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Utjecaj bakterizacije i stadija zrelosti na prinos crvene djeteline u godini punog korištenja
Sažetak

Cilj rada bio je utvrditi učinkovitost bakterizacije i košnje u različitim stadijima zrelosti na prinos i komponente prinosa crvene djeteline u godini punog korištenja. Istraživanje je postavljeno po split-split-plot shemi u 4 ponavljanja. Glavni faktor je bio stadij zrelosti u trenutku košnje (početak pupanja 10-20 % propupalih biljaka i početak cvatnje 10-20 % procvjetalih biljaka). Podfaktor su bili kultivari crvene djeteline: cv. Tempus, cv. Ram i cv. Rajah, a podpodfaktor bakterizacija s dva soja Rhizobium leguminosarum bv. trifolii: B1=RCR 5 podrijetlom iz Engleske i B2=D-631 podrijetlom iz Češke i jedna varijanta nebakterizirana varijanta (B0). Bakterizacija nije značajno djelovala ni na jedno istraživano svojstvo crvene djeteline. Stadij zrelosti je značajno utjecao sva istraživana svojstva, osim prinosa ST (prosječno 17,29 t/ha). Crvena djetelina košena u početku cvatnje imala je veći udio stabljike (36,62 %) i veći prinos ST stabljike (857,63 g/m2) u usporedbi s djetelinom košenom u početku pupanja (28,50 % stabljike u prinosu ST i 662,85 g/m2 prinos ST stabljike). Obrnuta je situacija s udjelom lista i cvata u ukupnom prinosu ST. Veći udio (71,50 %) i prinos ST lista i cvata (1006,12 g/m2) utvrđen je u početku pupanja crvene djeteline i u odnosu na početak cvatnje (63,38 % i 930,92 g/m2). Utvrđene su značajne razlike među kultivarima za sva istraživana svojstva crvene djeteline. Najveći prinos ST utvrđen je kod cv. Tempus (19,23 t/ha). Najveći udio stabljike, a najmanji udio lista utvrđen je kod cv. Rajah (37,09 % stabljike i 62,91 % list+cvat). Značajno najmanji udio stabljike, a najveći udio lista utvrđen je kod cv. Ram (29,17 % stabljike i 70,83 % lista). Najveći prinos ST lista i cvata utvrđen je kod cv. Tempus, dok među kultivarima Ram i Rajah nije bilo značajne razlike. Utvrđena je značajna interakcija stadij zrelosti x kultivar za udio stabljike i lista, te prinos ST stabljike. Svi kultivari su u početku pupanja imali manji udio i prinos ST stabljike u odnosu na početak cvatnje, ali su variranja  među kultivarima u navedenim svojstvima bila različita u različitim stadijima zrelosti crvene djeteline. 

EFFECT OF INOCULATION AND HARVEST MATURITY ON RED CLOVER YIELD IN THE SECOND YEAR

Abstract

The object of paper is to evaluate the effects of inoculation and cutting at different stages of red clover maturity upon yield components in the second year. The trial was set up according to the split-split-plot scheme with 4 replication. Trial factor was maturity stage at cutting (at the beginning of budding: 10-20 % budded plants and at the beginning of flowering: 10-20 % flowered plants). Subfactors of trial were three red clover cultivars : cv. Tempus, cv. Ram, cv. Rajah, while subsubfactor was inoculation with two strains of Rhizobium leguminosarum bv. trifolii: B1=RCR 5 of English provenance and B2=D-631 of Czech provenance, as well as a tretment without bacterization (BO). No significant effect of bacterization was recorded  for any red clover trait studied. There were significant differences in maturity stage on all studied traits with exception of dry matter yield (on average 17,29 t/ha). Cutting red clover at the beginning of flowering resulted in a higher proportion of stem (36,62 %) and higher stem DM yield (857,63 g/m²) compared to  red clover cut in beginning of budding (28,50 % stem  in DM yield and 662,85 g/m² stem DM yield).There was opposite situation with leaf and inflorescence content.  Higher proportion (71,50 %) and leaf and inflorescence DM yield (1006,12 g/m²) was recorded in beginning of budding than in beginning of flowering (63,38 % & 930,92 g/m²). Significant differences were determined between cultivars for all red clover trait studied. The highest DM yield was recorded at cv. Tempus (19,23 %). The highest stem content and lowest leaf content was recorded for cv. Rajah (stem 37,09 % & 62,91 % leaf+inflorescence). Significantly lowest stem content and highest leaf content were determined for cv.Ram (stem 29,17 % and leaf 70,83 %). Cv. Tempus gave highest DM yields of leaf and inflorescens, while there were not significant diferences between cv. Ram and cv. Rajah. Significant maturity stage x cultivar interaction was found for stem and leaf content,  also stem DM yield. Red clover cultivars in beginning of buding had lower stem content and lower stem DM yield compered to beginning of flowering, but variation between cultivars, in this traits,  differ in different maturity stages of red clover.
1. UVOD

               Crvena djetelina je jedna od najvažnijih i najrasprostranjenijih leguminoza kod nas i u svijetu. Prirodno je proširena na travnjacima umjerenog pojasa Euro – Azije. Ishodišni centri crvene djeteline su Mala Azija i jugoistočna Europa, gdje se uzgaja najviše ekotipova ove vrste. Najviše zasluga za njeno rasprostranjenje i uzgoj kao kulture pripada arapskom carstvu u području Mediterana i Španjolske, zatim zemljama i narodima zapadne Europe. Crvena djetelina je unijela veliki preokret u dotadašnji tropoljni  plodored, gdje je ugar zamijenila sjetva djeteline, pa je nastao četveropoljni  «norfolški  plodored» koji je poslužio kao baza mnogim suvremenim plodoredima. 

 Njeno širenje je u centralnu Europu počelo u 16. stoljeću  pod nazivom «španjolska djetelina», a prema navodima Šoštarić – Pisačića (1967) ova kultura se u Hrvatskoj pojavila 1880. godine, kad je Hrvatsko poljoprivredno društvo kupilo u Štajerskoj sjeme crvene djeteline i lucerne i podijelilo ga svojim članovima. 

               Crvena djetelina je po površini na kojoj se uzgaja i hranjivoj  vrijednosti u samom vrhu sitnozrnih mahunarki, tj. odmah iza lucerne. U intenzivnoj i vrlo intenzivnoj proizvodnji crvena djetelina  gubi na važnosti, jer intenzivnu agrotehniku bolje koristi lucerna, no za humidnu klimu, plića, kiselija i vlažnija tla, te za krajeve sa kraćom vegetacijom crvena djetelina ostaje i nadalje najvažnija krmna kultura (Gikić 1967). 

Kao stočna hrana crvena djetelina se koristi u raznim oblicima: 

- kao zelena hrana u vidu ispaše ili ishrane u stajama

- kao sijeno (bogato fosforom i kalcijem), silaža ili dehidrirana u obliku brašna.

Značajan je izvor proteina u ishrani domaćih životinja. U prosjeku sadrži oko 17 % sirovih proteina. Vrlo je dinamična kultura, brzo dospijeva za korištenje i daje visoke prinose.    Osim navedenih osobina treba reći da crvena djetelina povoljno djeluje na popravak strukture tla, čak bolje i od lucerne, iako lucerna  ostavlja u tlu veću količinu korijenove mase.

U tlu, poslije crvene djeteline ostaju i znatne količine dušika, kojeg nakon mineralizacije koriste naknadni usjevi. Tlo ostaje prilično čisto od korova, dobre strukture, naročito u površinskim slojevima, a zbog odličnog vezivanja tla na nagibima crvena djetelina je pogodna za zaštitu nagnutih terena od erozije. 

Danas se u svijetu puno radi na selekciji crvene djeteline. Stvoreni su mnogi kultivari, adaptirani na različite ekološke uvjete i načine iskorištavanja, te otporni na najvažnije bolesti. Kod nas se pored domaćih kultivara uzgajaju i strane introdukcije.

Proizvodnja krme u brdskim i planinskim područjima ograničena je klimom, niskom opskrbom tla hranivima i tradicionalnom agrotehnikom. Ključni limitirajući čimbenik u ovim krajevima često puta je opskrba biljaka pristupačnim dušikom, što se može riješiti primjenom skupih mineralnih dušičnih gnojiva ili pak ekološki poželjnim i financijski isplativijim korištenjem višegodišnjih sitnozrnih mahunarki, fiksatora besplatnog atmosferskog dušika. Inokuliranjem sjemena crvene djeteline Rhizobium bakterijama može se znatno povećati njena godišnja produkcija fito mase, čak i u slučajevima kad je uspješnost bakterizacije oko 20%. Tradicionalna agrotehnika vrlo je često karakterizirana i košnjom krmnih kultura u kasnim stadijima zrelosti (kraj cvatnje). Odgađanjem roka košnje crvene djeteline povećava se sadržaj suhe tvari i lignina, a pada njena hranidbena vrijednost, tj. prvenstveno dolazi do smanjenja udjela lista, kao najkvalitetnije komponente u ukupnoj masi.

1.1 Morfološke i biološke osobine 

Istraživanjima utvrđeno je da varijetet Trifolium  sativum obuhvaća tri podvrste: 

- Trifolium pratense L. var. sativum Schreb. ssp. atlantium Bobr.

   Atlantski tip crvene djeteline  (zapadnoevropske)

- Trifolium pratense L.var. sativum Schreb. ssp. continentale Bobr.

   Kontinentalne forme ili ekotipovi  i

- Trifolium pratnse var. sativum Schreb. ssp. subalpinum Bobrt.

  Visokoplaninska crvena djetelina.

1.2 Crvena djetelina – opis vrste 

Ima 2 n = 14 kromosoma, odnosno n=7.

               Najčešće u svijetu i kod nas je vezan pridjev crvena više radi jednostavnosti pri njenom širenju, jer ova vrsta  ima mnogo ekotipova i mnogo nijansi i boja cvijeta. Boja njenog cvijeta je različite nijanse  ljubičasto crvene. 

 1.2.1 Korijen

[image: image1.jpg]


 Crvena djetelina ima jak i dubok korijen: glavni korijen je vretenast,  raste duboko 1,5 – 2,0  m, debljina mu je ispod krunice u prosjeku oko l cm, a dostiže debljinu 2-2,5 cm. Ima krupne i preko 1m dugačke bočne žile koje se razvijaju na glavnom korijenu do dubine tla oko 40 cm.

Višegodišnja crvena djetelina razvija glavni korijen jače po dubini, a dvo-trogodišnja ima plići korijen. U prvoj godini je najveći razvoj korijena, a znatno manje u drugoj. Crvena  djetelina ima dobro razvijenu simbiozu, posebno sa sojevima bakterija Rhizobium leguminosarum bv. trifolii. Kvržice su najčešće okrugle, brojne na rastresitim tlima, često grupirane, međusobno srasle, dok su na zbijenim tlima raspoređene posvuda po korijenovom sustavu. Kvržice su velike 0.6-1 mm u presjeku, u početku razvoja su ružičaste, starije su mrke boje. Najbolje se razvijaju do 20 cm dubine, ali dopiru i do 40 cm.

1.2.2 Nadzemni organi 

[image: image8.jpg]


Crvena djetelina je dikotledona biljka, pri nicanju iznosi kotiledone na površinu. Kotiledoni su elipsoidni, više okrugli, horizontalni, svjetlo zelene boje, sočni i glatki. Veličine su do 3-4 mm na kratkoj dršci. Prvi listić djeteline je srcolikog izgleda, prekriven dlačicama, na tankoj 1-1,5 cm dugoj dršci. Poslije dvanaest do četrnaest dana djetelina razvija prave troperaste listove i primarno stabalce, koje se u prvim fazama razvija usporeno zbog ubrzanog razvoja korijenovog  sustava. U prvoj godini, već poslije šest do osam tjedana intenzivno se razvija rozeta iznad korijenovog vrata. Iz nje se svake godine u tijeku vegetacije i začetih pupoljaka iz prethodne godine razvijaju novi jednogodišnji izdanci. 

Iz rozete se, još u prvoj godini ovisno od tipa – sorte i agroekoloških uvjeta, može razviti pri drugom košenju šest do deset stabljika. U drugoj godini može dostići šesnaest do osamnaest  stabljika. Ovisno o gustoći sklopa može dostići i do pedeset stabljika, na čemu se zasniva snaga regeneracije. Rozeta se razvija samo na površini tla i ne uvlači se u tlo. 

1.2.3 Stabljika 
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Stabljika crvene djeteline je jednogodišnja, zeljasta, prosječno visoka 70 cm, a ponekad kod prvog otkosa dostiže 90-100 cm. Razgranata je od osnove i po visini. U stadiju razvoja do pupanja, sočna je i nježna, malo dlakava, djelomično šuplja, poliježe samo kad je pregust sklop i u slučaju nevremena. Od početka cvjetanja stabljika počinje gubiti na kvaliteti zbog povećanja sadržaja lignoceluloze. 

1.2.4 List 

[image: image10.jpg]


Crvena djetelina ima složen troperasti list. Lisna drška je u početku vegetacije dugačka 12-15 cm. Kasnije je sve kraća, neposredno ispod cvata list je skoro sjedeći. Na osnovi lisne drške razvijen je rukavac koji skoro obuhvaća stabljiku koji ima s obje strane dva šiljasta zaliska blijedo zelene boje. Listići su dužine 3-4 cm, široki oko 1,5-2 cm. Boja lista je tamno zelena sa rijetkim tankim dlačicama na površini. Na listićima se nalaze karakteristične simetrične poprečne pjege u prosjeku 1,5 – 2 mm. Svjetlije su boje, obično sivozelene prema osnovnoj boji lista. Oblik, položaj i boja ovih pjega dosta varira kod različitih sorata. 

Najkrupniji su listovi crvene djeteline u vrijeme pupanja, a kasnije nešto sitniji. Udio lista u cjelini biljne mase je prilično visok, iznosi oko 40%.

1.2.5 Cvijet
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Crvena djetelina ima karakterističan cvijet za mahunarke. Čašični i krunični listići su uzani i dugački zbog međusobnog stisnutog položaja. Cvjetovi su grupirani u glavičaste (izdužene ) cvatove eliptičnog oblika, koji se nalaze na vrhovima glavnih stabljika i bočnih grana. Boja cvjetova je ružičasta do ljubičastocrvena. Cvjetovi crvene djeteline luče dosta nektara. Oplodnja je najčešće ksenogamna, entomofilna, obično pomoću bumbara, divljih i domaćih pčela. Autogamija je malo zastupljena. 

1.2.6 Cvat

Cvatovi crvene djeteline su dužine 3-5 cm, a u presjeku 3-4 cm. U njima se obično nalazi 40-50 , a varira od 30-120 cvjetova. Cvjetovi su zbijeni, sjedeći na izduženoj cvjetnoj loži, vretenastog oblika. Najčešće je po jedan, ali često srećemo i po dva cvata zajedno. 

Cvjetanje cvjetova je sukcesivno od osnove prema vrhu i traje pet do šest dana, dok cvjetanje biljaka u cjelini traje duže 15-20 dana, nekad i duže. Poslije oplodnje počinje sazrijevanje, cvatovi dobivaju tamno mrku boju od sasušenih kruničnih listića.

1.2.7 Plod

Crvena djetelina ima plod jednosjemenu mahunu. Mahuna je veličine 2-3 mm, sive  boje, zavijena u čašične, šiljaste i dlakave listiće u složenom cvatu. Mahune vrlo lako opadaju u zrelom stanju, što treba imati u vidu pri žetvi sjemena.

1.2.8 Sjeme
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Sjeme crvene djeteline je sitno, srcolikog oblika, malo spljošteno, sa nešto udubljenim pupkom (hilumom), veličine 1,5-2 mm. Boja sjemena je žuta sa modro plavičastom do ružičastom nijansom. Broj sjemenki u jednom gramu kreće se od 650-750. Klijavost sjemena traje 4-5 godina. 
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1.3 Zahtjevi prema klimatskim parametrima 

Crvena djetelina traži dosta vode i umjerenu toplinu, sušu slabije podnosi. Optimalna količina padavina za uspješan uzgoj crvene djeteline je oko 800 mm godišnje, ali i njihov ravnomjeran raspored tijekom godine, naročito u vrijeme ljetnih mjeseci. Crvena djetelina ne može izdržati niske temperature kao lucerna, osobito golomrazice sa temperaturama -15 oC  pri kojima i smrzava, a naročito pri čestom smjenjivanju hladnih i toplih dana sa temperaturama iznad 8 oC. Pod dubljim snijegom od 25-30 cm može izdržati mraz do -25 oC. U rano proljeće kreće pri  temperaturama od 3 oC , a pun porast počinje na 5-6 oC.


Crvena djetelina je biljka dugog dana, sjeverne forme traže dosta svjetlosti do faze pupanja, a južne zahtijevaju dužinu dana od 12 do 14 sati. 

1.4 Zahtjevi prema tlu

Crvena djetelina nema velike zahtjeve prema zemljištu, zato njeni rajoni uzgoja nisu strogi ni ograničeni. Najbolje joj odgovaraju srednje teška i rastresita, manje pjeskovita i vodopropusna zemljišta, ali sa dovoljno osiguranom vlagom. Ne podnosi visoku podzemnu vodu, niti duže plavljenje vodom. Optimalan pH tla za crvenu djetelinu je u granicama 6,0-7.5. Kritičan pH za razvoj Rhizobium bakterija je 4.7-4.9, dok je kod pH 4.2 potpuno onemogućeno stvaranje kvržica (Frame i sur., 1998).

Bolje podnosi nešto veću kiselost  nego alkalnost, pH iznad 7.5 teško podnosi, što se poklapa sa tlima vlažnijih područja. Traži dovoljno pristupačnih mineralnih hraniva, obzirom da proizvodi veliku količinu organske mase. 
1.5 Agrotehnika

Budući da je crvena djetelina višegodišnja krmna kultura, njen brzi razvoj, dinamika iskorištavanja i druge biološke osobine značajno utječu na zemljište. Stoga je vrlo važna u plodoredu. Crvena djetelina ostaje u plodoredu dvije do tri godine, ako se gaji u smjesi sa višegodišnjim livadnim travama ostaje četiri do pet godina. Djetelina dosta iscrpljuje tla. Napada je znatan broj štetnika i bolesti. Osim toga, crvena djetelina ostavlja veliku količinu organskih ostataka korijena, krunice i nadzemnih organa koji u procesu razlaganja ostavljaju specifične kemijske produkte u tlu, koji su za većinu mahunarki, a posebno za višegodišnje, nepovoljne. 

Najpogodniji predusjevi za crvenu djetelinu su one kulture koji ostavljaju tlo rastresito, prozračno, plodno i čisto od korova, npr. okopavine (kukuruz, šećerna repa, suncokret i dr.). U praksi se najčešće uzgaja poslije strnih žita kojima su prethodile okopavine. Djetelina je pogodan predusjev za većinu okopavina, žita, a naročito za industrijsko bilje, osobito uljane i tekstilne biljke i neke vrste povrća.

1.5.1 Obrada tla
Duboka jesenja obrada od 30-35 cm omogućava dobar razvoj korijenovog sustava, povoljne uvjete razvoja, te dulju trajnost djeteline. Poslije dubokog oranja tlo se treba slegnuti zbog uspješnije sjetve i nicanja. Kod sjetve djeteline poslije strnih žita poželjno je izvršiti prašenje strništa zbog provociranja sjemena korovskog bilja na nicanje, koje će se jesenjom dubokom obradom zaorati, a ujedno poslužiti i kao zeleno organsko gnojivo. 

1.5.2 Gnojidba

Pri osnovnoj obradi zemljišta može se upotrijebiti dobar stajski gnoj koje se zaore na punu dubinu. Bolje je stajski gnoj upotrijebiti pod prethodni usjev, obzirom na škodljivost direktnog amonijaka iz gnoja na klicu i mlade biljke mahunarki, osobito na crvenu djetelinu (Mišković 1985.).

Mineralna gnojiva se primjenjuju pri osnovnoj i predsjetvenoj obradi zemljišta. Kod osnovne obrade primjenjuju se: fosforna i kalijeva gnojiva, dok se dušična gnojiva upotrebljavaju kod osnovne obrade pri zaoravanju strništa u odgovarajućim količinama radi ubrzavanja procesa razlaganja žetvenih ostataka. Može se primijeniti 40 do 70 kg/ha dušika, naročito na tlima siromašnim humusom. Fosforna gnojiva za leguminoze, a osobito za crvenu djetelinu imaju višestruki značaj. Prije svega biljka bolje razvija korijenov sistem, bolje se razmnožavaju bakterije, postiže se veći prinos, bolje se regulira vodni režim biljke, bolja je oplodnja i dobiva se bolja kvaliteta sjemena.

Za prosječni prinos ST crvene djeteline od 10 t/ha potrebno je oko 70 kg/ha  P2O5  i 240 kg/ha K2O (Frame i sur., 1998). Crvena djetelina traži ova dva elementa naročito u prvoj godini života i u proljeće pri kretanju vegetacije. 

1.5.3 Sjetva 

Sjetva crvene djeteline može se obaviti u dva roka: u proljeće i kasno ljeto tj. u kolovozu i rujnu. U proljeće je najbolje sjetvu izvršiti polovicom, eventualno do kraja ožujka mjeseca, sa ciljem da se biljke bolje razviju do nastupa suše koju crvena djetelina teško podnosi i pojave korova. U ljetnom roku najpovoljnija je sjetva od polovice osmog mjeseca do polovice devetog mjeseca. Količine sjemena crvene djeteline za sjetvu su 14-16 kg/ha pod uvjetom da je zemljište ravno, usitnjeno i dovoljno slegnuto. Sjeme treba imati najmanje  85% klijavosti i  90-92 % čistoće. Dubina sijanja sjemena crvene djeteline je kao kod lucerne 1,5-2 cm. Razmak redova je obično 12-14 cm ovisno o načinu uzgoja (čista kultura ili smjesa) i osobinama tla, donekle i kultivara. Sjetva se obavlja strojno, a ponegdje i ručno. Neposredno poslije sjetve posijanu površinu treba povaljati lakšim valjcima, zbog uspostave bolje veze  tla i sjemena, a samim tim i bržeg i jednoličnijeg nicanja sjemena. 

1.5.4 Njega crvene djeteline 

Crvena djetelina od nicanja traži brižljivu njegu. Prije svega treba obratiti pažnji na borbu protiv korova. Ostale mjere njege su: navodnjavanje prema potrebi, zaštita od bolesti (vrlo česta pojava pepelnice) i prihrana. Prihrana crvene djeteline u jesen obično obavlja  PK gnojivima radi zaštite od izmrzivanja. U proljeće treba prema potrebi dati 30-40 kg/ha dušika,  najbolje u obliku  KAN-a.  

1.5.5 Korištenje

Crvena djetelina se može koristiti kao zelena stočna hrana, u obliku sijena, silaže i sjenaže, te dehidrirana. 

1.6 Fiksacija  dušika 


Ukupna količina biološki vezanog dušika, te doprinos koji čini sadržaju N, varira ovisno o brojnim čimbenicima, uključujući: uvjete klime i tla, prisutnost i simbioznu učinkovitost sojeva Rhizobium leguminosarum bv. trifolii, vrstu s kojima se sije u smjesama, te stadij razvoja biljke. 

Fiksacija dušika može pridonijeti do 80% ukupnoj asimilaciji N kod crvene djeteline.  Ipak, količina vezanog dušika se može znatno smanjiti zbog suše, akumulacije anorganskog N u tlu, kiselosti tla itd. Kako se povećava omjer travne komponente u djetelinsko-travnim smjesama tako se povećava i udio biološki vezanog dušika u crvenoj djetelini dobiven fiksacijom, vjerojatno zato što mineralni N iz tla troše prvenstveno trave iz smjese. Sukladno  tomu, ukupni fiksirani N smanjuje se u skladu s smanjenom prisutnošću djeteline. Godišnje količine vezanog dušika u crvenoj djetelini dosta variraju, no objavljene količine su uglavnom u rasponu 100-250 kg N ha-1, premda su u Urugvaju zabilježene godišnje količine fiksiranog N do 390 kg N ha-1. Monokultura crvene djeteline, koja daje 10 t suhe tvari  ha-1 sa srednjim N sadržajem od 33 g  kg-1 u suhoj tvari, od čega je 70% od vezivanja N2 , vezati će 230 kg N ha-1 (ne uključujući doprinos N strnjici i tkivu ispod tla).

Uvođenjem predsjetvene bakterizacije crvene djeteline učinkovitim sojevima njenih mikrosimbionata mogu se povećati prinosi crvene djeteline. Čak i kad je samo 20% kvržica podrijetlom od bakterizacije mogu se postići visoki prinosi. Međutim, učinkovitost bakterizacije nije uvijek povezana s kompetitivnom sposobnošću, te se tako visoko učinkoviti soj kvržične bakterije možda neće uspješno natjecati s manje učinkovitim autohtonim  sojevima. Ipak, bakterizacijom crvene djeteline sojevima izoliranim iz kiselih tala mogu se povećati prinosi djeteline čak i kod pH tla od 4,1. 

Trenutno se predsjetvena bakterizacija crvene djeteline preporuča kod uvođenja crvene djeteline na područja gdje gdje nema autohtone populacije kvržičnih bakterija ili gdje su autohtoni sojevi nedovoljno zastupljeni odnosno nemaju odgovarajuće simbiozne karakteristike za uspostavu učinkovite simbiozne zajednice. 

Ipak treba reći da su potrebna veća saznanja o čimbenicima koji utječu na simbiozna svojstva kvržičnih bakterija, prije no što će se moći razviti inokulanti predvidive učinkovitosti. (Frame i sur., 1998).

2. CILJ ISTRAŽIVANJA
Cilj rada je utvrditi učinkovitost bakterizacije različitih kultivara crvene djeteline na umjereno kiselom planinskom tlu mjerenu: prinosom suhe tvari lista, stabljike i cijele biljke, kao i utjecaj stadija zrelosti u trenutku košnje crvene djeteline na navedene činitelje prinosa u godini punog korištenja.

3. MATERIJAL I METODE

Istraživanja su provedena na pokusnim površinama Centra za travnjaštvo Agronomskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu na Medvednici (45055' N, 150 58' E) 2005. godine. Pokus je postavljen po slučajnom bloknom rasporedu u 4 ponavljanja. Veličina osnovne parcelice je iznosila 5 x 1.25m=6.25 m2.

Pokus su činila tri kultivara crvene djeteline: cv. Tempus, cv. Ram i cv. Rajah, bakterizirana s dva soja Rhizobium leguminosarum bv. trifolii: B1=RCR 5 podrijetlom iz Engleske i B2=D-631 podrijetlom iz Češke i jedna kontrolna varijanta bez bakterizacije (B0) i košena u dva stadija zrelosti: početak pupanja (10-20 % propupalih biljaka) i početak cvatnje (10-20 % procvjetalih biljaka).

Količina sjemena za sjetvu iznosila je 22 kg/ha. Površina na kojoj su se provodila istraživanja nalazi se na 660 m nadmorske visine. Tlo pokusne površine ubraja se u skupinu smeđih kiselih tala. Po teksturi je ilovača. Tijekom istraživačkog razdoblja pH tla u KCl iznosio je 5.54. U tlu je utvrđeno 0,13 % N, 15,15 mg P2O5/100 g tla (srednja opskrbljenost) i 40,5 mg K2O/100 g tla (visoka opskrbljenost). 

Osnovna obrada tla - oranje do 20 cm dubine obavljena je 11.11.2003., prethodno je pokusna površina pognojena sa 20 t/ha krutog goveđeg stajskog gnoja. Nikakva druga gnojiva nisu korištena u kasnijim godinama istraživanja. Predsjetvena priprema tla obavljena je polovicom travnja 2004. godine. Sjetva je obavljena ručno 29.4.2004. godine. Sjeme crvene djeteline je bakterizirano neposredno prije sjetve. Poslije sjetve pokusna površina je povaljana valjkom. Tijekom nicanja i prvog porasta crvene djeteline korovi su uklanjani ručno.

Osnovne parcelice su košene ručno u početku pupanja i početku cvatnje crvene djeteline na visinu oko 5 cm. Izvagana je biljna masa sa svake pokošene osnovne parcelice i utvrđen prinos zelene mase, zatim su uzeti uzorci zelene mase (1000 g) za utvrđivanje prinosa suhe tvari (ST), 48-satnim sušenjem na 60 0C u sušioniku. Prinos ST lista i stabljike utvrđivao se uzimanjem 0.5 kg zelene mase /parcelici, razdvajanjem na list + cvat i stabljiku i sušenjem 48h na 60 0C, nakon čega su osušene komponente izvagane i izračunate su koncentracije pojedinih komponenata u %. Množenjem pojedinih koncentracija sa prinosom ST po parcelici dobiveni su prinos suhe tvari lista i cvata i prinos suhe tvari stabljike u g/m2.

Podatci su prikupljeni tijekom druge godine korištenja crvene djeteline u nekoliko otkosa (ovisno o kultivaru i stadiju zrelosti). Rezultati su obrađeni u statističkom programu SAS (SAS Institut,1997.) koristeći MIXED proceduru. 
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Slika 1. Početak pupanja crvene djeteline
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Slika 2. Košnja crvene djeteline
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Slika 3. Izgled pokusnog polja poslije skidanja prvog otkosa crvene djeteline 
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Slika 4. Vaganje pokošene zelene mase crvene djeteline
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Slika 5. Razdvajanje uzorka zelene mase crvene djeteline na stabljiku i list +cvat
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Slika 6. Panorama pokusnog polja, ljeto 2005.

4. REZULTATI ISTRAŽIVANJA i rasprava

4.1 Vremenske prilike u 2005. godini

Na mjernoj stanici Medvednica - Puntijarka, najbližoj Centru za travnjaštvo, višegodišnji prosjek sume oborina iznosi 1255,2 mm, a oborinski maksimum bilježi se u rujnu (tablica 1). Srednja godišnja temperatura iznosi 7.0 ˚C, najhladniji mjesec je siječanj sa srednjom temperaturom zraka –1.8 ˚C. Najtopliji je mjesec kolovoz (16.6 ˚C). 

U 2005. godini suma oborina je iznosila 1438,6 mm, što je 183.4 mm više oborina od višegodišnjeg prosjeka. Oborinski maksimum zabilježen je u srpnju. U vegetacijskom dijelu godine (travanj - listopad) palo je 102.2 mm oborina više od višegodišnjeg prosjeka. Jedino su lipanj i listopad imali ispod prosječnu količinu oborina. Minimum oborina zabilježen je u listopadu. U 2005. godini srednja godišnja temperatura zraka bila je niža od višegodišnjeg prosjeka za skoro 1 °C , dok je vegetacijski dio godine bio hladniji za 0.3 °C od višegodišnjeg prosjeka. Najhladniji mjesec bila je veljača, a najtopliji srpanj (tablica 1).
Tablica 1. Mjesečne količine oborina i srednje mjesečne temperature zraka, Medvednica-Puntijarka 2005. godina i višegodišnji prosjek 1963-92.
	Mjesec
	Mjesečne količine oborina, mm
	Srednje mjesečne temperature zraka, °C

	
	2005
	1991-2005
	2005
	1991-2005

	Siječanj
	68,0
	68.6
	-2,2
	-1,8

	Veljača
	130,9
	69,6
	-5,6
	-1,5

	Ožujak
	71,1
	75,2
	0,5
	1,9

	Travanj
	109,7
	100,4
	6,1
	6,0

	Svibanj
	92,4
	92,0
	11,4
	11,1

	Lipanj
	57,1
	111,6
	14,2
	14,3

	Srpanj
	239,8
	123,4
	15,9
	16,1

	Kolovoz
	224,0
	111,1
	13,6
	16,6

	Rujan
	134,8
	135,9
	12,0
	11,6

	Listopad
	36,0
	117,2
	8,0
	7,5

	Studeni 
	102,2
	123,9
	2,0
	2,5

	Prosinac
	172,6
	117,3
	-2,7
	-1,5

	Ukupno/Prosjek
	1438,6
	1255,2
	6,1
	7,0


Tablica 2. Rezultati kombinirane ANOVE za svojstva crvene djeteline: prinos suhe tvari, udio stabljike u prinosu ST, udio lista i cvata u prinosu ST, prinos ST stabljike, prinos ST lista i cvata, Medvednica 2005.

	Izvori varijabiliteta
	Prinos suhe tvari 

t/ha
	Udio stabljike %
	Udio lista i cvata

%
	Prinos ST stabljike g/m2
	Prinos ST lista i cvata

g/m2

	Stadij zrelosti (SZ)
	NS
	**
	**
	*
	*

	Kultivar (K)
	**
	**
	**
	**
	**

	SZ x K
	NS
	**
	**
	**
	NS

	Bakterizacija (B)
	NS
	NS
	NS
	NS
	NS

	SZ x B
	NS
	NS
	NS
	NS
	NS

	K x B
	NS
	NS
	NS
	NS
	NS

	SZ x K x B
	NS
	NS
	NS
	NS
	NS


* Signifikantno na razini 0.05
** Signifikantno na razini 0.01

NS Nije signifikantno
4.2 Prinos suhe tvari crvene djeteline

U godini punog korištenja crvene djeteline nije bilo statistički značajnih razlika u prinosu ST među stadijima zrelosti u trenutku košnje, kao ni među varijantama bakterizacije (prosječno 17,29 t/ha). Kultivari crvene djeteline su se značajno razlikovali u prinosu ST (P<0.01). Najveći prinos ST utvrđen je kod cv. Tempus, a najmanji kod cv. Ram. Ni jedna interakcija nije bila signifikantna (P>0.05) (tablica 2), što znači da je na ovo svojstvo utjecao jedino kultivar (tablice 2 i 3). Castle i Watson (1974) su utvrdili prosječni prinos ST crvene djeteline na farmama u prvoj godini punog korištenja od 10,9 t/ha.  Leto i sur. (2004) su na istoj lokaciji također utvrdili značajne razlike u prinosu ST između šest kultivara crvene djeteline, a prinos ST u godini punog korištenja je varirao od 15,93-19,4 t/ha (prosjek 17,80 t/ha). Dakle vidljivo je da su prinosi ostvareni u ovom istraživanju slični prinosima ostvarenim na istoj lokaciji 1996. godine, ali s različitim kultivarima crvene djeteline. 
Tablica 3. Prinos suhe tvari crvene djeteline
	Prinos suhe tvari crvene djeteline 2005., t/ha

	Početak pupanja (PP)
	16,69
	
	
	

	Početak cvatnje (PC)
	17,89
	
	
	

	LSD 5%
	NS
	
	
	

	
	Tempus
	19,23a
	
	

	
	Ram
	15,59   c
	
	

	
	Rajah
	17,04 b
	
	

	
	LSD 5%
	1,37
	
	

	
	
	Bez bakterizacije (B0)
	17,35
	

	
	
	Soj RCR 5 (B1)
	17,41
	

	
	
	Soj D-631 (B2)
	17,10
	

	
	
	LSD 5%
	NS
	


NS nije signifikantno

Vrijednosti označene istim slovom nisu značajno različite.

4.3 Udio stabljike u prinosu suhe tvari crvene djeteline 

Košnjom crvene djeteline u početku cvatnje dobiven je značajno veći udio stabljike u prinosu ST (36,62%) (P<0.01), nego košnjom u početku pupanja (28,50%). Postojale su također značajne razlike u udjelu stabljike među kultivarima (P<0.01). Najveći udio utvrđen je kod cv. Rajah, a značajno najmanji kod cv. Ram. Bakterizacija nije značajno djelovala na ovo svojstvo crvene djeteline (P>0.05). Signifikantna je bila jedino interakcija stadij zrelosti x kultivar (P<0.01) (tablica 2). Svi kultivari crvene djeteline su imali značajno veći udio stabljike u početku cvatnje. U početku pupanja najveći udio stabljike je utvrđen kod cv. Rajah, dok između cv. Tempus i cv. Ram nije bilo značajne razlike. U početku cvatnje najveći udio stabljike je utvrđen kod cv. Tempus i cv. Rajah, dok je cv. Ram imao najmanji udio stabljike u ukupnom prinosu ST (tablice 2 i 4).  Dobiveni relativni udjeli stabljike u ukupnom prinosu ST niži su od udjela dobivenih u istraživanju Lete (1997) koji je na istoj lokaciji utvrdio prosječni udio stabljike šest kultivara crvene djeteline u godini punog korištenja od 40,68 % (raspon od 38,23-46,48%). Međutim, potvrđeno je da je odnos između udjela stabljike i lista odlika kultivara.

Tablica 4. Udio stabljike u prinosu suhe tvari crvene djeteline 2004.,%
	Udio stabljike u prinosu suhe tvari crvene djeteline 2004.,%

	Početak pupanja (PP)
	28,50
	
	
	

	Početak cvatnje (PC)
	36,62**
	
	
	

	LSD 5%
	1,42
	
	
	

	
	Tempus
	31,42 b
	
	

	
	Ram
	29,17   c
	
	

	
	Rajah
	37,09a
	
	

	
	LSD 5%
	1,73
	
	

	
	
	Bez bakterizacije (B0)
	32,31
	

	
	
	Soj RCR 5 (B1)
	32,28
	

	
	
	Soj D-631 (B2)
	33,09
	

	
	
	LSD 5%
	NS
	

	
	
	
	PP x Tempus
	25,10 b

	
	
	
	PP x Ram
	25,54 b

	
	
	
	PP x Rajah
	34,84a

	
	
	
	PC x Tempus
	37,73a

	
	
	
	PC x Ram
	  32,79  b

	
	
	
	PC x Rajah
	39,35a

	
	
	
	LSD 5%†
	2,45

	
	
	
	LSD 5%‡
	2,23


LSD 5%† za usporedbu vrijednosti unutar stadija zrelosti crvene djeteline

LSD 5%‡ za usporedbu vrijednosti između stadija zrelosti crvene djeteline

NS nije signifikantno

Vrijednosti označene istim slovom nisu značajno različite.

4.4 Udio lista i cvata u prinosu suhe tvari crvene djeteline

Utvrđene su značajne razlike u udjelu lista i cvata (P<0.01) između stadija zrelosti crvene djeteline u trenutku košnje (tablice 2 i 5). Veći udio lista i cvata utvrđen je u početku pupanja (71,50%) nego u početku cvatnje crvene djeteline (63,38%). Kultivari su se također razlikovali u udjelu lista i cvata (P<0.01). Značajno najveći udio lista i cvata utvrđen je kod cv. Ram (70,83%), a najmanji kod cv. Rajah (62,91%). Bakterizacija nije značajno utjecala na ovo svojstvo (P>0.05). Signifikantna je bila jedino interakcija stadij zrelosti x kultivar (P<0.01) (tablica 2). Svi kultivari su imali veći udio lista u početku pupanja, u odnosu na početak cvatnje. U početku pupanja crvene djeteline najveće udjele lista imali su kultivari cv. Tempus i cv.Ram, a cv. Rajah je imao značajno najmanji udio lista. U početku cvatnje cv. Ram je ponovo imao najveći udio lista, dok se cv. Tempus i cv. Rajah nisu značajno razlikovali u udjelu lista. Iako su udjeli lista dobiveni u ovom istraživanju veći od onih u istraživanju Leto (1997) i Leto i sur. (2004) (trogodišnji prosječni udio lista kod šest kultivara crvene djeteline 42,95%, prosječni udio lista tih kultivara u godini punog korištenja 59,32 %), ponovo je potvrđeno da je udio lista odlika kultivara. 

Tablica 5. Udio lista i cvata u prinosu suhe tvari crvene djeteline 2005.,%
	Udio lista i cvata u prinosu suhe tvari crvene djeteline 2005.,%

	Početak pupanja (PP)
	71,50**
	
	
	

	Početak cvatnje (PC)
	63,38
	
	
	

	LSD 5%
	1,42
	
	
	

	
	Tempus
	68,58 b
	
	

	
	Ram
	70,83a
	
	

	
	Rajah
	62,91   c
	
	

	
	LSD 5%
	1,73
	
	

	
	
	Bez bakterizacije (B0)
	67,69
	

	
	
	Soj RCR 5 (B1)
	67,71
	

	
	
	Soj D-631 (B2)
	66,91
	

	
	
	LSD 5%
	NS
	

	
	
	
	PP x Tempus
	74,90a

	
	
	
	PP x Ram
	74,45a

	
	
	
	PP x Rajah
	65,16  b

	
	
	
	PC x Tempus
	62,27  b

	
	
	
	PC x Ram
	           67,21a

	
	
	
	PC x Rajah
	              60,65  b

	
	
	
	LSD 5%†
	2,45

	
	
	
	LSD 5%‡
	2,23


LSD 5%† za usporedbu vrijednosti unutar stadija zrelosti crvene djeteline

LSD 5%‡ za usporedbu vrijednosti između stadija zrelosti crvene djeteline

NS nije signifikantno

Vrijednosti označene istim slovom nisu značajno različite.

List i stabljika čine osnovicu prinosa zelene mase crvene djeteline. Veći ili manji udio lista je sortna osobina koja se mijenja po fazama rasta i razvoja crvene djeteline, a isto tako i po otkosima. Kod mlade djeteline je stabljika tanka i nježna pa se udio lista povećava u prinosu. Starenjem stabljika postaje čvršća i grublja, tako da se postotni udio lista u ukupnoj zelenoj masi smanjuje. Najpovoljniji odnos lista i stabljike je kod prvog otkosa u godini sjetve, kada je udio lista najveći.
4.5 Prinos suhe tvari stabljike crvene djeteline

Košnjom crvene djeteline u početku cvatnje dobiven je značajno veći prinos ST stabljike (P<0.05) u usporedbi s košnjom djeteline u početku pupanja (tablice 2 i 6). Kultivari Tempus i Rajah su imali značajno veći prinos ST stabljike od cv. Ram. Bakterizacija nije značajno utjecala na ovo svojstvo (P>0.05). Signifikantna je bila interakcija stadij zrelosti x kultivar (P<0.01). U početku pupanja crvene djeteline najveći prinos ST stabljike utvrđen je kod cv. Rajah, dok se cv. Tempus i cv. Ram nisu značajno razlikovali u ovom svojstvu. U početku cvatnje značajno najveći prinos ST stabljike utvrđen je kod cv. Tempus, a najmanji kod cv. Ram. Svi istraživani kultivari su imali značajno veći prinos ST stabljike u početku cvatnje.
Tablica 6. Prinos suhe tvari stabljike crvene djeteline 2005., g/m2
	Prinos suhe tvari stabljike crvene djeteline 2005., g/m2

	Početak pupanja (PP)
	662,85
	
	
	

	Početak cvatnje (PC)
	857,63*
	
	
	

	LSD 5%
	119,06
	
	
	

	
	Tempus
	818,94a
	
	

	
	Ram
	645,09  b
	
	

	
	Rajah
	816,70a
	
	

	
	LSD 5%
	76,63
	
	

	
	
	Bez bakterizacije (B0)
	760,30
	

	
	
	Soj RCR 5 (B1)
	760,70
	

	
	
	Soj D-631 (B2)
	759,72
	

	
	
	LSD 5%
	NS
	

	
	
	
	PP x Tempus
	646,64 b

	
	
	
	PP x Ram
	557,22 b

	
	
	
	PP x Rajah
	784,68a

	
	
	
	PC x Tempus
	         991,24a

	
	
	
	PC x Ram
	732,95   c

	
	
	
	PC x Rajah
	848,71 b

	
	
	
	LSD 5%†
	108,37

	
	
	
	LSD 5%‡
	120,37


LSD 5%† za usporedbu vrijednosti unutar stadija zrelosti crvene djeteline

LSD 5%‡ za usporedbu vrijednosti između stadija zrelosti crvene djeteline

NS nije signifikantno

Vrijednosti označene istim slovom nisu značajno različite.

4.6 Prinos suhe tvari lista i cvata crvene djeteline
Košnjom crvene djeteline u početku pupanja dobiven je značajno veći prinos ST lista i cvata (P<0.05) u usporedbi s košnjom djeteline u početku cvatnje (tablice 2 i 7). Najveći prinos ST lista i cvata utvrđen je kod cv. Tempus, dok među kultivarima Ram i Rajah nije bilo značajne razlike u prinosu ST lista i cvata. Bakterizacija nije značajno utjecala na ovo svojstvo (P>0.05), a nije bila signifikantna ni jedna interakcija (P<0.05). 

Tablica 7. Prinos suhe tvari lista i cvata crvene djeteline 2005., g/m2
	Prinos suhe tvari lista i cvata crvene djeteline 2005., g/m2

	Početak pupanja (PP)
	1006,12*
	
	
	

	Početak cvatnje (PC)
	930,92
	
	
	

	LSD 5%
	53,55
	
	
	

	
	Tempus
	1104,25a
	
	

	
	Ram
	   914,17 b
	
	

	
	Rajah
	   887,14 b
	
	

	
	LSD 5%
	68,35
	
	

	
	
	Bez bakterizacije (B0)
	975,06
	

	
	
	Soj RCR 5 (B1)
	980,34
	

	
	
	Soj D-631 (B2)
	950,16
	

	
	
	LSD 5%
	NS
	


NS nije signifikantno

Vrijednosti označene istim slovom nisu značajno različite.

Iz istraživanja je vidljivo da bakterizacija nije značajno utjecala ni na jedno svojstvo crvene djeteline, ni samostalno, ni u interakciji sa drugim čimbenicima istraživanja. Jedan od mogućih razloga svakako može biti nepovoljna reakcija sredine za uspostavljanje učinkovite simbiozne zajednice. Za bakterizaciju su korišteni introducirani sojevi iz Češke odnosno Engleske čija primjena u našim ekološkim uvjetima nije dala očekivane rezultate. Ovi rezultati ukazuju na potrebu izolacije i karakterizacije autohtonih sojeva simbioznih fiksatora dušika iz različitih tipova tala kako bi se za bakterizaciju mogli koristiti selekcionirani sojevi koji su učinkoviti, visoko kompetitivni i istovremeno adaptirani na nepovoljne uvjete određenog lokaliteta.
5. Zaključci

· Bakterizacija nije značajno djelovala ni na jedno istraživano svojstvo crvene djeteline. 
· Stadij zrelosti je značajno utjecao sva istraživana svojstva, osim prinosa ST (prosječno 17,29 t/ha). 
· Crvena djetelina košena u početku cvatnje imala je veći udio stabljike (36,62 %) i veći prinos ST stabljike (857,63 g/m2) u usporedbi s djetelinom košenom u početku pupanja (28,50 % stabljike u prinosu ST i 662,85 g/m2 prinos ST stabljike). Obrnuta je situacija s udjelom lista i cvata u ukupnom prinosu ST. Veći udio (71,50 %) i prinos ST lista i cvata (1006,12 g/m2) utvrđen je u početku pupanja crvene djeteline i u odnosu na početak cvatnje (63,38 % i 930,92 g/m2). 

· Utvrđene su značajne razlike među kultivarima kod svih istraživanih svojstava crvene djeteline. Najveći prinos ST utvrđen je kod cv. Tempus (19,23 t/ha). Najveći udio stabljike, a najmanji udio lista utvrđen je kod cv. Rajah (37,09 % stabljike i 62,91 % list+cvat). Značajno najmanji udio stabljike, a najveći udio lista utvrđen je kod cv. Ram (29,17 % stabljike i 70,83 % lista). 
· Najveći prinos ST lista i cvata utvrđen je kod cv. Tempus, dok među kultivarima Ram i Rajah nije bilo značajne razlike. Kultivar Ram je imao najmanji prinos ST stabljike.
· Utvrđena je značajna interakcija stadij zrelosti x kultivar za udio stabljike i lista , te prinos ST stabljike. Svi kultivari su u početku pupanja imali manji udio i prinos ST stabljike u odnosu na početak cvatnje, ali su variranja  među kultivarima u navedenim svojstvima bila različita u različitim stadijima zrelosti crvene djeteline. 
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