc¢u i izosfera
je ogranicena na plitku povrSinsku zonu i sa povecanjem Kkiselosti smanjuje se biomasa
mikroorganizama (Mili¢i¢ i Jarak, 2008; Diaz-Ravina et al., 1998).

Slobodni azotofiksatori, medu kojima su najznacajnije bakterije roda Azotobacter, daju
vazan doprinos obezbedivanju biljaka azotom i povecanju azotnog bilansa zemljista.
Azotobakter na minimalne promene uslova u zemljiStu reaguje smanjenjm brojnosti, zbog
Cega se 1 koristi kao indikator kvaliteta zemljiSta. Bakterije roda Azotobacter daju prednost
visokoproduktivnim neutralnim zemljiStima 1 vrlo su osetljive na deficit vlage (Puki€ 1 sar.,
2007). Kisela reakcija sredine deluje negativno na aktivnost i brojnost azotobaktera i rezultati
koje su u svojim istraZivanjima dobili Colo i Jarak (2006) ukazuju na veoma mali broj ili
potpuno odsustvo ovog rizosfernog mikroorganizma u kiselim zemljistima.

U zavisnosti od uslova koji vladaju u zemljistu azotobakter moZe da usvoji 50-80 kg ha ™
azota iz vazduha (Jarak i Colo, 2007). Pored toga §to vezuje elementarni azot, azotobakter
proizvodi bioloski aktivne materije (auksine, gibereline, pirodoksin, biotin i nikotinsku kiselin
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DosadaSnja saznanja o funkcionisanju zajednice lucerke 1 mikroorganizama,
moguénostima usmeravanja toka mikrobioloske aktivnosti u cilju povecanja sadrzaja biljnih
hraniva ukazuju na potrebu primene mikrobnih inokulanata.

Cilj ovih istrazivanja je da se ispita uticaj rizobuma, azotobaktera i aktinomiceta, posebno
(monovalentni inokulumi) i u kombinacijama (polivalentni inokulumi) na brojnost
azotobaktera u rizosferi lucerke.

Materijali i metod rada

Za potrebe istrazivanja koriS¢eno je zemljiste koje pripada tipu tipu eutriéno smedih
zemljista (gajnjaca). Ovo zemljiSte je povisene kiselosti pH 4.97 (KCI), spada u grupu
zemljita srednje obezbedenosti humusom (sa tendecijom prema visokom sadrzaju humusa).
Fizicko-hemijske analize zemljista odredene su standardnim metodama u hemijskoj
laboratoriji Instituta za krmno bilje u KruSevcu. (Tab. 1).

Tab.1 Hemijski sastav zemljista

metar Ukupni azot, 0
Zemljiste % P,0Os mg/100g | K,O mg/100g Humus, % pH/KCI
B 0.204 10.20 51.0 4.30 4.97

Varijante inokulanata bile su sledece:
Rizobium

Azotobakter

Aktinomicete

Rizobium + azotobakter

Rizobium + aktinomiceta

Azotobakter + aktinomiceta

Rizobium + azotobakter + aktinomiceta
Kontrola — bez inokulacije

Inokulacua je vrSena monovalentnim — sadrze samo jednu vrstu mikroorganizama (1,2 i 3)
i polivalentnim inokulumima koji sadrze dve ili viSe vrsta mikroorganizama (4, 5, 61 7). U
istrazivanjima su kori$¢eni po jedan soj slede¢ih mikroorganizama: Rhizobim meliloti (broj
bakterija je 10,8x10u ml, Azotobacter chroococcum, (28x10™po ml) i aktinomicete
(Streptomyces sp.) &iji je broj bio 7,6x10™ u ml. Ovi mikrooganizmi su iz kolekcije Odeljenja
za Mikrobiologiju Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu. Kulture rizobiuma umnozavane
su u YM podlozi po Vincentu, azotobakter u te¢noj podlozi po Fjodorovu, a aktinomicete na
podlozi po Krasiljnikovu (Jarak 1 Puri¢, 2006).

U ovim istrazivanjkima kori$¢ena je sotra lucerke K-28 koja je selekcionisana u Insitutu za
krmno bilje u KruSevcu.

Seme lucerke je sterilisano sa 0,2% rastvorom HgCl, i sa 70% alkoholom, vise puta
isprano sterilnom ¢esmenskom vodom, a zatim potopljeno u odgovaraju¢i inokulum. Nakon
toga seme je iz svake varijante inokuluma posejano u sudove ispunjene zemljisStem. U svaki
sud uneseno je i po 10ml odgovaraju¢eg inokuluma. U fazi cvetanja biljaka, uzeti su uzorci
zemljiSta iz zone njihovog korenovog sistema za mikrobioloSku analizu. Brojnost
azotobaktera odredivana je metodom fertilnih kapi na podlozi Fjodorova. Zasejavanje je
vréeno sa 0,2ml suspenzije zemljista razredenja 10™. Inkubacija je trajala 48h na 28°. Broj
izraslih kolonija preracunat je na 1 gram apsolutno suvog zemljista (Jarak 1 Puri¢, 2006).

Statisticka obrada podataka izvreSena je programom Costat 1 znacajnost efekta primenjenih
tretmana testirana je t-testom.
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Rezultati i diskusija

U ovim istrazivanjima pracen je efekat inokulacije rizobumom, azotobakterom i
aktinomicetama, posebno i u kombinacijama na brojnost azotobaktera u rizosferi lucerke koja
je gajena na zemljistu poviSine kiselosti. Svaki tip zemljiSta ima karakteristicne odlike
mikrobioloskih procesa na koje se moze uticati razli¢itim merama (Govedarica i sar., 1997).
80 — 90% svih bioloskih procesa koji se odvijaju u zemljiStu katalaliSu mikroorgnizmi
(Nannipieri and Badalucco, 2003). Na brojnost i raznovrsnost mikroorganizama u zemljistu
uticu fizicko-hemijska svojstva zemljista - kiselost, koli¢ina i vrsta organske materije, vodno-
vazdusni i toplotni rezim, struktura i mehanicki sastav zemljista i dr. (Jarak i Colo, 2007).
Poznavanjem uloge pojedinih grupa mikroorganizama mikrobioloSki procesi mogu se
usmeriti u Zeljenom pravcu (MiloSevi¢ i sar., 2003).

Tab. Uticaj inokulacije na brojnost azotobaktera

LSD

Varijante inokulacije 1 2 3 4 5 6 7 8 5 0%

Srednje vrednosti broja

; 0.100 | 3.737 | 0.100 | 3.493 | 1.764 | 3.637 | 3.737 | 1.177 | 0.010
azotobaktera (log broja)

T 4,000
5 3,500 R r—X
8 3,000 /\ / N\
5 2500 / \ / N\ / N\
g 5000 /[ \ / N/ N\
é 1,500 / \ / ¥ L
£ 1,000 / \ /
8 0,500 / \ /
g 0,000 14 ¥
\)(0 & X0 ‘\’XQ/ l»x'b D D 6@.
& o@’?}b A o
N ‘ NS @
9 -
Varijante inokulacije

Grafikon 1. Brojnost azotobaktera u razli¢itim varijantama inokulacije u rizosferi lucerke

Rezultati istrazivanja pokazuju da je broj azotobaktera najveéi u tretmanu u kome je
izvrSena inokulacija monovalentnim inokulumom ovog mikroorganizma, kao i u varijanti u
kojoj je primenjen polivalentni inokulum koji je sadrzavao sojeve rizobiuma, azotobaktera i
aktinomiceta Brojnost azotobaktera bila je statistiCki znacajno povecCana i u varijantama
inokulacije u kojima je ovaj mikroorganizam koris¢en u kombinaciji sa rizobiunom, kao i sa
aktinomicetama. Inokulacijom semena leguminoza efektivnim sojevima mikroorganizama i
njihovom introdukcijom u zemljiste, dolazi do naruSavanja starih i formiranja novih odnosa
medu mikroorganizmima. U kom broju ¢e preziveti mikroorganizmi nakon unoSenja u
zemljiste u velikoj meri od uslova koji vladaju u njemu (JoSi¢, 2004).

U rizosferi lucerke prilikom aplikacije rizobiuma 1 aktinomiceta kao pojedinaénih
kultura doslo je do statisticki znac¢ajnog smanjenja broja azotobaktera u odnosu na kontrolnu
varijantu. U tretmanu inokulacije sa rizobiumom i aktinomicetama do$lo je do smanjenja
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broja azotobatera u odnosu na varijantu bez inokulacije. Ispitivano zemljiste se odlikuje
izuzetno malom brojnoS¢u azotobaktera 1 do slicnih rezultata o brojnosti azotobaktera
ispitujuéi zemljiste povisene kiselosti dosli su Jarak i Colo (2006). Bakterije roda Azotobacter
sp. daju prednost visokoproduktivnim neutralnim zemljistima i vrlo su osetljive na deficit
vlage (Pukic 1 sar., 2007).

Zakljucak

Inokulacijom semena lucerke azotobakterom, bilo da je primenjen monovalentni inokulum
ove bakterije ili njegova kombinacija sa rizobiumom i aktinomicetama doslo je do povecanja
broja ovog slobodnog azotofiksatora u rizosfernom zemljistu.

Najveci broj azotobaktera bio je u tretmanu u kome je primenjena smesa sojeva rizobiuma,
azotobaktera i aktinomiceta.

U varjjantama inokulacije semena lucerke pojedinacnim kulturama rizobiuma 1
aktinomicetama dosSlo je do smanjenja broja azotobaktera u odnosu na tretman bez
inokulacije.
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THE EFFECT OF INOCULANTS ON THE ABUNDANCE OF AZOTOBACTER IN
THE RHIZOSFERE OF ALFALFA

Andelkovi¢ Snezana®, Duri¢ Simonida®, Radovi¢ Jasmina®, Vasié¢ T anja*
Dragan Terzié*

Abstract

The presence of Azotobacter in soil is a prominent indicator of its biogenity. In this paper, the effects
of micrabial inoculants on the abundance of azotobacter in the rhizosphere soil of alfalfa (Medicago
sativa L.) were studied. Alfalfa seed was inoculated with following inoculums: rhizobium (Rhizobim
meliloti), azotobacter (Azotobacter chroococcum) and actinomycetes (Streptomyces sp.). The above
listed microorganisms were used individually and in joined cultures (a combination of two or all three
microorganism species). After inoculation seed from each inoculum variant were planted in the pots
filled with soil. The control variant was without inoculation. For research purposes, the soil with
increased acidity was used. After the first alfalfa cutting, the number of azotobacter for each
combination, in the rhizosphere soil of alfalfa was determined. The number of azotobacter is increased
just in the combinations in which very this microorganism was present in the inoculum, while in the
treatments in which were used rhizobium and actinomicetes as monovalent inoculums the number was
decreased compared to control.

Keywords: Azotobacter, microorganisms, abundance, inoculation
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