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Sinergijski ucinak Rhizobium hidalgonense i Bacillus sp. u
fiksaciji dusika i promociji rasta graha (Phaseolus vulgaris L.)

SazZetak

Cilj ovog istraZivanja bio je fenotipski karakterizirati sojeve simbioznih fiksatora dusika
vrste Rhizobium hidalgonense i odabrati one s najpovoljnijim svojstvima za inokulaciju
graha. Daljnji cilj bio je ispitati sinergijski ucinak koinokulacije selektiranih sojeva i bak-
terija koje promoviraju rast biljka (PGPR) roda Bacillus (B. thuringiensis, B. amyloliquefa-
ciens, B. megaterium) u usporedbi s pojedinacnom inokulacijom.

U laboratorijskim uvjetima utvrdena su svojstva vazna za uspjesnu kolonizaciju i fiksaciju
dusika, ukljucujuci aktivnost katalaze, ureaze, oksidaze i sposobnost lucenja organskih
kiselina. Soj 22BT pokazao je najveci potencijal temeljem fenotipskh karakteristika. In
vitro testovi potvrdili su sposobnost svih analiziranih sojeva za biolosku fiksaciju dusi-
ka. U ispitivanju antagonistickog djelovanja izmedu rizobija i Bacillus spp. nije utvrdena
medusobna inhibicija.

U pokusu provedenom u kontroliranim uvjetima, tretmani s koinokulacijom pokazali su
statisticki znacajno vise vrijednosti biomase graha i sadrZaja dusika u biljci u odnosu na
pojedinacne inokulacije. Kombinacija soja R. hidalgonense 22BT s B. megaterium (R2B3)
rezultirala je najvisim sadrZajem dusika u biljci (9,1 mg/biljci), dok je kombinacija istog
soja s B. thuringiensis (R2B1) dala najvecu masu suhe tvari nadzemnog dijela (2,62 g).
Masa kvrZica nije bila u korelaciji s kolicinom fiksiranog dusika.

Dobiveni rezultati potvrduju potencijal R. hidalgonense u fiksaciji dusika te u promociji
rasta grah u kombinaciji s PGPR Cime se ovi sojevi isticu kao kvalitetni kandidati za razvoj
ucinkovitih mikrobnih biostimulansa u odrZivoj poljoprivredi.

Kljucne rijeci: bioloska fiksacija dusika, koinokulacija, PGPR, biostimulansi, odrZiva poljoprivreda

Uvod

Grah (Phaseolus vulgaris L.), jedna je od najvaznijih mahunarki u ljudskoj prehrani zbog viso-
kog sadrZaja kvalitetnih proteina, ugljikohidrata, prehrambenih vlakana, vitamina, minerala
te mikrohranjiva poput Zeljeza, kalija, magnezija i folne kiseline (Camara i sur., 2013). Grah
je u Hrvatskoj tradicionalna mahunarka koju uzgajaju mali poljoprivrednici koristeéi tradi-
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cionalne poljoprivredne tehnike u sustavima proizvodnje s niskim ulaganjima (Vidak i sur.,
2015). Prema podatcima Drzavnog zavoda za statistiku (DZS, 2023), povrsSine pod grahom u
Hrvatskoj kre¢u se oko 2.500-3.000 ha, s ukupnom godiSnjom proizvodnjom od 4.000-6.000
tona. Kao mahunarka, grah stupa u simbiotski odnos s bakterijama iz roda Rhizobium, koje
u korijenskim kvrZicama (nodulima) fiksiraju atmosferski dusik (N,) u amonijak - oblik do-
stupan biljci. Ovaj proces omogucuje smanjenje potrebe za mineralnim dusi¢nim gnojivima,
Sto ima znacaj za odrzivu poljoprivredu i oCuvanje okolisa. Za razliku od nekih strogo spe-
cificnih mahunarki (npr. soja), grah pokazuje Sirok spektar simbioznih partnera; Rhizobium
etli, Rhizobium tropici, Rhizobium leguminosarum (Shamseldin i Velazquez, 2020). Ova spo-
sobnost ne jamci efikasnost; kvrzice se mogu formiratii s neucinkovitim sojevima zbog cega
se grah Cesto opisuje kao simbiotski slabije uc¢inkovita mahunarka (Martinez-Romero, 2003).
Medutim, istrazivanja u razli¢itim agroklimatskim uvjetima pokazala su da inokulacija s vi-
sokoefikasnim sojevima moze povecati prinos graha za 20 - 40 % i sadrZaj dusSika u biljkama
za 30 - 60 % u odnosu na neinokulirane kontrole (Samago i sur., 2018).

U posljednjem desetljecu biljeZi se porast znanstvenih istraZivanja koja ispituju siner-
gijski ucinak koinokulacije rizobija s bakterijama koje promoviraju rast biljaka (engl. plant
growth-promoting bacteria - PGPR), medu koje ubrajamo pripadnike rodova Bacillus, Pseu-
domonas, Azospirillum, Paenibacillus i brojne druge (Kumari i sur. 2024). PGPR mogu dopri-
nijeti uspjesSnosti simbioze i rastu biljaka kroz nekoliko mehanizama: sinteza fitohormona,
povecana dostupnost hraniva, osobito fosfora i Zeljeza (npr. proizvodnjom siderofora), po-
vecana otpornost biljaka na stres (susu, salinitet i temperaturu), stimulacija stvaranja kvrzi-
ca i fiksacije dusika (Egamberdieva i sur., 2015; Cassan i sur., 2020).

Brojna istraZivanja pokazala su da koinokulacija Rhizobium spp. i PGPR-a kod graha
moZe rezultirati ve¢im brojem i masom kvrZica u odnosu na inokulaciju samo rizobijem,
povecanjem sadrZaja dusika u biljkama, ponekad i do 70 % viSe u odnosu na kontrolu te
viSom ukupnom biomasom i prinosom (Abaidoo i sur., 2019). Vazno je istaknuti da ucinak
koinokulacije ovisi o kompatibilnosti sojeva (rizobija i PGPR-a), svojstvima tla i okoliSnim
uvjetima, sorti graha i njezinoj osjetljivosti na inokulante. Zato se sve ¢esCe razvijaju speci-
ficne formulacije mikrobnih biljnih biostimulansa koje ukljucuju paZljivo odabrane kombi-
nacije mikroorganizama s komplementarnim svojstvima (Kumari i sur. 2024).

Rhizobium hidalgonense je simbiontska bakterija opisana relativno nedavno (Alvarez i
sur., 2013), izolirana iz kvrZica graha u regiji Hidalgo u Meksiku. Vise sojeva ove vrste otkrive-
no jeitlima RH (Rajnovic, 2017). Dokazano je da ova vrsta ima zna€ajnu sposobnost nodula-
cije graha, medutim njezina u€inkovitost u fiksaciji dusika bila je niZa u usporedbi s dru-
gim vrstama rizobija koje se standardno koriste za inokulaciju graha (Alvarez i sur. 2013).

Bakterije roda Bacillus pripadaju najvaznijim bakterijama koje poticu rast biljaka zbog
njihove otpornosti na nepovoljne uvjete te raznolikosti mehanizama kojima stimuliraju rast
biljaka. Bacillus megaterium se primjerice koristi kao biognojivo jer pokazuje pozitivne ucin-
ke na klijanje sjemena, rast korijena i prinos kod viSe kultura, uklju¢ujué¢i mahunarke (Vassi-
lev i sur., 2006). Bacillus thuringiensis Siroko je poznat kao biopesticid medutim kod brojnih
sojeva otkrivena su svojstva koja poticu rast biljaka. Bacillus amyloliquefaciens poznat je po
antifungalnim i antibakterijskim svojstvima, ali i po poticanju rasta biljaka putem produk-
cije enzima, siderofora i hormona. Uspjesno se koristi u koinokulacijama s rizobijama za
poboljsanje nodulacije i fiksacije dusika kod mahunarki (Kloepper i sur., 2004).

Pretpostavka ovog istrazivanja je da neki od sojeva R. hidalgonense posjeduju pozitivne fe-
notipske karakteristike bitne za ucinkovitu fiksaciju dusika. Pretpostavka je takoder da Ce koi-
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nokulacija (rizobija i PGPR iz roda Bacillus) pozitivno utjecati na rast i sadrzZaj dusika kod graha.

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati fenotipske karakteristika simbioznih fiksatora dusika
vrste R. hidalgonense i temeljem njih odabrati sojeve za primjenu u inokulaciji graha. Cilj
je takoder bio utvrditi postoji li sinergijski ucinak koinokulacije rizobija i PGPR bakterija u
usporedbi s pojedina¢nom inokulacijom.

Materijali i metode

Sojevi koristeni u pokusu

Sojevi vrste R. hidalgonense koristeni u ovome eksperimentalnom radu dio su kolekcije Zavoda
za mikrobiologiju, Sveucilista u Zagrebu Agronomskog fakulteta. Sojevi su izolirani i identificira-
ni u sklopu izrade doktorskog rada Ivane Rajnovi¢ gdje su odredena njihova fenotipska svojstva
poput otpornosti na razliCite pH vrijednosti, temperature i koncentracije soli (Rajnovi¢, 2017.).
Ova svojstva su vazan pokazatelj sposobnosti sojeva da preZive u razli¢itim uvjetima u tlu.

U sklopu projekta ,,Potencijal rizosfernog mikrobioma u prilagodbi poljoprivrede klimat-
skim promjenama (PERSPIRE)“ (KK.05.1.1.02.0001), financiranog od strane Europskog fon-
da za regionalni razvoj, izolirani su i identificirani sojevi raznih vrsta Bacillus sp.. Odredene
su njihove karakteristike poticanja rasta biljaka (PGP): proteazna aktivnost, solubilizacija
fosfora, proizvodnja egzopolisaharida, proizvodnja organskih kiselina, proizvodnja amoni-
jaka, celulaznu aktivnost (Senko i sur., 2024). Temeljem najveceg broja pozitivnih karakteri-
stika odabrana su tri soja za koinokulaciju graha: B1 = K4-9 (B. thuringiensis), B2 = P2.9-8 (B.
amyloliquefaciens) i B3 = P1.15-12 (B. megaterium).

Sojevi su ozivljeni metodom iscrpljenja kako bi se dobile svjeZe, Ciste kulture, slijedeci
standardni protokol (Vincent, 1970). Sojevi rizobija inokulirani su na Petrijeve zdjelice s kva-
snim ekstraktom i manitolom (YEM, yeast extract manitol), 5 dana na 28 °C, dok su sojevi
Bacillus rasli na nutrient agaru (NA) na istoj temperaturi 3 dana.

Fenotipska karakterizacija rizobija

Deset sojeva R. hidalgonense (14Z, 20T, 20Z, 22BT, 22AZ, 23Z, 25T, 26T, 26Z, 27Z) testirano je
na sljededa svojstva vazna za simbiotsku ucinkovitost kako je opisano u priru¢niku za rizobi-
je (Somasegaran i Hoben, 1994). Svi eksperimenti radeni su u tri ponavljanja.

1. Katalazna aktivnost; na predmetno stakalce na kojem je dodana mala koli¢ina mi-
krobne biomase dodano je nekoliko kapi vodikovog peroksida. Stvaranja mjehuri¢a smatra
se pozitivnom reakcijom.

2. Za ispitivanje aktivnosti enzima ureaze, izolati su nacijepljeni na hranjivu podlogu s
ureom i indikatorom fenol-crveno. Nakon inkubacije od tri dana na temperaturi od 30 °C,
izolati kod kojih je doSlo do promjene boje iz Zute (pH 6.8) u ruzicastu (pH 8.1) karakterizirani
su kao urea pozitivni.

3. Oksidaza test proveden je u svrhu utvrdivanja postojanja enzima citokrom c oksidaze,
sastavnog dijela transportnog lanca elektrona. Na filter papir dodana je kap reagensa (BBLTM
Oxidase Reagent Droppers) te kap sterilne destilirane vode, a na to je sterilnom ezom nanijeta
biomasa izolata. Promjene boje filter papira u ljubi¢astu upucuje na prisutnost enzima (pozi-
tivna reakcija). Promjena boje interpretirana je kroz prvih 10 sekundi od dodavanja izolata.

4. Neke bakterije mogu iskoristavati glukozu razgradujuci je do mlijecne, octene ili mrav-
lje kiseline. Sposobnost sinteze tih kiselina testira se Methyl Red Voges-Proskauer (MR-VP)
testom. Izolati su inokulirani te inkubirani na 28 °C 48 sati nakon Cega je dodano 5 kapi
metil crvenog indikatora. Kod pozitivnog rezultata indikator mijenja boju u crvenu.
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5. Sposobnost bioloske fiksacije dusika odredena je na hranjivoj podlozi bez dusika. Izolati
su inkubirani na Jansenovom agaru 5 dana na 28 °C. Pojava kremastih, bijelih i sjajnih kolo-
nija predstavlja pozitivan rezultat ovog testa.

Test kompatibilnosti sojeva

Temeljem najveceg broja pozitivnih fenotipskih karakteristika, te uzimajuci u obzir rast tj.
dobivenu biomasu, selektirana su dva soja R. hidalgonense (22BT i 26T) za pokus inokulacije
graha u pojedinacnoj kulturi te u koinokulaciji s Bacillus sp..

Kako bi se provjerilo jesu li selektirani sojevi medusobno kompatibilni, tj. postoji li iz-
medu njih antagonizam, primijenjena je metoda okomitog razmaza (Uhlig i sur., 2021).
Svjeza kultura R. hidalgonense razmazana je na NA mediju u ravnoj liniji i inkubirana 3
dana na 30 oC nakon Cega je u okomitom razmazu dodane kultura Bacillus te su petrijevke
inkubirane naredna tri dana. Pojava zone inhibicije veée od 3 mm ili gradijent na linijama
rasta smatra se antagonizmom. Ovaj test je proveden na Sest kombinacija (2 soja R. hidal-
gonense x 3 Bacillus sp.).

UcCinak rizobija i Bacillus sp. u fiksaciji dusika i promociji rasta graha

Utjecaj dvaju sojeva vrste R. hidalgonense te njihove kombinacije s tri vrsta roda Bacillus
na rast graha ispitan je monofaktorijalnim pokusom postavljenim prema shemi slucajnog
bloknog rasporeda (RCBD) u tri ponavljanja. Pokus je proveden u kontroliranim uvjetima
komore rasta (temperatura 25 + 2°C/ dan, 20 + 2°C no¢, fotoperiod 16 sati svjetla i 8 sati
tame, uz relativnu vlaznost zraka 70 %).

Ukupno je testirano devet tretmana: dva soja R. hidalgonense (R1 = 26T, R2 = 22BT) kori-
Stena pojedinacno te u kombinaciji s trima vrstama Bacillus spp. (B1 = B. thuringiensis, B2 =
B. amyloliquefaciens, B3 = B. megaterium) te negativna kontrola (0) -bez bakterizacije.

1. Priprema inokuluma; Ciste kulture svakog soja uzgojene su u 100 ml odgovarajuée
tekuce hranjive podloge: za rizobije u Yeast Mannitol bujonu (YMB), a za Bacillus u nutrient
bujonu (NB). Uzgoj je proveden na 28°C pri rotaciji od 150 rpm do postizanja koncentracije
od 108 CFU/ml - 6 dana za rizobije, odnosno 4 dana za Bacillus.

2. Sjetva i inokulacija; Sjeme graha sorte TresSnjevac dezinficirano je povrsinski pota-
panjem u 96 % etanol (1 minuta), zatim u 5% otopinu natrijeva hipoklorita (5 minuta), uz
trostruko ispiranje sterilnom destiliranom vodom. Sjeme je zatim inokulirano 20-minutnim
umakanjem u inokulum te posijano u posude napunjene steriliziranim supstratom bez du-
Sika (mjeSavina vermikulita i pijeska u omjeru 1:2 (v/v)). U svaku posudu posijano je pet sje-
menki. Tijekom vegetacije, biljke su redovito zalijevane sterilnom hranjivom otopinom bez
dusika kako bi se osiguralo da dusik u biljci potjece iskljucivo iz bioloske fiksacije.

3. Sakupljanje uzoraka i analize biljnog materijala

U fazi pune cvatnje (otprilike 40 dana nakon sjetve), biljke su izvadene iz supstrata, a
kvrZice s korijena paZzljivo sakupljene, isprane i suSene do konstantne mase na sobnoj tem-
peraturi. Nadzemni biljni materijal susen je u suSioniku na 70 °C do konstantne mase. Na te-
melju mase odredeni su: Prinos suhe tvari biljke (g/biljci), Masa suhe tvari kvrZica (mg/biljci)

Ukupna kolicina dusika u nadzemnom dijelu biljke (mg/biljci), metodom po Kjeldahlu
(AOAC, 1995).

4. Dobiveni podaci analizirani su analizom varijance (ANOVA). Statisticka obrada poda-
taka provedena je koristenjem softverskog paketa SAS 9.4 for Windows (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA).
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Rezultati i rasprava

Koristenje selekcioniranih rizobija u predsjetvenoj inokulaciji graha tradicionalna je praksa koja
osigurava dostupnost dusika prirodnim putem. Medutim, s obzirom na Cinjenicu da je grah, u
usporedbi s drugim mahunarkama, slabiji fiksator dusika, veliki je izazov istraZiti nove nacine
povecanja produktivnosti ove kulture na ucinkovit i odrZiv nacin. Nadalje, grah stupa u simbi-
ozne odnose s velikim brojem vrsta rizobija Cija uspjesnost u fiksaciji dusika ovisi o vrsti, soju,
ali i o uvjetima koji vladaju u tlu (Singh i sur., 2023). Upravo je R. hidalgonense primjer vrste
pronadene u tlima srednje i juzne Amerike, ali i u RH (Rajnovi¢, 2017) koja otvara mogucnost za
istrazivanje potencijala u simbiozi s grahom. S obzirom na to da istrazivanja u ovome podrucju
pokazuju da je teSko pronacdi jedan soj koji posjeduje sve mehanizme pozitivnog utjecaja na rast
bilja, sve vedi naglasak je na pronalasku kombinacija raznih sojeva s poZeljnim karakteristika.
Kako bi se iskoristio potencijal raznih sojeva, nakon njihove izolacije i identifikacije potrebno je
provesti viSe testova koji ukazuju na potencijal za fiksaciju dusika i promociju rasta.

U ovome radu odabrani su sojevi PGPR-a roda Bacillus temeljem njihovih prethodno
ispitanih svojstava. Za rizobije je proveden niz fenotipskih svojstva, za koje su rezultati pri-
kazani su u tablici 1.

Katalaza test

Katalaza je enzim koji razdvaja za stanicu Stetan vodikov peroksid na vodu i kisik stiteci orga-
nizam od oksidacije. Pozitivna katalazna aktivnost ukazuje na otpornost na oksidativni stres
koji nastaje u tlu i tijekom stvaranja kvrzica ili kolonizacije korijena. Prema rezultatima katala-
za testa za sojeve R. hidalgonense samo je soj 22BT pokazao pozitivnu reakciju. U istrazivanju
Marzec-Grzadziel i sur. (2020) takoder je mali broj izolata pokazao pozitivnu reakciju katalaze.

Ureaza test

Ureaza je enzim koji uz pomo¢ vode razdvaja ureu na amonijak i ugljikov dioksid. Aktivnost
ureaze moze pomoci u oslobadanju amonijaka kao izvora dusika, osobito u tlima s visokim
sadrzajem ureje (unesene putem mineralnih gnojiva). Pozitivni rezultati zabiljezeni su kod so-
jeva 14Z,20Z, 22BT (slika 1. a), 22AZ, 26T i 27Z. Smatra se da pozitivna aktivnost ureaze moze
pridonijeti boljoj adaptaciji na uvjete tla i uinkovitijoj fiksaciji dusika (Sharma i sur. 2022).

Oksidaza test

Enzim citokrom c oksidaza dio je transportnog lanca elektrona, a voda ili vodikov peroksid
nastaju kao krajnji produkt ovog metabolizma. Provedeni oksidaza test pokazao je pozitivne
rezultate kod svih sojeva s time da je kod soja 22BT uocena slaba (s) reakcija. Vecina sojeva
rizobija je oksidaza-pozitivna, Sto je vazno za preZivljavanje u tlu prije uspostave simbioznog
odnosa (Somasegaran i Hoben, 1994).

Sinteza organskih kiselina (mravlja, mlijena, octena) znacajna je za rizobije jer ovim putem
otapaju nedostupne tvari poput fosfata olaksavajuéi biljkama njegovo usvajanje.

Rezultati testa sinteze organskih kiselina pokazali su da vise od pola ispitanih sojeva ima tu
sposobnost (14Z, 22BT, 25T, 26T i 27Z te soj 20Z sa slabom reakcijom).

Fiksacija dusika

Sposobnost bioloske fiksacije dusika najvaZnija je karakteristika u proucavanju autohtonih
sojeva rizobija za potencijalnu primjenu. U in vitro uvjetima, svih 10 ispitanih sojeva pokaza-
lo je sposobnost fiksacije dusika iako je kod nekih bila slabije izrazena.



Glasnik zastite bilja 4/2025

Tablica 1. Fenotipska karakterizacija sojeva R. hidalgonense
Table 1. Phenotypic characterisation of R. hidalgonense strains

Produkcija
. organskih . "
Sigi/ n Katalaza test/ Ureaza Oksidaza test/ kiselina/ F(;ts;i\g/a
Catalase test Test/ Urease test Oxidase test Organic .
- Nitrogen
acids A
. fixation
production
147 - + + + +
20T - - + - +
20Z - + + S S
22BT + + s + s
22A7 - + + - +
232 - - + - +
25T - - + + +
262 - - + - +
26T - + + + S
272 - + + + S

+ pozitivna reakcija, - negativna reakcija, s -slaba reakcija/ + positive reaction, - negative
reaction, s - weak reaction/

Kompatibilnost rizobija i PGPR

S obzirom na to da je cilj bio ispitati ucinkovitost razlicitih vrsta u koinokulaciji za grah, bilo
je potrebno iskljuciti moguénost da izmedu selektiranih sojeva postoji antagonisti¢ko dje-
lovanje. Ovo je ispitano metodom okomitog razmaza prema Uhlig i sur. (2021), a primjer re-
zultata takvog testa prikazan je naslici 1. b. Utvrdeno je da nema antagonistickog djelovanja
izmedu ispitanih rizobija i PGPR.

UcCinak rizobija i Bacillus sp. u fiksaciji dusika i promociji rasta graha

Rezultati pokusa provedenog u kontroliranim uvjetima prikazani su u tablici 2, a pokazuju
da koinokulacija sojeva R. hidalgonense s predstavnicima roda Bacillus pozitivno utjece na
fiksaciju dusika i rast graha.

Statisticki opravdane razlike dobivene su za masu suhe tvari biljke i za sadrZaj dusika u
nadzemnom dijelu biljke. Tretman R2B3 (soj R. hidalgonense 22BT u kombinaciji s Bacillus me-
gatherium), ostvario je najvisi sadrzaj dusika u biljci (9,1 mg/biljci), dok je najve¢a masa suhe
tvari biljke (2,62 g/biljci) zabiljeZena kod tretmana R2B1 - istog soja rizobija s B. thuringiensis.

Pozitivni ucinci koinokulacije utvrdeni su i u istraZivanjima na drugim kulturama poput,
soje (Egamberdieva i sur., 2017), graska (Sadeghi i sur., 2012).

Masa suhe tvari kvrZica izmedu tretmana nije pokazala statisticki opravdane razlike, unatoc
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uocenim razlikama u apsolutnim vrijednostima. Dobiveni podaci ne potvrduju ni korelaciju
izmedu mase kvrZica i sadrZaja dusika. Na primjer, kombinacijom R2B2 (slika 1. c), s relativ-
no malom masom kvrZica (0,18 g), ostvaren je jedan od najvisih sadrzaja dusika, Sto moze
ukazivati na bolju efikasnost. Ovo se podudara s radom Park i sur. (2021), koji su pokazali
da maniji, ali funkcionalnije kvrZice mogu imati veéi doprinos ukupnoj fiksaciji. Sli¢na su
zapaZzanja iznijeta u radu Rajnovi¢ (2017), gdje su pojedini sojevi R. leguminosarum tvorili
kvrZice manje mase, ali s viSim ukupnim sadrzZajem fiksiranog dusika, dok je R. hidalgonense
formirao kvrzice vece mase s nizim sadrzajem dusika.

Tablica 2. Ucinkovitost R. hidalgonense i Bacillus sp. na rast graha i sadrzaj dusika / Table
2, Effectiveness of R. hidalgonense and Bacillus spp. on bean growth and nitrogen content.

Sadrzaj dusika u
Masa suhe | nadzemnom dijelu

Tretman/ Masa suhe tvari kvrZica tvari biljke (mg/biljci)/
Treatment (mg/biljci)/ Nodule dry biljke (g)/ | Nitrogen contentin
biomass (mg/plant) Shoot dry the aboveground
weight (g) part of the plant
(mg/plant)
0 (kontrola) 10,22 1,524 4,14
R1 (R. hidalgonense 26T) 14,52 2,01¢ 6,3¢
R2 (R. hidalgonense 22BT) 16,02 2,23b¢ 6,7¢
R1(R. h/da[gor?en..se 2§T) )+B1 16,8° 226" 8,2
(B. thuringiensis)
R1(R. hldalgO(lense 2.6T) +B2 15,1° 2.18° 7,00
(B. amyloliquefaciens)
R1(R. h/dalgonensg 26T) + B3 15,72 2.20¢ 7.4
(B. megaterium)
R2 (R. h/dalgoqen§e ZgBT) +B1 18,9° 2,62° 8,0
(B. thuringiensis)
R2 (R. h/dalgoqense 22.BT) +B2 17,3° 2.45% 6.8°
(B. amyloliquefaciens)
R2 (R. hidalgonense 22BT) + B3 ( 17,5° 2,49% 9,1°

B. megaterium)

Prosjeci sojeva oznaceni istim slovom signifikantno se ne razlikuju prema LSD testu (p < 0,05)/
Means of the strains marked with the same letter are not significantly different according to
the LSD test (p <0.05).

Rezultati upuéuju na poseban znacaj soja R2 (R. hidalgonense 22BT), koji je u svim va-
rijantama ostvario bolje rezultate u odnosu na soj R1 (26T) bez obzira na vrstu Bacillus s
kojim je bio koinokuliran. Ovo moZe upucivati na njegovu vecu kompatibilnost s grahom,
odnosno na bolju adaptabilnost tom biljnom domacinu, $to se moZe pripisati specifi¢nim
simbioznim genima ili boljoj sposobnosti kolonizacije rizosfere.



Glasnik zastite bilja 4/2025

Slika 1. Ispitivanje fenotipskih karakteristika R.hidalgonense kompatibilnosti sojeva te no-
dulacije graha a) Ureaza test b) test antagonizma c) kvrZice (noduli) na tretmanu R2B2
Figure 1. Testing the phenotypic characteristics of R. hidalgonense, strain compatibility,
and bean nodulation a) Urease test b) antagonism test c) nodules on R2B2 treatment
Izvor/ Source: a) lva Garofuli¢, Zavr$ni rad b), c) lvana Rajnovi¢, foto

Ovi rezultati potvrduju da paZljivo selektirane kombinacije sojeva rizobija i Bacillus
mogu imati vaznu ulogu u povecanju ucinkovitosti bioloSke fiksacije dusika i rastu biljaka,
¢ime se otvara prostor za razvoj ciljanih bioinokulanata (mikrobnih biljnih biostimulansa) za
grah i srodne mahunarke.

Zakljucak
Dobiveni rezultati pokazuju da koinokulacija sojeva R. hidalgonense i bakterija roda Bacillus
moZe imati pozitivan ucinak na fiksaciju dusika i rast graha u kontroliranim uvjetima. Sta-
tisticki znacajne razlike utvrdene su izmedu tretmana za sadrzaj ukupnog dusika te masu
suhe tvari. Najvedi sadrzaj ukupnog dusika u biljci postignut je kod tretmana s kombina-
cijom R2B3 odnosno soja R. hidalgonense 22BT i B. megaterium, dok je najvisa masa suhe
tvari nadzemnog dijela zabiljeZena kod kombinacije R2B1 (R. hidalgonense 22BT i B. thurin-
giensis), Sto ukazuje na potencijalnu sinergiju izmedu odredenih sojeva.

lako je razli¢itim tretmanima dobivena razlika u masi kvrZica, ti rezultati nisu bili sta-
tisticki znacajni. Ovo potvrduje da masa kvrzica nije nuzno u korelaciji s koli¢inom fiksi-
ranog dusika. Fizioloska aktivnost kvrzica vazniji je pokazatelj simbiozne ucinkovitosti od
njihove morfologije odnosno mase. Rezultati istraZivanja potvrduju hipotezu da i manje
istrazen simbiozni fiksator dusika, R. hidalgonense moze biti ucinkovit u fiksaciji dusika, a
u koinokulacija s PGPR mozZe poticati rast graha. Ove rezultati mogu posluZiti kao temelj
za razvoj novih formulacija biostimulansa za primjenu u odrZivoj proizvodnji graha. Daljnja
istrazivanja u tu svrhu trebala bi ukljuciti testiranje ovih kombinacija u poljskim uvjetima, a
bilo bi korisno i prosiriti ih na veci broj bakterija.

Napomena

Dio rezultata prezentiranih u ovom radu nastali su tijekom izrade Zavrsnog rada studentice
Ive Garofuli¢ pod naslovom ,Fenotipska karakterizacija autohtonih sojeva Rhizobium hidal-
gonense izoliranih iz tala sjeverozapadne Hrvatske*
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Original scientific paper

Synergistic effect of Rhizobium hidalgonense and Bacillus sp. in nitrogen fixation and
growth promotion of common bean (Phaseolus vulgaris L.)

Abstract

The aim of this study was to phenotypically characterize nitrogen-fixing symbiotic strains of Rhizo-
bium hidalgonense and to select those with the most favorable traits for bean inoculation. A further
objective was to examine the potential synergistic effect of co-inoculation with selected strains and
PGPR (Plant growth Promoting Rhizobacteria) of the genus Bacillus (B. thuringiensis, B. amylo-
liquefaciens, B. megaterium) in comparison to single inoculation.

Phenotypic analysis revealed traits important for successful root colonization and nitrogen fixati-
on, including catalase, urease, and oxidase activity, as well as the ability produce organic acids.
Strain 22BT exhibited the highest potential based on its phenotypic characteristics. In vitro assays
confirmed that all analyzed strains possessed biological nitrogen fixation capacity. No antagonistic
interactions were observed between Rhizobium and Bacillus spp. in compatibility testing.
Co-inoculation treatments tested under controlled conditions showed statistically significantly hig-
her values for bean biomass and for nitrogen content in the plant compared to single rhizobium
strain inoculations. The combination of R. hidalgonense 22BT with B. megaterium (R2B3) resulted
in the highest nitrogen content in the plant (9.1 mg/plant), while the combination of the same strain
with B. thuringiensis (R2B1) yielded the highest shoot dry weight (2,62 g). Nodule biomass did not
correlate with the amount of fixed nitrogen.

These results confirm the potential of R. hidalgonense in nitrogen fixation as well as in promoting
bean growth when combined with PGPR bacteria. This highlights their suitability as promising stra-
ins for the development of effective microbial plant biostimulants for sustainable agriculture.

Keywords: biological nitrogen fixation, coinoculation, PGPR, biostimulants, sustainable agriculture




