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1. Uvod

Gnojidba je uz obradu i plodored oduvijek bila najvazniji poljoprivredni zahvat. Poznata je
jos iz doba starog Egipta. Ve¢ tada je bio cijenjen zivotinjski gnoj, a vrstu gnojidbe
predstavljalo je i preplavljivanje njiva rijeénim muljem kojeg je donosila Egipéanima sveta
rijeka Nil (Znaor, 1996.).

Prema suvremenim znanstvenim definicijama gnojidba je agrotehnicka mjera aplikacije
gnojiva radi postizanja stabilnog visokog prinosa odgovaraju¢e kvalitete optimizacijom
opskrbe usjeva hranivima odrZzavanjem ili popravljanjem plodnosti tla bez Stetnog utjecaja
na okoli§ (Loncari¢, 2015.). Tri osnovna razloga neophodnosti gnojidbe koja mozemo

smatrati i osnovnim principima gnojidbe su :
= QOdrzavanje ili popravak plodnosti tla kao supstrata ishrane bilja;
= Dodatak prirodno nedostatnoj opskrbi hranivima;

= Nadoknada hraniva iznesenih prinosom, ispranih ili izgubljenih iz tla nekim drugim

procesima.

Kao preduvjet za postivanje osnovnih principa gnojidbe potrebno je napraviti analizu tla na

osnovu koje se moze provesti optimalna gnojidba (Vukadinovi¢ i Berti¢, 2013.).

Gnojiva su sve tvari anorganskog ili organskog podrijetla koje biljkama dodajemo
posredno (tlo) ili izravno (folijarno) s ciljem opskrbljivanja biljke neophodnim hranivima.
Prema podrijetlu gnojiva dijelimo na: organska, mineralna (anorganska) gnojiva, organsko-
mineralna gnojiva i biognojiva (mikrobioloSka gnojiva). Prema nacinu proizvodnje sva se
gnojiva dijele na prirodna i umjetna (sintetska). U prirodna gnojiva spadaju sva gnojiva
nastala prirodnim, geoloskim procesima te troSenjem, taloZenjem i akumulacijom minerala,
zivotinjskih izlucevina 1 organske tvari biljnog 1 Zivotinjskog podrijetla. Umjetna ili
sintetska gnojiva nastala su industrijskim procesima sinteze ili prerade sirovina. Ceste su
negativne predrasude zbog naziva "umjetna" ili "sintetska" pa se ova gnojiva ceSce

nazivaju "mineralna"(Loncari¢, 2015.).

Proizvodnja mineralnih dusi¢nih gnojiva i njihova primjena na poljoprivrednim tlima, ima
raznovrsne negativne posljedice na okoli§, odnosno na prirodne ekosustave. Sam proces
proizvodnje zahtijeva koriStenje neobnovljivih izvora energije ¢ije su koli¢ine u prirodi

ograni¢ene. Ovim procesima koriste se fosilna goriva kao $to su prirodni ili zemni plin 1
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ugljen ¢ijim koristenjem odnosno sagorijevanjem u industrijskim postrojenjima dolazi do
stvaranja i oslobadanja ugljikovog dioksida. Ugljikov dioksid je jedan od najznacajnijih
staklenickih plinova i poveéanje njegovih koncentracija u atmosferi dovodi do

antropogenih klimatskih promjena.

S druge strane dugorocna primjena mineralnih dusi¢nih gnojiva na poljoprivrednim tlima
uzrokuje degradaciju tla, odnosno narusavanje njegovih fizikalnih, kemijskih i bioloskih
svojstava, zagadenje podzemnih i nadzemnih voda te njihovu eutrofikaciju (Topol i

Kanizai Sari¢, 2013.).

Ekoloska poljoprivredna proizvodnja za razliku od klasi¢ne konvencionalne poljoprivredne
proizvodnje tezi smanjenju negativnih posljedica na okoli§ te ocuvanju prirodnih
bogatstava i prirode u cijelosti te u procesu gnojidbe daje prednost biognojivima
(mikrobioloSkim) kojima se u tlo ne dodaju hraniva ve¢ mikroorganizmi koji ¢e u tlu
pospjesiti  biolosku aktivnost 1 povecati raspolozivost hraniva (Kristek, 2007.).
Nitrofiksiraju¢e bakterije imaju sposobnost da omogucuju proces pretvorbe dusika iz
biljkama nedostupnog oblika u dostupan oblik tako da ga biljka moze ukljuciti u svoj
metabolizam 1 iskoristiti za svoje potrebe. Time osiguravaju biljkama dovoljne koli¢ine
dusi¢nog hraniva te udovoljavaju zahtjevima gospodarenja tlom kao $to su: produktivnost,

sigurnost, zastita prirodnih resursa i ekonomi¢nost (Redzepovic i sur., 2007.).

Cilj ovog rada je istraziti mogucénosti smanjenja mineralne dusi¢ne gnojidbe primjenom

nitrofiksirajucih bakterija, koriste¢i suvremene tehnoloske metode.

Slika 1. Eutrofikacija voda.

Izvor: http://hemijaunama.page.tl/Eutrofikacija.htm



http://hemijaunama/

2. Znacaj duSika u ishrani bilja

Rast biljaka i tvorba prinosa najuze su povezani s usvajanjem mineralnih elemenata biljne
ishrane, njihovim premjestanjem i raspodjelom u biljci te ugradnjom u organsku tvar, ali i
inim vanjskim (zemlji$nim, klimatskim) i unutarnjim (biljnim) ¢imbenicima rasta i

razvitka bilja.

Hranjive tvari ili elementi ishrane bilja mogu se podijeliti prema znacaju za ishranu bilja u
potrebne (esencijalne), korisne (beneficijalne), nekorisne 1 toksi¢ne elemente. Na temelju
egzaktnih pokusa, smatra se kako je za zivot visih biljaka neophodno 17 kemijskih

elemenata (Vukadinovi¢ 1 Vukadinovi¢, 2011.).

Danas je opce prihvaceno da se neophodnost kemijskih elemenata za zivot biljaka utvrduje

prema pravilima Arnona i Stouta (1939.):
= Element mora biti potreban tijekom cijelog zivotnog ciklusa biljaka;
= Mora imati posebnu funkciju koju ne moze obavljati drugi element;

= Mora imati neposrednu ulogu u biljnom metabolizmu, mora biti potreban za

obavljanje specificne fizioloske funkcije;
= Mora biti potreban za vise od dvije biljne vrste.

Budu¢i da biljke ne zahtijevaju jednake koli¢ine hranjivih elemenata, uobicajeno je da se
dalje dijele na mikro 1 makroelemente. U makroelemente osim dusika ubrajamo: C, O, H,

P, K, S, Ca, Mg, Fe i vjerojatno joS Na i Si.

Dusik ima poseban polozaj u grupi esencijalnih elemenata, podrijetlom je iz atmosfere
(78%), ali se usvaja u mineralnom obliku i svrstava u grupu mineralnih elemenata.
Sastavni je dio proteina, nukleinskih kiselina, fotosintetskih pigmenata, amina, amida, i
drugih spojeva koji ¢ine osnovu Zivota pa se kemija ovog elementa opravdano smatra

najvaznijim dijelom agrokemije, odnosno ishrane bilja (Skvorc i sur., 2014.).

Znacaj dusSika je to veci Sto ga samo mali broj organizama moZe koristiti iz atmosfere u
plinovitom obliku (N2). Za prevodenje molekularnog oblika dusika do amonijaka ili
nitrata, u kojem ga obliku biljke usvajaju, potrebna je ogromna koli¢ina energije (946 kJ).
S druge strane, dusik se lako vra¢a u molekularno stanje u kojem je i najstabilniji pa se

lako gubi iz tla gdje se njegova koli¢ina procjenjuje na ukupno 4x10™. Dusik tla je u
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obliku organskih i anorganskih spojeva. Organski dio predstavljen je humusom i
nepotpuno razlozenim biljnim i zivotinjskim ostatcima. Mineralni dio koji je potpuno
raspoloziv za usvajanje, samo je mali dio ukupnog dusika tla, uglavnom u koli¢ini koja je

nedovoljna za dobru ishranu poljoprivrednih biljnih vrsta.

U poljoprivrednim tlima ukupna koli¢ina dusika je najces¢e 0,1% do 0,3% od Cega je za
ishranu bilja pristupa¢no tijekom jedne vegetacijske sezone svega 1% do 3%. Zbog toga je
u suvremenoj poljoprivrednoj proizvodnji primjena dusika gnojidbom nezamjenjiva
agrotehnicka mjera jer su pristupacne koli¢ine duSika u tlu uglavnom nedovoljne za
postizanje visokih prinosa. Ukupna koli¢ina dusika u tlu ovisi o nizu ¢imbenika kao §to su
klima, vegetacija, topografija terena, matini supstrat, starost tla itd. Opskrbljenost biljaka
duSikom ima izuzetan znacaj u tvorbi prinosa i1 njegove kakvoce. DuSik je izraziti
"prinosotvorni " element (Vukadinovi¢ i Vukadinovi¢, 2011.). Suvisak dusika na pocetku
vegetacije moze biti vrlo Stetan jer se biljke tada plitko ukorjenjuju, a to u kasnijim fazama
rasta posebice u su$nim uvjetima, moze izazvati znatne probleme u opskrbljivanju biljaka
svim hranivima i vodom. Razli¢ite biljne vrste, kultivari ili hibridi razli¢ito reagiraju na

ishranu dusikom. Nedostatak raspolozivog dusika ima ozbiljne posljedice:

= Biljke formiraju manju asimilacijsku povrsinu, liS¢e je krace, uze i blijedo zeleno
zbog manjeg sadrzaja klorofila §to uzrokuje nizi intenzitet fotosinteze, biljke brze

stare 1 kona¢no prinos je smanjen;
= Zita slabo busaju, imaju sitan klas i Sturo zrno;

= Secerna repa ima smanjenu asimilacijsku povriinu, korijen je mali uz visu
koncentraciju saharoze, ali je ukupna koli¢ina $e¢era manja jer je prinos korijena

nizi.

SuviSak duSika rezultira intenzivnim porastom vegetacijskih organa uz modro zelenu boju
liS¢a. Pojava " luksuzne " ishrane duSikom ima viSe negativnih posljedica. Strna Zita jace
busaju, stvaraju preveliku masu lis¢a pa, uslijed slabog mehani¢kog tkiva i velike mase,
lako polijezu uz kasnije sazrijevanje. Opcenito, biljke postaju neotporne na bolesti 1 suSu

dok su npr. Secerna repa i pivarski jeCam osjetno slabije kakvoce.

Kod mnogih biljaka prvi simptom nedostatka dusika je kloroza starijih listova blizu baze

biljke. Ti listovi mogu potpuno pozutjeti i otpasti. Mladi listovi u pocetku ne pokazuju



simptome, jer se dusik moze mobilizirati iz starijih listova. Ipak, takve biljke Cesto imaju

svijetlozelene gornje listove i Zute ili Zutosmede donje listove (Skvorc i sur., 2014.).

Primjenom vecih doza dusika od potrebnih pored pada prinosa na lakim i propusnim tlima

dolazi do ispiranja nitrata i onecis¢avanja podzemnih voda.

Slika 2. Fenotipski izgled obi¢noga bora (prikaz A), obi¢ne smreke (prikaz B),

gorskog javora (prikaz C) nakon nedostatne (lijevo) i povoljne (desno) ishranjenosti
s dusikom

Izvor: Interna skripta Ishrana bilja, Skvorc i sur., 2014.



3. KruzZenje dusika u prirodi

Za kruzenje dusika u prirodi neophodno je sudjelovanje mikroorganizama, koji svojom
aktivnoS¢u najprije razgraduju molekule bjelancevina do aminokiselina, pa nadalje do
amonijaka. To je biljkama pristupacan minerali oblik duSika, a sam proces naziva se
amonifikacija. Amonijak koji mikroorganizmi i biljke ne iskoriste dalje podlijeze
oksidacijskom procesu, koji se zove nitrifikacija, pod utjecajem specificnih
mikroorganizama, te se najprije oksidira do nitirita - proces nitritacije, a zatim dalje do
nitrata - nitratacije. Nitrati su najpovoljniji dusi¢ni spojevi za ishranu visih biljaka. Zbog
toga ih biljke 1 pretvaraju ponovo u svoje bjelancevinaste tvari. Kada se nitrati nadu u
anaerobnim uvjetima, dolazi do njihove redukcije - denitirifikacija, takoder radom
odredenih mikroorganizama, i do nastanka plinovitog oblika dusika koji odlazi u atmosferu
i postaje nepristupacan biljkama. Medutim postoji posebna grupa mikroorganizama Kkoja
veze elementarni dusSik iz zraka - nitrofiksacija i pretvara ga u oblike pristupa¢ne biljkama
(Kristek, 2007.). Prema tome osnovni procesi kruzenja duSika su amonifikacija,
nitrifikacija, denitrifikacija i nitrofiksacija, dok mikroorganizmima pripada glavna uloga

jer oni omogucuju kruzenje dusika, a time 1 odrzavanje zivota u prirodi (Fanuko, 2005.).
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e
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acteria ‘ Detritus | Nitrogen-fixing
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Slika 3. Ciklus dusika u prirodi

Izvor: htpp:// bioh. wikispaces.com/More + Elemental + Cycl



3. 1. Amonifikacija (stvaranje amonijaka u tlu)

Organski oblik dusika u tlu zauzima 99% od ukupnog dusika u tlu, a samo 1% otpada na
anorganski oblik dusika koji biljke mogu koristiti. Humusne tvari su glavni nosioci
organskog oblika dusika u tlu, ali duSi¢ne organske tvari nalaze se u zemljiStu i u obliku
svjeze organske tvari. Dusik se nalazi u humusu najvise u obliku mikrobioloSkog proteina,

a u drugim oblicima u neznatnim koli¢inama.

Razgradnja proteinskih tvari iz svjeze organske tvari do aminokiselina i amonijaka odvija
se uz pomo¢ mikroorganizama u procesu koji zovemo amonifikacija. Mikroorganizmi koji
vode proces amonifikacije nazivaju se amonifikatori (Kristek, 2007.). Amonijak se izdvaja
samo pod odredenim uvjetima, naro¢ito u pogledu organskog odnosa ugljika 1 duSika.
Amonijak ¢e se izdvajati tek ako je odnos C:N manji od 25:1, §to znaci prvenstveno kod
humusnih tvari. Ako je taj odnos vec¢i od 25:1 ne¢e do¢i do izdvajanja amonijaka jer ¢e sav
dusik biti potroSen od strane mikroorganizama. Izdvojeni amonijak je pogodan mineralni
oblik dusika za ishranu biljaka. U kiselim tlima, najve¢i dio amonijaka ostaje u
amonijatnom obliku, jer se veze s kiselinama i1 na taj nafin je onemogucena njegova
oksidacija u nitrate. U neutralnim i slabo alkalnim tipovima tala amonijak se brzo oksidira
u nitrate (Kristek, 2007.).

U procesu amonifikacije razlikujemo dvije faze: degradaciju i dezaminaciju.

Degradacija proteina je hidroliticki proces u kome mikrorganizmi izdvajaju izvanstani¢ne
proteoliticke enzime — proteaze, koje u prisustvu vode hidrolizom razgraduju molekule
proteina sve do aminokiselina. Stvorene aminokiseline mikroorganizmi lako iskoristavaju

za svoje potrebe, dok ih biljke ne koriste (Milakovi¢, 2013.).

Dezaminacija aminokiselina je druga faza u transformaciji proteina. Mikrobi uz pomo¢
intracelularnih enzima dezaminaza transformiraju aminokiseline u svojoj citoplazmi do

produkata mineralnog karaktera — amonijaka.

Amonifikacija ima 1 veliki higijenski znacaj u ¢iS¢enju otpadnih kanalizacijskih voda, jer
se mineralizacijom organskih oblika dusSika prvenstveno proteinskog dusika, onemogucéava
daljnje razmnozavanje 1 zivot mnogih patogenih predstavnika mikroorganizama

(Vukadinovi¢ i Vukadinovi¢, 2011.).



3. 2. Nitrifikacija (stvaranje nitrita u tlu)

Mikrobioloski proces u kojem se amonijski spojevi oksidiraju do nitrata u tlu zove se
nitrifikacija. Ovaj je proces nastavak amonifikacije pod odredenim uvjetima, iako se ta dva
procesa jako razlikuju. Nitrifikacija je specifican proces vezan uz odredene uvjete i
specijalizirane mikroorganizme. Mikroorganizmi koji obavljaju proces nitrifikacije
pripadaju grupi iskljuc¢ivo pravih bakterija i nazivaju se nitrifikatori. To su asporogene,
neutrofilne bakterije, stanovnici samo mineralnih sredina. Optimalna temperatura za rast
im je oko 30°C do 35°C, a za pojedine faze nitrifikacije postoje specifi¢ni oblici (Kristek,
2007.).

Stvoreni nitrati su najpovoljniji oblik dusSi¢nih spojeva za ishranu visih biljaka. Zbog toga
ovaj proces spada u red najvaznijih mikrobioloskih procesa u tlu, a pogotovo kada se radi o

poljoprivrednom zemljistu, a poc¢inje odmah nakon mineralizacije humusa.

Proces nitrifikacije odvija se u dvije faze, koje stoje u metabolickom odnosu: nitritacija i

nitratacija.

Nitritacija obuhvaca reakcije u kojima amonijski spojevi oksidiraju do dusSi¢ne kiseline,
odnosno nitrita. Nitritacija je oksidoredukcijski proces, u kome su nitriti proizvod
oksidacije, a organska tvar u tijelu mikroorganizama je proizvod redukcije. Ove dvije
reakcije su medusobno povezane, jedna uvjetuje drugu (Milakovi¢, 2013.). 1z prve
oksidacijske reakcije egzotermnog karaktera izdvaja se energija koja se trosi u drugoj
endotermnoj reakciji, u sintezi organske tvari. Ovakva sinteza naziva se kemosinteza, jer se

obavlja pomocu energije nastale ih oksidacije anorganskih spojeva.

Nitratacija obuhvaca reakcije u kojima se nitriti oksidiraju do nitrata, a dobivenu energiju
mikroorganizmi koriste za sintezu soje organske tvari iz CO; ili bikarbonata, a dio dusika
iz amonijaka za biosintezu proteina (Milakovi¢, 2013.). Ovo je u potpunosti
oksidoredukcijski proces, jer su nitriti proizvod oksidacije, a mikrobioloSka supstanca je

proizvod redukcije.



3. 3. Denitrifikacija (redukcija nitrata u tlu)

Budu¢i da se nitrati lako ispiru u dublje slojeve tla, tamo nailaze na anaerobne uvjete te uz
prisustvo odgovarajué¢ih mikroorganizama i organske tvari podlijezu redukciji, suprotnom
procesu od procesa oksidacije u procesu nitrifikacije. Svaka redukcija nitrata nije
istovremeno i prava denitrifikacija, stoga razlikujemo dva tipa denitrifikacije.

Denitrifikacija u Sirem smislu je svaka redukcija nitrata do nitrita ili amonijaka, pri ¢emu
ne dolazi do veceg gubitka dusSika iz tla. Uglavnom je to pretvaranje nitratnog dusika u
organske duSicne oblike prilikom asimilacije od strane raznovrsnih nespecificnih
mikroorganizama 1 vi$ih biljaka. U ovom procesu pojavljuju se plinoviti produkti, obi¢no
se stvara alkalnija reakcija kao rezultat potro$nje iona NO3 te zaostatka alkalnog kationa
(Ca). Steta je samo privremenog karaktera, jer ¢e izumiranjem mikroorganizama i
ponovnom humifikacijom 1 mineralizacijom, do¢i opet do stvaranja anorganskih spojeva
dusika. Proces je koristan tamo gdje nema biljne vegetacije, jer zadrzava nitrate od Stetnog

ispiranja iz tla (Milakovi¢, 2013.).

Denitrifikacija u uzem smislu je redukcija nitrata do pojave plinovitog dusika, koji odlazi u
atmosferu. To je prava denitrifikacija, izuzetno Stetan proces, Koji zahtjeva anaerobne
uvjete 1 uvijek se pojavljuje plinovit proizvod (nitratna fermentacija). Prema nacinu
obavljanja redukcije nitrata moze biti direktna 1 indirektna denitrifikacija. Direktna
nitrifikacija je redukcija nitrata do plinovitog dusika u kome mikroorganizmi neposredno
sudjeluju od pocetka do kraja procesa. To je u potpunosti mikrobioloski proces. U
anaerobnim uvjetima ovi ve¢inom aerobni ili fakultativno anaerobni mikroorganizmi
koriste Kisik iz nitrata za oksidaciju energetske tvari u takvoj sredini, bilo da je tvar

organskog ili anorganskog karaktera (Milakovi¢, 2013.).

Indirektna denitrifikacija je proces redukcije nitrata do molekularnog dusika, ali u kome
mikroorganizmi sudjeluju samo u prvoj fazi (denitratacije) do pojave nitrita, a dalje se oni
reduciraju kemijskim putem pomocu amino spojeva. Stvaranje amino spojeva takoder je
mikrobioloski proces, pa otud izmedu jednih i drugih dolazi do kemijske reakcije, i to
vec¢inom u kiseloj sredini. Mikroorganizmi koji obavljaju proces denitrifikacije pripadaju
pravim bakterijama, pa se nazivaju denitrifikacijske ili denitrifikatori. Ove bakterije
odlikuju se time Sto su aerobne ili fakultativno anaerobne dok sam proces obavljaju pod

anaerobnim uvjetima (Kristek, 2007.).



4. Nitrofiksacija (vezanje atmosferskog dusika)

Proces vezanja slobodnog atmosferskog dusika u spojeve pristupacne biljkama i mnogim
mikroorganizmima naziva se nitrofiksacija. Elementarni dusik iz zraka ne mogu koristiti
biljke, zivotinje niti velik dio mikroorganizama. Transformacijom u mineralne spojeve
dusik postaje pristupacan visim biljkama i vecini mikroorganizama. U ekosustavima s
ograni¢enim koli¢inama duSika nitrofiksacija je proces kojim se uvodi znatna koli¢ina
elementarnog dusika u biolosko kruzenje te on postaje dio biosfere, $to je i najveci znacaj
ovog procesa (Vukadinovi¢ 1 Vukadinovi¢, 2011.). Osim toga bioloska fiksacija dusika igra
glavnu ulogu u odrzivosti poljoprivrede 1 procjeni rizobne raznolikosti a takoder 1
doprinosi bioraznolikosti tla mikroorganizmima (Skvorc i sur., 2014.). Proces fiksacije
dusika zahtijeva aktivnost enzima nitrogenaze koji djeluje kao katalizator u procesu
redukcije molekule duSika 1 njegove promjene u amonijak i osigurava za to potrebnu
energiju i elektrone (Postgate, 1982.). Uz to sposobnost nitrofiksatora za obavljanje
procesa ovisi o C:N omjeru, te ostalim uvjetima iz okruzenja ukljuujuéi temperaturu,
vlagu 1 intenzitet svjetlosti. Ovaj proces zahtjeva veliku potroSnju energije pa prema

izvorima energije razlikujemo dva tipa nitrofiksacije: abiotsku i biotsku.

Abiotska ili fizicko - kemijska nitrofiksacija se odvija bez prisustva mikroorganizama, a
moze biti prirodna 1 umjetna. Prirodna abiotska nitrofiksacija odvija se najvise uslijed
elektricnih praznjenja u atmosferi (munje), sto dovodi do stvaranja dusikovih oksida, koji s
vodenim talozima dospijevaju u tlo kao nitrati. Ovaj tip nitrofiksacije ima ve¢i znacaj u
tropskim krajevima u kojima su ¢este ovakve pojave u atmosferi, dok kod nas donese 1 do
2 kg dusika po hektaru. Umjetna (tehnicka) nitrofiksacija odvija se u tvornickim
postrojenjima na visokim temperaturama i tlakovima u prisustvu Kkatalizatora, po
metodama za dobivanje amonijaka (redukcijom), ili dobivanjem duSikovih oksida

(oksidacijom) iz kojih se dalje dobivaju nitrati.

Biotska ili mikrobiotska nitrofiksacija je proces u kojem posebna grupa mikroorganizama
obavlja vezanje atmosferskog duSika (koriste¢i suncevu energiju akumuliranu u biljnim
asimilativima ili organskim tvarima tla) i njegovu transformaciju u prilagodene spojeve
koje biljke mogu koristiti za sebe. Vise je tipova mikroorganizama koji mogu vezati dusik
iz atmosfere. To su slobodno zivuce heterotrofne bakterije, slobodnozivuce fotoautotrofne
bakterije 1 simbiotske bakterije (Milakovi¢, 2013.). BioloSkom fiksacijom duSika na

globalnoj razini osigurava se 175x10° tona dusika, 3to iznosi preko 70% ukupno fiksiranog
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dusika na zemlji svake godine (FriSci¢ i sur., 2011.). Prema odnosu izmedu nitrofiksatora i
visih biljaka, biotska nitrofiksacija moze biti slobodna, asocijativna i simbiotska
nitrofiksacija. Kod slobodne nitrofiksacije mikroorganizmi nisu direktno, histoloski
povezani sa viSim biljkama, ve¢ su slobodni u zemljistu i u vodi. Koriste¢i se energetskim
tvarima u tim sredinama, ove bakterije vezu znatnu koli¢inu dusika iz zraka, te ga u obliku
spojeva ostavljaju u zemljistu ili vodi, gdje ga mogu koristiti ostali mikroorganizmi ili vise
biljke. Asocijativna fiksacija dusika odvija se uz pomo¢ mikroorganizama koji zZive na
samoj povrSini korijena ili u korijenu biljke. Usvojeni duSik direktno koristi biljka
domacina 1 to je najniZi stupanj simbioze izmedu biljke 1 mikroorganizama, jer se pri tome
ne stvaraju posebne morfoloske strukture. U simbiotskoj nitrofiksaciji kvrzi¢ne bakterije
koriste¢i energiju biljke domacina fiksiraju elementarni duSik iz atmosfere i predaju ga

simbiontu (Kristek, 2007.) .
4. 1. Simbiotska nitrofiksacija

U ovom tipu nitrofiksacije nitrofiksatori zive u simbiozi s viSim biljkama, koriste¢i se
energetskom hranom od biljaka, a da ih pri tome opskrbljuju vezanom koli¢inom
atmosferskog dusSika (Mylona 1 sur., 1995.). Ove bakterije su slabije rasprostranjene u
prirodi, ali je vezanje duSika intenzivno, te se ovim putem veze oko polovice ukupnog
vezanog duSika mikrobioloSkim putem u prirodi (Tate, 1995.). Biljke daju
mikroorganizmima energetsku tvar i posebne biotske supstance (biokatalizatore), jer u
¢istim kulturama izvan simbioze mikroorganizmi vezu manju koli¢inu duSika iz zraka t;.
samo za svoje potrebe. Na dodirnom mjestu izmedu nitrofiksatora i biljaka stvaraju se
posebna zadebljanja razliCitih veliina i1 oblika koje se nazivaju kvrzice ili noduli.
Nitrofiksatori tako izazivaju nodulaciju na korijenu biljaka, a tokom vezanja dusika zive u
tim zadebljanjima. Zbog toga se ovi nitrofiksatori i nazivaju simbiotski nitrofiksatori ili
kvrziéni nitrofiksatori. Mehanizam vezanja duSika ide preko reakcije redukcije
(hidrogenacije) uz potroSnju energije stvorene iz energetske tvari, a uz pomo¢ posebnih
enzima §to ih ovi mikroorganizmi stvaraju. Kao rezultat procesa javlja se amonijak. Prema
biljkama s kojima nitrofiksatori Zive u simbiozi postoje dvije vrste simbiotske
nitrofiksacije: simbiotska nitrofiksacija s leguminoznim biljakama i simbiotska

nitrofiksacija s neleguminoznim biljakama.
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4. 2. Simbiotska nitrofiksacija s leguminoznim biljkama

Istrazivanja bioloske fiksacije dusika kroz povijest pokazala su da je interes uglavnom bio
usmjeren na simbiotski sustav biljaka iz porodice leguminoza i rizobija zbog toga §to ove
asocijacije imaju najveci kvantitativni utjecaj na ciklus kruzenja dusika u prirodi (Zahran,
1999.). Unosi u kopnene ekosustave od bioloske fiksacije dusika odnosno od simbiotskog
odnosa izmedu biljaka iz porodice leguminoza i kvrzicnih bakterija iznosi najmanje 70
milijuna tona dusika godiSnje (Brockwell i sur., 1995.). Zbog toga se leguminozne biljke
smatraju sakuplja¢ima dusika. Leguminoze kroz produkte fotosinteze opskrbljuju bakterije
ugljikom odnosno energijom, dok zauzvrat bakterije opskrbljuju legiminoze duSikom
uglavnom u obliku amonijaka (Howard i sur., 1996.). Simbiotska fiksacija dusika se inicira
1 odrzava aktivhom izmjenom kemijskih signala izmedu biljke domacina 1 bakterija tla
(Fox i sur., 2007.). Genetski faktori oba simbionta sudjeluju u stvaranju simbiotskog
odnosa koji zapocinje medusobnim prepoznavanjem bakterije i biljke nakon ¢ega slijedi
infekcija biljaka bakterijama, Sto na kraju rezultira formiranjem kvrZica na korijenovu
sustavu biljaka unutar kojih ¢e se odvijati procesi simbiotske fiksacije duSika (Topol 1
Kanizai Sari¢, 2013.). Rezultat stvaranja nodula na korijenu leguminoznih biljaka je bolje
uspijevanje, povecanje koli¢ine dusSika u tlu te veca koli¢ina duSi¢nih tvari prvenstveno
bjelanc¢evina u biljkama. Nizozemski mikrobiolog Beijerinck je 1888. godine prvi uspio
izdvojiti mikroorganizme iz kvrzica u Ciste kulture te se od tad Citav proces proucava kao
iskljucivo mikrobioloska pojava. Za poljoprivrednu proizvodnju vrlo je znacajna simbioza
kvrzi¢nih bakterija iz rodova Rhizobium i Bradyrhizobium i mahunarki ¢ime se bioloski
veze atmosferski duSik koji se odmah koristi za sintezu bjelancevina i1 na taj se nacin
sprjecava opasnost od onecis¢enja podzemnih voda nitratima koja se inace javljaju kod

intenzivne primjene mineralnih dusi¢nih gnojiva ( Frisci¢ 1 sur., 2011.).
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5. Rod Rhizobium i Bradyrhizobium

Rhizobium (gr. rhiza-korijen, bios-zivot, tj. zivot na korijenju) su Gram-negativne bakterije
Stapic¢astog oblika, vrlo pokretljive. Prva poznata vrsta identificirana je 1889. god. pod
nazivom Rhizobium leguminosarum (Milakovi¢, 2013.). Ove bakterije zive slobodno u tlu i

ne mogu samostalno fiksirati duSik nego im je potrebna biljka domacin za simbiozu.

Slika 4. Rhizobium

Izvor:htpp://turirma.com/index.php/fertilizers/bio-

fertilizer/turrima-rhizobuim-for-bean

5. 1. Stvaranje Kkorijenske kvrzice

Simbioza izmedu bakterija i biljaka iz porodice Leguminosae je manje ili viSe specifi¢na,
Sto znaci da ¢e pojedine vrste bakterija stvarati simbiotske odnose samo s jednom ili
nekoliko vrsta leguminoza. Upravo zbog toga, proces prepoznavanja je osnova za stvaranje
simbiotskih odnosa. Biljke leguminoze stvaraju fitokemijske signale u obliku jedinstvene
mjeSavine flavonaida, koji se preko korijenovog sustava otpuStaju u rizosferu. Ti
fitokemijski signali imaju dvostruku funkciju, da na povrSinu korijena privuku
kompatibilne vrste bakterija, te da odbiju neodgovarajuce i nepovoljne vrste bakterija u tlu.
Bakterije sadrze posebne skupine gena nazvanih nodulacijski geni odnosno nod geni koji
su odgovorni za stvaranje bakterijskih signalnih molekula Nod faktora, koji imaju klju¢nu
ulogu u medusobnom prepoznavanju tocno odredene vrste bakterija i leguminoza (Mylona

i sur., 1995.). Bakterijske Nod faktore prepoznaju specijalizirani receptori na korijenu, $to
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na samom kraju rezultira iniciranjem razvoja kvrzice na korijenovom sustavu biljeg

domacina (Spaink, 2000.).

Nakon procesa prepoznavanja, koji je omogucio prve interakcije i1 medusobno
prepoznavanje odgovarajucih vrsta bakterija i leguminoza, slijedi proces infekcije (slika
5.). Bakterije koloniziraju korijenov sustav leguminoza, te se pricvrSéuju na njegovoj
povrsini. Kada se bakterije pricvrste na vrh korijenovih dlacica, dolazi do uvijanja njihovih
vrhova, te na taj nacin bakterijske stanice ostaju zarobljene u tom dijelu. Na tom mjestu
dolazi do razgradnje stani¢ne stijenke biljne stanice, i do uvijanja plazma membrane 1
nakupljanja i ugradnje novih materijala u membranu. Ovo rezultira formiranjem potpuno
nove strukture, takozvane infekcijske niti, pomoc¢u koje bakterije ulaze u biljku (Mylona i
sur., 1995.). Infekcijsku nit ne stvaraju bakterije nego stanice korijena leguminoza kao
reakciju na infekciju bakterijama. Infekcijska nit se prvo razvija 1 Siri kroz stanice
korijenovih dlacica nakon ¢ega prodire u druge stanice korijena gdje se pocCinje granati u
svim smjerovima. Sirenjem i grananjem infekcijske niti koja sadrzi bakterije dolazi do
Sirenja infekcije kroz tkiva korijena. Bakterije unutar infekcijske niti intenzivno se dijele 1
neprestano stvaraju Nod faktore. Ti Nod faktori poticu diobu stanica unutar korijena te na
taj nacin dolazi do stvaranja novih struktura, kvrzica na korijenovu sustavu leguminoza
unutar kojih se odvija proces fiksacije atmosferskog dusika (Mylona i sur., 1995.). Biljnim
provodnim tkivima bakterijama dolaze energetske tvari (ugljikohidrati), a biljkama se
dovode dusicne tvari koje nastaju vezanjem dusika iz atmosfere. Time se uspostavlja odnos

prave simbioze.

Kvrzice se razlikuju u morfoloS8kom i fizioloSkom pogledu. One se nalaze gusto zbijene na
glavnim zilama blize centralnoj zili (lupinus - tip) Sto je rjedi slucaj ili su razbacane po
sitnijim i krupnijim zilama kao $to je slu¢aj kod vecine leguminoza (robina — tip). Mogu
biti razli¢ita oblika (okrugle, jajaste, Stapicaste, u obliku koralja) 1 boja (ako dominiraju
bijele, sive ili zelene kvrzice fiksacija duSika je slaba, dok su kvrzice koje dobro fiksiraju
dusik na presjeku ruZzicaste ili crvene boje). U fizioloSkom pogledu mogu biti aktivne 1
neaktivne kvrzice. Aktivne kvrZice su krupnije, u manjem broju i obi¢no su smjeStene u
gornjim etazama korijena oko stabljike, dok su neaktivne kvrZice sitnije, brojnije od
aktivnih i obi¢no razbacane po donjim etazama korijenovog sustava (Lindeman i1 Glover ,
2003.). Krajem vegetacije korijen i nodule se raspadaju a bakterije dolaze u tlo, te luceci

poliuronide popravljaju strukturu tla (Milakovi¢, 2013.).
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Slika 5. Stvaranje korijenske kvrzice

Izvor: Interna skripta Mikrobiologija, Milakovi¢ 2013.

5. 2. Znacaj simbiotskih nitrofiksatora roda Rhizobium i Bradyrhizobium

Za nasa tla vazna je vrsta Rhizobium meliloti (Sinorhizobium meliloti) koja zZivi u simbiozi
sa lucernom. Lucerna je visegodi$nja biljka pa se proces bioloske fiksacije dusika odvija
neprekidno, zbog cega su velike i1 kolicine fiksiranog duSika, oko 290 kg po hektaru
godiSnje. Rhizobium meliloti je osjetljiv na pH tako da je u tlima sa pH ispod 6 malobrojna,

a ispod pH 5,5 je nema (Milakovi¢, 2013.). Kvrzice su elipsoidne ili koraljne, rasporedene
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po cijelom korijenu. Kod starijih biljaka vise ih ima na bo¢nim mladim korijenjima, dok na

centralnom korijenu dolazi do njihovog propadanja.

Slika 6. Sinorhizobium meliloti

Izvor:http://www.genomenewsnetwork.org/articles/0801/symbiosis.shtml

Kanizai 1 sur. (2007.) su u dvogodisnjim poljskim pokusima komparacije parametara u
neinokulirane i inokulirane lucerne s efektivnim sojem Sinorhizobium meliloti u
ekoloskom uzgoju zakljucili da je prinos zelene mase, prinos suhe tvari, koncentracija N
(% ST) i prinos bjelancevina znacajno veéi u inokulirane lucerne nego li u lucerne koja
nije inokulirana s visoko efektivnim sojem kvrzicnih bakterija. Istrazivaci su zakljucili
kako je predsjetvena inokulacija sjemena lucerne s efektivnim sojem Sinorhizobium
meliloti neophodna u ostvarivanju vecih, odrzivijih prinosa, a osim toga dusik fiksiran kroz
korijenske nodule leguminoznih biljaka je jeftiniji, prirodniji 1 ucinkovitiji u iskoristavanju

od strane biljke domacina.

Bradyrhizobium vrste su Gram - negativni bacili s jednim subpolarnim ili polarnim bi¢em
(Saharan i1 Nehra, 2011.). Ove bakterije imaju sposobnost fiksacije atmosferskog dusika 1
prevodenja u pristupacni oblik koji je dostupan koriStenju i1 za druge organizme.
Bradyrhizobium vrste pripadaju sporo rastu¢im sojevima za razliku od Rhizobium vrsta,
koje se smatraju brzo rastu¢im sojevima (Saharan i Nehra, 2011.). Generacijsko vrijeme
kod Bradyrhizobium spp. je preko 6 sati, a zatim nastaju manje kolonije oko 1 mm na

povrsini hranjive podloge nakon 7 dana uzgoja u labaratoriju. Rhizobium vrste imaju
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generacijsko vrijeme od 2 do 4 sata i nastaju velike kolonije promjera 2 do 4 mm na

povrsini agara nakon 3 do 5 dana uzgoja u labaratoriju (Saharan i Nehra, 2011.).

Bradyrhizobium japonicum je sporo rastuca vrsta koja u simbiozi sa sojom Zzivi i formira
kvrzice. Ona fiksira i do 80 kg N/ha, a proizvodi i tvari rasta kao Sto su giberelini i indoli.
Na jednoj biljci u ovisnosti od sorte i bakterijskog soja moze se formirati oko 10 do 50
kvrzica. Efektivni sojevi formiraju krupne, ovalne kvrzice na centralnom korijenu koje su
na presjeku crvene, zbog sadrzaja leghemoglobina. U nasim poljoprivrednim tlima brojnost
Bradyrhizobium japonicum je mala pa se prilikom proizvodnje soje mora unositi u tlo u
vidu bakterioloskih preparata. Uspostavljanjem efektivnih simbiotskih odnosa dobiva se
bolji porast biljaka, veci sadrzaj proteina u zrnu i veci prinos. Stoga se Bradyrhizobium
japonicum vrlo Cesto koristi u mikrobioloskim istrazivanjima. Predsjetvena bakterizacija
sjemena soje biopreparatima kvrzi¢nih bakterija Bradyrhizobium japonicum kod nas je
uobiCajena agrotehnicka mjera. Zahvaljuju¢i njoj soja veze 10 do 160 kg atmosferskog

dusika po hektaru.

Bradyrhizobium japonicum
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Slika 7. Bradyrhrizobium japonicum

Izvor: web.mst.edu/-djwesten/Bj.html

Prema Redzepovicu i sur. (1990.) na opstanak inokuluma, kao i na formiranje kvrzica na
biljci, veliki utjecaj imaju fizikalno - kemijska svojstva tla i to: pH tla, vlaznost, salinitet,

koli¢ina duSika u tlu, interakcija metala.
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Primjena herbicida utjeCe inhibitorno i na simbiozne bakterije Bradyrhizobium japonicum
pri ¢emu je smanjena nodulacija od 5% do 21% (MiloSevi¢ i sur., 2000.). Nodulacija
korijena soje je pokazatelj uspjeSnosti simbioze izmedu biljke i Bradyrhizobium
japonicum. Poznato je da se razli¢iti sojevi Bradyrhizobium japonicum medusobno znatno
razlikuju po svojoj simbioznoj uéinkovitosti, stoga je selekcija visoko uéinkovitih sojeva
od presudnog znacaja u proizvodnji preparata za bakterizaciju (Sikora i RedZepovié,
2000.).

Milakovi¢ 1 suradnici (2012.) su ispitivali djelotvornost razli¢itih adhezivnih tvari na
nodulacijsku sposobnost i komponente prinosa soje. Najbolji u€inak na ispitane parametre
utvrden je primjenom Secera 1 meda dok s karboksimetil celulozom nije zabiljeZen ovakav
utjecaj. U istraZivanjima je koriSten mikrobioloski preparat OsjeCkog poljoprivrednog
fakulteta nitrobakterin koji sadrzi viSe autohtonih visoko ucinkovitih sojeva
Bradyrhizobium japonicum na sterilnom tresetu. Preparat sadrzi 10x10 ° CFU/g treseta, a
sojevi su izolirani na podru¢ju Osjecko-baranje zupanije. Primjenom Secera 1 meda kao
adheziva u sklopu predsjetvene bakterizacije sjemena soje povecava se broj i masa suhe
tvari kvrzica po biljci stoga se njihovom primjenom povecava broj mahuna, masa 1000

zrna, a samim time 1 prinos soje (Milakovi¢ i sur., 2012.).
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6. Simbiotska nitrofiksacija s neleguminoznim biljkama

Postoji velik broj biljaka koje zive u simbiozi s pojedinim grupama mikroorganizama.
Takve zajednice takoder doprinose vezanju atmosferskog dusika, ali ta nitrofiksacija
nikako se ne moze mjeriti po aktivnosti i jacini sa simbioznom kod leguminoznih biljaka.
Ukoliko takva nitrofiksacija postoji ona snabdijeva samo biljke koje sudjeluju u simbiozi, a
nikako 1 samo zemljiSte vezanim duSi¢nim spojevima. Prema mjestu na kojem biljka
uspostavlja direktnu vezu s mikroorganizmima, razlikuju se dva tipa: simbioza na korijenju

1 simbioza na li§¢u ovih biljaka.

Simbioza na korijenju: simbiozna zajednica ovakvog tipa na korijenju osobito Sumskog
bilja mogu stvarati ili bakterije ili gljive. Prva zajednica naziva se bakteriodomacije, druga

mikorize.

Bakteriodomacije (bakteriorize) su zadebljana mjesta na korijenu neleguminoznih biljaka,
u kojima Zive odredeni predstavnici bakterija. Ta zadebljanja mogu biti razli¢itog izgleda,
pa cCesto podsjec¢aju na kvrzice kod leguminoznih biljaka. Poznate su i pod nazivom

“rizotamnije ".

Bakteriorize su posebno proucavane kod crne johe (anlus glutinoza), koja na svom
korijenu ima tvorevine oblika korala, zapravo cijelo zadebljanje odrveni i tako ostaje vise
godina. Iz takvih zadebljanja mikrobiolozi su izdvojili predstavnike najvisih bakterija
(aktinomiceta) te su nazvane Proactinomyces alni, za koje se smatra da vezu dusik iz
zraka, iako samo za potrebe biljke koja sudjeluje u simbiozi. Pokusi s johom u vodenim
kulturama su pokazali da se ona ovim putem moze snabdijevati dovoljnom koli¢inom
dusika, iako sama bakterija na umjetnoj podlozi veze neznatne koli¢ine atmosferskog
dusika. Smatra se da kod navedenih mikroorganizama nije izrazena nikakva specificnost
prema pojedinim vrstama johe odnosno ove bakterije nemaju biotipove. Slicna zadebljanja,

koja podsjec¢aju na kvrzice kod leguminoznih biljaka zapazaju se i kod nekih trava

(Milakovi¢, 2013.).
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Slika 8. Simbioza Proactinomyces alni sa anlus glutinoza

Izvor: htpps://de.wikipedia.org/wiki/Frankia_alni

Tako se na korijenu livadnog repka (alppecurus pratensis) nalaze zadebljanja u kojima se
razvijaju sporogene bakterije Bacillus alopecuri i u izvjesnoj manjoj koli¢ini fiksiraju

atmosferski dusik za svoje potrebe i potrebe biljke domacina.
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7. Asimibiotska (slobodna) nitrofiksacija

Kod ovog tipa nitrofiksacije mikroorganizmi ne zive ni u kakvoj direktnoj povezanosti S
viSim biljkama, ve¢ su slobodni u tlu i vodi. Nalaze se u blizini korijenovog sustava
razli¢itih biljaka te tako tvari koje izlucuje biljno korijenje predstavljaju povoljan
energetski materijal za ove nitrofiksatore. Koriste¢i se energetskim materijalom u tim
sredinama, ove bakterije vezu dusik iz zraka u obliku spojeva (najvise amonijaka),
ostavljaju ga u thu i vodi, gdje ga mogu koristiti ostali mikroorganizmi ili vise biljke. Ovo
je najizrazeniji tip nitrofiksacije mikrobioloskim putem, jer su ovi mikroorganizmi dobili
tu sposobnost izvan direktnog utjecaja samih biljaka, zbog toga je i1 ve¢i njihov znacaj u
obogacivanju zemljista ili vode duSikom (Milakovi¢, 2013.). Zastupljenost slobodnih
fiksatora dusika ovisi o tipu tla i njegovim fizikalno - kemijskim karakteristikama, dok na
njihovu brojnost 1 aktivnost utjeCe niz ekoloSkih faktora, kao §to su pH, temperatura,
koli¢ina kisika, sadrzaj vode, sadrzaj organske tvari, mineralni oblici duSika 1
mikroelementi (Milakovi¢, 2013.). Slobodna fiksacija dusika u tlu uglavnom se javlja kao
rezultat aktivnosti saprofitskih bakterija iz roda Azotobacter i Clostriduim, ali i nekoliko
drugih rodova slobodno zivucih bakterija i cijanobakterija. Neki od njih su aerobni, neki
anaerobni, a neki fakultativni organizmi. Aerobni mikroorganizmi mogu razli¢itim
mehanizmima stvoriti anaerobne uvjete potrebne za fiksaciju dusika. Organizmi koji mogu
zivjeti 1 u aerobnim 1 u anaerobnim uvjetima fiksiraju duSik samo u anaerobnim uvjetima

(Topol i Kanizai Saric, 2013.).

Prema kisiku iz zraka u odredenim sredinama mozemo razlikovati dvije vrste slobodne

nitrofiksacije: anaerobna slobodna nitrofiksacija i aerobna slobodna nitrofiksacija.
7.1 Anaerobna slobodna nitrofiksacija

Anaerobne nitrofiksacijske bakterije prvi je otkrio Winogradsky (1883.), sto je ujedno i
prvo otkri¢e slobodnog tipa nitrofiksacije dusika u prirodi (Zavarin, 2006.). Te bakterije
pripadaju grupi buternih bakterija, a odlikuju se po tome $to u bez dusi¢nim sredinama
vezu dusik iz zraka (Clostridium butyricum). To su krupniji anaerobni, gram pozitivni
polimorfni Stapi¢i, koji stvaraju spore tipa klostridija, s karakteristicnom granuloznom
reakcijom. Kao energetski materijal koriste uglavnhom monosaharide po tipu buteren
fermentacije, 1 oslobodeni vodik koji odlazi za redukciju duSika iz zraka u amonijak
(Milakovi¢, 2013.). Ovakve vrste bakterija mogu se ocekivati u tipovima tala s kiselim

humusom, gdje je usred nerazloZene i nagomilane svjeZe organske tvari otezan pristup
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kisika i zraka, kisela reakcija i §$iri odnos izmedu kisika i dusika, Sto sve ide u prilog jacoj
zastupljenosti ovog tipa slobodne nitrofiksacije u takvim tlima. Vjerojatno ovim putem
dolazi i do apsolutnog povecanja koli¢ine dusika u tlu, koje razli¢iti humifikatori koriste za
svoje sinteze (osobito gljive) da bi na kraju izumiranjem doprinijeli stvaranju boljih tipova
humusa u crnim tlima. Za poljoprivredna tla je ipak rjedi ovaj tip nitrofiksacije, uslijed
obrade i prevrtanja gornjih slojeva dolazi do prozradivanja tla i stvaranja aerobnih uvjeta.
Ove bakterije podnose kiseliju reakciju, stoga ima vise uvjeta za njihov snazniji razvoj u
Sumskim tlima, tamo gdje je oteZan rad aerobnim slobodnim nitrofiksatorima. Zbog toga se
poljoprivrednim tlima (Skvorc, 2014.). Prakticki ove bakterije vezu manje dusika nego
aerobni nitrofiksatori (2 do 3 puta), ali su energicnije, jer im stoji na raspolaganju slabiji
anaerobni tip dobivanja energije (buterna fermentacija) dok se aerobni nitrofiksatori koriste

aerobnim oksidacijskim procesom s viSe energije.
7. 2. Aerobna slobodna nitrofiksacija

Ovaj tip nitrofiksacije ostvaren je svuda gdje ne postoje ozbiljne prepreke za pristup kisika
iz zraka. Ovo je pretezno tip nitrofiksacije u poljoprivrednim tlima, koja se obraduju 1
stalno provjetravaju kao i u vodenim sredinama. Da bi nitrofiksacija bila intenzivnija
moraju se ispuniti odredeni ekoloski uvjeti u tlu (temperatura, reakcija sredine, vlaznost,
aeracija, prisustvo fosfora i drugih elemenata). Od najveceg utjecaja je reakcija (pH) u tlu,
jer se pokazalo da je neutralna do slabo alkalna reakcija najpovoljnija za intenzivan razvoj
ovih nitrofiksatora i obavljanje nitrofiksacije, iako je nesto slabija i u kiseloj sredini pa i u
kiselim tlima (Milakovi¢, 2013.). Bijernick (1901.) je prvi izdvojio aerobni slobodni
nitrofiksator i uvrstio ga u novi rod azotobacterium. Sve osobine nitrofiksiraju¢ih bakterija
potjecu vjerojatno od njihove sposobnosti da vezu atmosferski duSik. Da bi to mogli
ostvariti moraju koristiti raznovrstan energetski materijal, najce$¢e monosaharide ili
proizvode njihovih transformacija (alkoholi, soli, organske kiseline). One fiksiraju znatne
koli¢ine duSika 1 u €istim kulturama na umjetnim, bezdusi¢nim podlogama. U tlu djeluju
mnogo intenzivnije, fiksiraju i do 15 puta vecu koli¢inu dusika u odnosu na ¢iste kulture na
umjetnim podlogama. Azobacterium se koristi za pripremanje i unoSenje u tlo kao

mikrobioloski preparat azotobacterin ( pripremljen iz ¢istih kultura ovih bakterija ).
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8. Rod Azobacter

Dva su roda bakterija u obitelji Azotobacteraceae koja su nitrofiksirajuca i slobodna i zive
u aerobnim uvjetima a to su : Azotobacter i Azomonas. Osnovna razlika izmedu ova dva
roda je da su Azetobacter ciste otporne na susu, a Azomonas ne. Osim razlike u stvaranju
cisti ova dva roda su prilicno sli¢na. Obje su velike Gram-negativne bakterije, pokretljive

bi¢evima i mogu biti ovalne ili u obliku koka. Oba roda proizvode katalaze.
8.1. Osnovne karakateristike

Postoji sedam vrsta Azobactera i tri vrste Azomonasa (Salhia, 2010). Diferencijacija se
temelji prvenstveno na prisutnosti ili odsutnosti pokretljivosti, tipa vodotopivog pigmenta a
time i uporabe izvora ugljika. Rod Azobacter sa sastoji od sedam vrsta: A. chroococcum, A.
vinelandii, A. bijerinckii, A. paspali, A. armeniacus, A. nigricans, i A. salinestri. Njihova
glavna zadaca je sposobnost da nesimbiotski fiksiraju dusik s genomskim sadrzajem G-C
od 63 mol% -67,5 mol% i distribuiraju u tlu, vodi i sedimentima. Agronomski znacaj ovih
bakterija je i sposobnost sinteze antibiotika, promocija tvari za rast biljaka, vitamina,
ekopolisaharida i prozvodnju pigmenta te antagonisticko djelovanje protiv patogena. Oni
takoder imaju sposobnost otapanja fosfata u vodenim sustavima, tj. sudjeluju u proizvodnji
vermikokomposta. Osim fiksacije duSika, Azobacter takoder proizvodi tiamin, riboflavin,
indol octenu kiselinu i giberline ¢ime kontrolira biljne bolesti. Kad se Azobacter primjeni

na sjeme, klijavost sjemena se u velikoj mjeri poboljSava.

Azobacter su heterotrofne i aerobne bakterije koje se nalaze na alkalnim i neutralnim tlima
(Kumar i sur. 2007.). Stanice su velike i ovalne 1,5 do 2 um u promjeru. Javljaju se
pojedinac¢no, u parovima ili nepravilnim oblicima, a ponekad i u lancima razli¢itih duljina.
Raspon pH za rast ovih bakterija je 4,8 do 8,5. Istrazivanja pokazuju da je Azobacter
najosjetljivija grupa mikroba na primjenu herbicida, te moze biti pouzdan bioindikator
biogenosti tla jer burno reagira na promjenu bilo kojeg faktora u zemljiStu kao ekosustavu

(Milo$evic i sur., 2011.).

23



Slika 9. Azobacter

Izvor: https://www.jic.ac.uk/SCIENCE/molmicro/Azot.html

8. 2. Znacaj slobodnih nitrofiksatora iz roda Azobacter

Pri inokulaciji pSenice sa nesimbiotskim fiksatorima (Azobacter chroococcum) i
aktinomicetama uz dodatak mineralnog duSikovog gnojiva, Jarak 1 sur. (2006.) su
zabiljeZili povecanje prinosa (8% do 11%) kod inokuliranih biljaka pSenice. Takoder u
istom istrazivanju u rizosferi inokuliranih biljaka broj Azobactera, aktinomiceta i

dehidrogenazna aktivnost su bili znacajno povecani.

U istrazivanjima Govedarice i sur. (1997.) utvrdeno je da je inokulacija s Azobacter
chroococcum utjecala na povecanje prinosa zrna kukuruza i da je efekt ovisio od soja
hibrida i1 primjenjenih koli¢ina NPK gnojiva. Takoder je utvrden utjecaj bakterizacije na
prinos zrna po hektaru. Ovi rezultati pokazuju moguénost zamjene odredene koli¢ine
mineralnih duSikovih gnojiva s biofertilizatorima koji bi sadrzavali visoko efektivne
proizvodne sojeve diazotrofa (Govedarica i sur., 2002.). Bakterizacijom kukuruza sa
sojevima Azobacter chroococcum, Azobacter vinelandii, Azospirillum lipoferum, Bacillus
megatherium, Bacillus suptilis i drugi u ovisnosti od koli¢ine primjenjenog mineralnog
dusika dobiveno je povecanje ukupnog broja mikroorganizama, broja azobaktera i bakterija

iz ciklusa kruzenja fosfora kao i prinosa zrna kukuruza (Cvijanovi¢ i sur., 2007.).

Jarak 1 sur. (2011.) su u svojim istrazivanjima utvrdili da se inokulacijom sa sojevima
Azobacter moze utjecati na povecanje prinosa kukuruza za vise od 10%, kao da se

povecala ukupna mikrobioloska aktivnost.
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9. Rod Azospirillum
9. 1. Osnovne karakteristike

Rod Azospirillum su aerobne, vrlo pokretne bakterije iz reda Rhodospirallales. To su
Gram-negativne bakterije, Stapicastog oblika, promjera 1 um, a duzine 2,1-3,8 um, Cesto sa
Siljastim krajevima. U tekuéem mediju pokrecu se uz pomo¢ jednog bica, dok se u ¢vrstom

mediju, pri temperaturi od 30°C formiraju boc¢ni biCevi. Optimalne temperature za

bakterije ovog roda krec¢u se od 35°C do 37° C (Milosevi¢, 2013.).

Ova skupina obuhvaca 10 wvrsta, a svaka je Kklasificirana prema biokemijskim i
molekularnim karakteristikama: A. lipoferum, A. brazilense, A. amazonense, A.
halopraeferens, A. irakense, A. largimobile, A. doebereinerae, A. oryzae, A. melinisi A.
canadensis (Milosevi¢, 2013.). Ubrajamo je u skupinu asocijativnih nitrofiksatora, a u
mogucénosti je da formira bliska udruZenja s nekoliko pripadnika Poaceae (trava),
ukljucujuéi 1 agronomski vazne zitarice kao Sto su riza, pSenica, kukuruz, zob, jecam.
Direktne koristi koje biljka ima od benefitnih bakterija roda Azospirillum su: poboljSanje u
razvoju korijena, povecanje usvajanja vode 1 mineralnih hraniva, bioloska fiksacija dusika,
dislociranje patogenih gljiva i bakterija iz rizosfere korijena. Takoder utje¢u na brojnost
populacije korisnih mikroba, te pravce mikrobioloskih procesa u tlu, a time i na njegovu
plodnost. Njihovom primjenom smanjuje se upotreba dusic¢nih gnojiva, ¢ime se Cuva i
poveéava organska tvar tla, odnosno njegova kvaliteta (Cvijanovi¢ i sur., 2007.). Od

navedenih vrsta najznacajnije i najéeScée istrazivane su A. lipoferum i A. brasiliense.
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Slika 10. Azospirillum brasiliense

Izvor:http://web.mst.edu/~microbio/bio221 1999/A brasilense.html

9. 2. Znacaj nitrofiksatora roda Azospirillum

Azospirillum brasilense fiksira atmosferski dusik u zoni korijena, obogacujuci tlo dusikom.
Takoder producira hormone rasta auksine i citokinine koji utje¢u na morfologiju korijena, a
time 1 poboljSavaju unos hranjivih tvari iz tla. PoboljSava klijavost, pove¢ava imunitet

biljke i prinos (El- Katatny, 2009.).

U radu EI - Katatny (2009.) ispitan je utjecaj rizosferne bakterije Azospirillum brasilense
koja potiCe rast biljaka, te plijesni Trichoderma harzianum T 24, na proizvodnju enzima,
fiksaciju dusika te njihovu ulogu u stimulaciju rasta mladica raj¢ice. Mikroorganizmi su
inokulirani u obliku slobodnih ili imobiliziranih zrna. Sva su svjeze pripremljena zrna
imala ve¢u sposobnost enkapsulacije od suhih zrna, a enkapsulacija nije znatno utjecala na
proizvodnju enzima. Zrna sa stanicama bakterija ili plijesni uspjesno su koriStena u tri
uzastopna ciklusa rasta u svjezoj sterilnoj podlozi, pri ¢emu se poboljsala proizvodnja
enzima. Zajedni¢kim je wuzgojem A. brasilense i T. harzianum (slobodnih ili
imobiliziranih), na polucvrstoj podlozi bez dusika, omogucena fiksacija dusika i nakon
dodavanja pektina, hitina ili karboksimetil celuloze. Dodatkom ovih izvora ugljika u
sterilnu zemlju povecala se fiksacija dusika, bilo uporabom suhih enkapsuliranih zrna A.
brasilense, bilo primjenom A. brasilense uz plijesan Trichoderma. Primjenom svih vrsta
inokuluma povecan je rast mlade rajéice, a prisutnost A. brasilense ubrzala je razvoj
korijenja. Koinokulacija bakterije Azospirillum sa drugim mikroorganizmima ima veliku

mogucénost primjene u obogacivanju tla i pospjesivanju rasta biljaka (El- Katatny, 2009.).
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Kristek i sur. (2015.) proucavali su utjecaj nitrofiksirajucih bakterija na elemente prinosa i
kvalitete soje. Dvogodisnji pokusi provedeni su na dva tipa tla (humoglej i eutiri¢no smede
tlo) tijekom 2012. i 2013. godine. Istrazivan je utjecaj simbiotskih, asocijativnih i
slobodnih nitrofiksiraju¢ih bakterija na prinos i kvalitetu zrna soje sorte Ika. Pokus je
postavljen po randomiziranom blok rasporedu u 4 ponavljanja i 6 varijanti ( A1 — kontrola;
A2 — sjeme tretirano bakterijom B. japonicum; A3 — sjeme tretirano bakterijama B.
japonicum, A. brasilienese i A. chroococcum; B1 — mineralna gnojidba duSikom na osnovi
analize tla; B2 — reducirana mineralna gnojidba za 30%; B3 — reducirana mineralna
gnojidba za 60%). Najbolji rezultati na homogleju ostvareni su varijantom A3B3, a na

eutericnom smedem tlu varjjantom A3B2.

Na temelju dobivenih rezultata istrazivanja (prinos zrna soje, prosjecni sadrzaj
bjelanevina u zrnu) moZzemo re¢i da je kod obje varijante primjene nitrofiksirajucih
bakterija dobiven bolji rezultat ispitivanih parametara, u obje godine istrazivanja i na oba

tipa tla.

Kombinirana inokulacija sjemena soje bakterijama B. japonicum, A. brasiliense i A.
chroococcum u svim istrazivanim varijantama ostvarila je znaCajno vise vrijednosti
istrazivanih parametara u odnosu na kontrolnu varijantu i1 varijantu u kojoj je sjeme

tretirano iskljucivo simbiotskim bakterijama B. japonicum (Kristek i sur., 2015).
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10. Bakterizacija

Bakterizacija predstavlja vrlo ucinkovitu metodu kojom se efikasni sojevi kvrzi¢nih

bakterija uvode u tlo, odnosno u rizosferu (Deaker i sur., 2004.).

Cilj bakterizacije je osigurati dovoljan broj ucinkovitih kvrzi¢nih bakterija koje bi
omogucile brzu kolonizaciju rizosfere omogucavajuci da infekcija i nodulacija zapo¢nu
¢im prije nakon klijanja i nicanja, S$to u konacnici rezultira ostvarivanjem optimalnih
prinosa. Potreba za bakterizacijom visokim brojem ucinkovitih bakterija postoji kako bi se
na taj na¢in nadmasila kompeticija s populacijama ne u¢inkovitih sojeva bakterija u tlu ili
kako bi se povecala populacija u¢inkovitih bakterija na tlima ¢iji su uvjeti limitirali njihov
opstanak (Deaker 1 sur. 2004.). Poceci razvoja bakterizacije vezani su s otkri¢ima da se
proces fiksacije duSika odvija u korijenovim kvrzicama. Znanstvenici su nakon toga
prepoznali mnogo vise specificnu vezu izmedu odredenih sojeva bakterija i odredenih vrsta
leguminoza u kontekstu infektivnosti (mogucnosti infekcije 1 noduliranja) 1 efektivnosti

(sposobnosti fiksiranja atmosferskog N,) (Deaker i sur 2004. ).

Daljnji pravci istrazivanja usmjereni su na proucavanje prirodnih populacija simbioznih
fiksatora dusika kao i na identifikaciju i selekciju najucinkovitijih sojeva (Redzepovi¢ i
sur., 1991.). Identifikacija i selekcija najucCinkovitijih sojeva vazna je zbog njihovog
iskoriStavanja u pripremi komercijalnog preparata za bakterizaciju jer uvodenjem
najucinkovitijih sojeva, koji su istovremeno prilagodeni uvjetima odredenog proizvodnog
podrucja mo¢i ¢e se poboljsati kvalitet inokuluma Sto ima za posljedicu vece iskoriStavanje
procesa simbiotske fiksacije duSika (Sikora i RedZepovi¢, 2000.). Maksimalnim
iskoriStavanjem prirodnog procesa simbiotske fiksacije dusika povecala bi se proizvodnja
proteina u zrnu leguminoza, smanjili troSkovi proizvodnje, a potrosacu ponudili jeftiniji i s

gledista prehrane, bioloski vredniji proizvod (Sikora i Redzepovi¢, 2000.).

Istrazivanja su bila usmjerena 1 na razvoj razliitih metoda primjene preparata za
bakterizaciju putem bakterizacije sjemena zaprasivanjem, peletiranjem, impregniranjem ili
bakterizacije tla putem tekuéih ili granuliranih sredstava (Deaker i sur., 2004.).
Komercijalni preparati za bakterizaciju kao nosa¢ bakterijskih stanica najcesce
upotrebljavaju treset zbog visokog sadrZaja organske tvari, optimalnog kemijskog sastava i
dobrog kapaciteta zadrZzavanja vode (Stephens i Rask, 2000.). Medutim ispituju se svojstva
1 drugih nosaca kao §to su mineralna tla, glina, kompostirani biljni materijal, perlit i dr. U

nekim drZzavama su uspostavljene sluzbe za kontrolu preparata za bakterizaciju, poduprte
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zakonom i propisima (Deaker i sur., 2004.). Mnogobrojna poboljsanja samih preparata
osigurala su optimiziranje uvjeta proizvodnje i odrzavanje kvalitete proizvoda. No zbog
manjka kontrole postotka bakterizacije, unato¢ uvijek prisutnim preporukama proizvodaca
koji se odnose na ¢uvanje i aplikaciju preparata za bakterizaciju, puni potencijal proizvoda
visoke kvalitete nije uvijek postignut (Deaker i sur., 2004.).

U Republici Hrvatskoj predsjetvena bakterizacija sjemena soje visoko ucinkovitim
sojevima B. japonicum je preporu¢ena redovna mjera u proizvodnji ove leguminoze
(Sikora 1 Redzepovi¢, 2000.). Nadalje istrazivanja Kanizai i sur. (2007.) su potvrdila kako
predsjetvena bakterizacija sjemena lucerne u ekoloskom uzgoju utjeCe na veci prinos
zelene mase, suhe tvari i bjelan¢evina u odnosu na nebakteriziranu varijantu. Ista skupina
autora (2007.) je utvrdila kako djelotvornost simbioze izmedu krmne galege (Galega
orijentalis Lam.) i R. galegae u ekoloskom uzgoju znacajno utjeCe na tezinu i dinamiku
rasta nadzemnih dijelova biljke i akumulaciju esencijalnih makroelemenata u biljci,
prouzroc¢ene bakterizacijom. Takoder, utvrdeno je kako primjena selekcioniranih sojeva B.
japonicum i biostimulatora znac¢ajno utjeCe na poveéanje sadrzaja dusSika u cijeloj biljci i
stabljici soje (Redzepovi¢ 1 sur., 2007.). Djelotvornost pripravaka za predsjetvenu
bakterizaciju sjemena moze se poboljsati dodatkom razli¢itih adhezivnih sredstava.
Primjenom lako pristupacnih tvari koje imaju svojstva adheziva, poput Secera u sklopu
predsjetvene bakterizacije sjemena soje povecava se broj i masa suhe tvari kvrzica po

biljci, broj mahuna, masa 1000 zrna, a samim time 1 prinos soje ( Milakovi¢ 1 sur., 2012.).
10. 1. Znacaj primjene biopreparata u ekoloSkoj prozvodnji

Biopreparat je tvar koja sadrzi zivu¢e mikroorganizme koji, kada se primjenjuju na sjeme,
povrsinu biljke ili tla koloniziraju rizosferu ili unutra$njost biljke i time poti¢u rast

povecanjem opskrbe ili dostupnosti primarnih hranjivih tvari za domacina biljke.

Biognojiva dodaju hranive tvari kroz prirodne procese fiksacije dusika, otapanja fosfora, te
poticanja biljka na rast kroz sintezu tvari. Uporabom biopreparata moze se ocekivati
smanjenje upotrebe kemijskih gnojiva 1 pesticida. Biopreparati pruzaju ekoloski
prihvatljive, organske poljoprivredne proizvode i isplativiji su od kemijskih gnojiva. Dok
su biopreparati tehnicki Zivi simbiozom se povezuju s korijenjem biljaka. SadrZani
mikroorganizmi lako mogu pretvoriti sloZzene organske tvari u jednostavne spojeve, koje
biljke lako uzimaju. Time se odrzava staniste - tlo. Upotreba biopreparata povecava prinos

usjeva za 20% -30%, zamjenjuje kemijski dusik i fosfor za 25%, a i potiCe rast biljaka.
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Takoder mogu pruziti i zastitu protiv suse i nekih bolesti u tlu (Vukadinovi¢ i Vukadinovic,

2013.).

Amutha i sur. (2011.) izdali su rad o izolaciji i masovnoj proizvodnji biopreparata
(Azotobacter i Phosphobacter). Za identifikaciju Azotobactera i Phosphobactera su se
koristili Bergeyisovim priru¢nikom za sistematsku bakteriologiju (Williams and Wilkins,
1989.). Kao medij za izolaciju su koristili Pikovskayais mediji i Asbhyis agar. Uzorci tla
prikupljeni su iz razli¢itih podru¢ja. Organizmi su izolirani analizama za karakterizaciju
prema morfoloskim 1 biokemijskim karakteristikama razli¢itim biokemijskim testovima
iskoristivosti citrata, katalaze, ureaze, indola, metil crvenog, H,S-a i nitratne redukcije.
Pomocu specifiénih medija (Pikovskayais medija za Phosphobacter i Asbhyis agara za

Azotobacter) uzgajali su organizme za masovnu proizvodnju.

Zakljucili su da mikroorganizmi ostaju u zemlji duze vrijeme i1 obogacuju tlo. Ovisnost o
kemijskim gnojiva za daljnji rast poljoprivredne donijelo bi daljnji gubitak plodnosti tla i

onecis¢enja voda.

To je prirodna metoda, bez stvaranja povratnih problema kao Sto su salinitet, luZnatost,
erozija tla itd. U golemim podrucjima gdje je malo ulaganje u poljoprivredu, kao u kulture
poput Secerne trske ovi proizvodi ¢e biti od velike koristi kako bi se odrzala proizvodnja.
Biopreparati se upijaju i drze otopljene hranjive tvari, tako da korijen ima vise vremena da
ih prihvati. Biopreparatima se dodaju male koli¢ina cinka, bakra, bora i drugih hranjivih

tvari u tlu 1 za zasStitu kvalitete vode.
10. 2. Biopreparati

Biopreparati su preparati koji sadrze zemljiSne bakterije koje vezivanjem dusika iz zraka i
mobilizacijom fosfora i kalija iz tla osiguravaju uzgajanim biljkama oko 80 kg dusika iz
zraka, 35 kg fosfora i 40 kg kalija iz tla $to je dovoljno za najmanje prosjecne prinose pa se
gnojidba umjetnim (NPK) gnojivima moZe izostaviti. Nadalje ubrzano razgraduju i

kompostiraju biljne ostatke (slama, kukuruzovina i ostatci stabljika drugih kultura ).

Bactofil A10 sadrzi Azospirillum brasilense, Azobacter vinelandi, Bacillus megaterium,
Bacillus polymyxa, Pseudomonas flourescens, Streptomyces albus varijacije, makro i mikro
elemente, pomoc¢u mikroorganizama sintetizirane enzime i druge djelatne tvari (stimulatori
rasta, biljni hormoni, vitamini). Koristi se za uskolisne biljke, npr. pSenicu, jeCam, raz, zob,

sve vrste trava, kukuruz i proso.
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Bactofil B10 sadrzi Azospirillum brasiliense, Azobacter vinelandii, Bacillus megaterium,
Bacillus circulans, Bacillus suptilis, Pseudomonas fluorescens, Mikrococcus roseus
varijacije, makro i mikro elemente, te pomo¢u mikroorganizama sintetizirane enzime i
druge djelatne tvari. Koristi se za $irokolisne biljke, npr. grah, suncokret, repu, djetelinu, te

u povrcarstvu, cvjecarstvu, vocarstvu te vinogradarstvu.

Kristek i1 suradnici tijekom 2007. i 2008. proveli su istrazivanje utjecaja primjene
mikrobioloskog preparata BactoFil na prinos i kvalitet Secerne repe. Istrazivanja su
provedena na dva tipa tla: eutiricno smede (smede tlo T-1) i mo¢varno glejno djelomi¢no
hidromeliorirano tlo (T-2). Pokus je postavljen po split blok metodi u 6 razli¢itih varijanti i
4 ponavljanja. KoriSteni hibrid u sjetvi bila je Severina (KWS). Uz kontrolu, bez primjene
BactoFil-a varijante su se razlikovale prema apliciranoj koli¢ini BactoFil-a i vremenu

njegove primjene.

Najbolji rezultati prinosa korijena repe (t ha™), sadrzaja $eéera u repi (%) i prinosa &istog
Secera (t ha™) kod tla T-1 dobiveni su u varijanti 2 kod primjene 0,5 | ha™ BactoFil-a u
jesen +1,0 | ha™ BactoFil-a u prolje¢e (Kristek i sur. 2010.). Varijanta 4 (primjena 1,0 ha™
BactoFil-a u jesen +0,5 | ha™ BactoFil-a u prolje¢e) je kod tla T-2 dala najbolje rezultate,
medutim nije bilo statisticki znacajnih razlika (p > 0,01) izmedu navedene varijante 4 i

varijante 5 (1,5 | ha™ BactoFil-a u jesen) (Kristek i sur. 2010.).
Mikro- vital

Mikro-vital je mikrobioloSsko bakterijsko gnojivo koje u svom sastavu sadrzi duSicne,
fosforne i celulozne bakterije. DuSi¢ne bakterije vezu iz zraka 50-60 kg/ha efektivnog
dusika (N) sto odgovara 300 do 600 kg mineralnog gnojiva ovisno o postotku dusika kojeg
sadrzi. Fosforne bakterije oslobadaju 20-40 kg/ha aktivnog fosfora (P). Celulozne bakterije
razgraduju biljne ostatke (slamu, kukuruzovinu) za 4 do 8 tjedana te tako pospjeSuju

mineralizaciju tla za nadolazecu kulturu.
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11. ZAKLJUCAK

Ekoloska poljoprivredna proizvodnja temelji se na nekoliko osnovnih nacela kojima se
nastoji minimalizirati negativan utjecaj poljoprivredne proizvodnje na okoli§ te potaknuti

njegovo ocuvanje.

U tome vaznu ulogu imaju mikrobioloska bakterijska gnojiva koja sadrze nitrofiksirajuce
bakterije koje vezu atmosferski dusik, koji se odmah koristi za sintezu bjelancevina, a time
se sprjecava 1 opasnost od oneciS¢enja podzemnih voda nitratima koji se inace javljaju kod
intenzivne primjene mineralnih dusSi¢nih gnojiva. Tlo se obogacuje organskom tvari $to
ima viSestruke pozitivne u¢inke na odrZanje povoljnih fizikalnih, kemijskih 1 bioloSkih

svojstava tla.

Sjetvom leguminoznih usjeva odrzava se plodnost tla 1 omogucuje kulturama koje slijede u
plodoredu koriStenje bioloSki vezanog atmosferskog dusika. Time se smanjuje i1 koli¢ina
mineralnih du$i¢nih gnojiva koje u pravilu treba aplicirati samo u manjim koli¢inama na
pocetku vegetacije za pocetni rast 1 razvoj dok one ne formiraju korijenove kvrzice i dok
ne poc¢ne proces fiksacije duSika. Prilikom uzgoja leguminoza primjenom bakterizacije
mozemo povecati u¢inkovitost procesa simbiotske fiksacije dusika te na taj nacin povecati

1 koli¢inu fiksiranog duSika §to na samom kraju rezultira i povec¢anjem njihovog prinosa.

Cilj ekoloske poljoprivrede u buduc¢nosti bio bi razvoj vrhunskih sorti leguminoza,
poboljsanje postojece poljoprivredne prakse i povecanje efikasnosti samog procesa

fiksiranja duSika boljim upravljanjem simbiotskih odnosa izmedu biljaka 1 bakterija.
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13. SAZETAK

Cilj ovog rada je istraziti moguénost smanjenja mineralne dusi¢ne gnojidbe primjenom

nitrofiksiraju¢ih bakterija koriste¢i suvremene tehnoloSke metode.

U poljoprivrednoj proizvodnji dusik je vazan element za rast i razvoj biljaka a time i za
postizanje optimalnih prinosa. Najveée zalihe ovog elementa nalaze se u atmosferi, gdje je

dusik u molekularnom obliku kojeg biljke nisu u moguénosti usvojiti i iskoristiti.

Bioloska fiksacija duSika je proces u kojem posebne skupine mikroorganizama
(nitrofiksiraju¢e bakterije) usvajaju elementarni duSik iz atmosfere 1 preko enzima
nitrogenaze ga reduciraju do amonijaka ¢ime dusik postaje raspoloziv biljkama za potrebe
njihovog metabolizma. Prema odnosu mikroorganizama 1 visih biljaka nitrofiksacija moze

biti slobodna, asocijativna i simbiotska.

Kod slobodne nitrofiksacije mikroorganizmi nisu direktno, histoloski povezani sa viSim
biljkama, ve¢ su slobodni u zemljistu ili vodi, dok se asocijativna fiksacija dusika odvija uz

pomo¢ mikroorganizama koji Zive na samoj povrsini korijena ili u korijenu biljke.

Najznacajniji tip simbiotske fiksacije dusika za poljoprivredna tla je fiksacija duSika koja
nastaje kao rezultat simbioze izmedu bakterija iz rodova Rhizobuim, Bradyrhizobuim,
Sinorhizobuim i biljaka ve¢inom iz porodice Leguminosae. Slobodna fiksacija dusika u tlu
uglavnom se javlja kao rezultat aktivnosti saprofitskih bakterija iz roda Azotobacter i
Clostriduim, ali i nekoliko drugih rodova slobodno Zivuéih bakterija i cijanobakterija, dok

su najznacajniji asocijativni nitrofiksatori bakterije iz roda Azospirillum.

Bioloskom fiksacijom dusSika se osigurava biljkama dovoljna koli¢ina duSi¢nog hraniva, a
u potpunosti se udovoljava zahtjevima gospodarenja tlom kao $§to su: produktivnost,

sigurnost, zastita prirodnih resursa i ekonomic¢nost.

Vecom uporabom biopreparata koji sadrze efikasne sojeve nitrofiksiraju¢ih bakterija, kao 1
razvojem vrhunskih sorti legimnoza moze se u buducnosti ocekivati smanjenje upotrebe

kemijskih gnojiva i pesticida i povecenje u¢inkovitosti poljoprivredne proizvodnje.

Kljuéne rijeci: nitrofiksirajuce bakterije, bioloSka fiksacija duSika, bakterizacija,

biopreparati
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14. SUMMARY

The aim of this paper is to investigate the possibility of reducing mineral nitrogen
fertilizers with the application of nitrogen-fixing bacteria, using modern technological
methods.

In agricultural production, nitrogen is an important element for the growth and
development of plants and, thus it helps achieve optimal yields. The largest reserves of this
element can be found in the atmosphere, where the nitrogen exists in its molecular form,
which plants are not able to take and utilize.

Biological nitrogen fixation is a process in which specific groups of micro-organisms
(nitrogen-fixing bacteria) take elemental nitrogen from the atmosphere and with the
nitrogenase enzyme reduce it to ammonia, which becomes available to plants for their
metabolism. According to the relation of microorganisms and higher plants, nitrogen
fixation can be free, associative and symbiotic.

At free nitrogen fixation microorganisms are not directly, histologically connected to
higher plants, but they are free in soil or water, while the associative nitrogen fixation takes
place with the help of micro-organisms living on the surface of the root or in the root of the
plant.

The most important type of symbiotic nitrogen fixation for agricultural soils is the nitrogen
fixation that occurs as a result of the symbiosis between the bacteria of the genera
Rhizobuim, Bradyrhizobuim, Sinorhizobuim and the plants, mostly of the family
Leguminosae. The free nitrogen fixation in the soil mainly occurs as a result of saprophytic
bacteria of the genus Azotobacter and Clostriduim, but also several other genera of free-
living bacteria and cyanobacteria, while the most important associative nitrogen-fixing
bacteria are those of the genus Azospirillum.

Biological nitrogen fixation ensures a sufficient amount of nitrogen nutrients for the plants,
and fully meets the requirements of land management, such as productivity, safety,
protection of natural resources and economy.

With the increased use of biopreparations containing effective strains of nitrogen-fixing
bacteria, as well as with the development of the top-quality varieties of leguminosae it can
be expected that in the future we will reduce the use of chemical fertilizers and pesticides
and that we will increase the efficiency of agricultural production.

Key words: nitrogen-fixing bacteria, biological nitrogen fixation, bacterization,
biopreparations
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