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1. UVOD

Glavni zadatak poljoprivrede je proizvodnja sigurne i dostupne hrane visoke kvalitete
za rastucu svjetsku populaciju. Osim toga, poljoprivedni proizvodaci imaju velike izazove
pred sobom zbog niske cijene poljoprivrednih proizvoda na trziStu pa je uvijek upitna
ekonomska isplativosti i odrzivost proizvodnje. S poveéanjem problema vezanim za
upotrebu sintetskih kemikalija u poljoprivredi (utjecaj na zdravlje i okoli$, razvoj otpornosti
na biljne patogene i Stetocine), postoji sve veéi interes o upotrebi korisnih mikroorganizama
za poboljsanje zdravlja biljaka. Sve se veéa paznja posvecuje proizvodnji sigurne hrane za
ljudsko zdravlje i brizi o zastiti okolisa. U ovom kontekstu, mnogi mikroorganizmi koji su
stanovnici tla pokazali su se korisnima tijekom godina i sada su integrirani u razne vrste
proizvodnih sustava. Rizosfera uobi¢ajeno sadrzi kompleks mikrobne zajednice ukljucujuci
saprofite, aerofite, endofite i patogene mikroorganizme. U prirodnim sustavima ove
mikrobne zajednice zive u skladu, gdje sve populacije odrzavaju ravnotezu zahvaljujuéi

dostupnosti hrane.

Konvencionalni sustavi dosegli su maksimum u pogledu povecanja produktivnosti,
iskoristivosti zemljisnih resursa i povecanja cijene rada. Uzgoj monokultura dovelo je do
osiromasSenja tala, smanjenja vitalnosti zbog nedostatka organske tvari, do manjeg
biodiverziteta populacije mikroorganizama i nematoda tla, Sto za posljedicu ima vecu
osjetljivost biljaka na parazite i patogene uzro¢nike. Puno se ulagalo u mineralna gnojiva,
pesticide, sustave navodnjavanja §to je dovelo do velikih troSkova. Nije ostvaren profit koji
se o¢ekivao, pa to 1 nije najbolji koncept za buduénost. Postojeci korporativna poljoprivredna
proizvodnja kakvu danas poznajemo temelji se na konvencionalnim metodama kojoj je
vazan profit, a istovremeno destabilizira ruralne zajednice koje su do sada bile nositelji
proizvodnje hrane i poljoprivrednih proizvoda. Istovremeno, takav pristup pridonosi
narusavanju ekosustava i oneciS¢enju okoliSa. Napori za smanjenje troSkova Cesto su
usmjereni na poljoprivredne radnike. Financijski naknada za obavljeni rad znatno je
obezvrijedena u usporedbi s drugim podrucjima ljudske djelatnosti. To je smanjilo zivotni
standard ljudi koji se bave poljoprivredom, a djelovalo je i na ekonomsku stabilnost malih
ruralnih sredina. Porast urbanih i industrijskih zona smanjilo je raspolozivost obradivih
povrsina i tako se poljoprivredna proizvodnja suocava s jakom konkurencijom. Mnostvo je
izazova zbog kojih poljoprivredna proizvodnja mora odabirati odrzive nacine proizvodnje

hrane.



2. BIOTEHNOLOGIJA | MIKROORGANIZMI

Odrziva poljoprivreda je Siroki i poznati pojam U suvremenoj proizvodnji hrane.
Pojam ukljucuje suvremene tehnologije i napredni menagement koji su neophodni jer se

proizvodnja hrane nalazi pred velikim izazovom s obzirom na rastucu svjetsku populaciju.

Biotehnologija je grana bioloske znanosti koja proucava manipulacije genetskog
inzenjeringa Zzivih organizama ili njihovih sastavnih dijelova za proizvodnju korisnih
proizvoda razlicite primjene. Procjenjuje se da e se svjetska populacija udvostruciti do kraja
2033. (Mosttafiz, 2012.). Ovakav porast populacije predstavlja veliki izazov
poljoprivrednom sustavu. Tradicionalni uzgoj i oprema dosegli su svoj maksimum
ucinkovitosti u povecanju poljoprivredne proizvodnje. Kako se zemlje razvijaju, ljudi
zahtijevaju viSe hrane bolje kvalitete. Pritisak je povecan i zbog smanjenja obradive
povrsine, povecanja troSkova rada i nedostatka poljoprivrednih radnika. Biotehnologija nudi
dodatne metode za poboljsanje postojecih sustava za proizvodnju vise hrane bolje kvalitete.
Potencijalne prednosti biljne biotehnologije su brojne i ukljucuju otpornost usjeva na
Stetnike, povecanje prinosa usjeva i smanjenu upotreba pesticida. Poljoprivredna tehnologija
je bila pokretac zelene revolucije sredinom 20. stoljeca, uzrokujuéi visoke ekoloske troskove
i povecanje globalnog zagadenja, nepovoljne klimatske promjene 1 smanjenje
bioraznolikosti (Vance, 1998.). Stoga mikrobna biotehnologija i njena primjena u odrzivom

razvoju poljoprivrede i zastite okoliSa dobivaju vecu pozornost.

Mikroorganizmi su ve¢inom mikroskopski organizmi razli¢itih skupina kao $to su
bakterije, gljive, protozoa, mikroalge i virusi. Ovi organizmi zive u tlu, vodi, hrani,
zivotinjskim organima i drugim raznim okruzenjima. Razna mikrobna staniSta odraZavaju
veliku raznolikost biokemijskih 1 metaboli¢kih svojstava koji su nastali genetskim
izmjenama i prirodnom selekcijom mikrobne populacije. Covjek Kkoristi razne
mikroorganizme u proizvodnji fermentirane hrane kao Sto su kruh, jogurt 1 sir. U nasem
organizmu, razni mikroorganizmi sudjeluju u probavi hrane, obrani od patogenih
mikroorganizama, sudjeluju u borbi i odlucujuéim bitkama u ljudskom obrambenom sustavu

u prirodnom procesu borbe protiv bolesti.



2.1. Uloga mikroorganizama u odrzivoj biljnoj proizvodnji

Mikrobna populacija i procesi utjecu na plodnost tla i strukturu na razne nacine, od kojih

svaki poboljsava u¢inak na neki od glavnih ogranic¢enja u proizvodnji (Jeffries i sur., 2003.):

e simbioza rizobakterija koje promoviraju rast biljaka, (PGPR, eng.free-living plant
growth promoting rhizobacteria) i cijanobakterija, povec¢ava ucinkovitost usvajanja
hranjivih tvari biljaka

e 3iroki raspon mikrobne zajednice sudjeljuje u razgradnji, mineralizaciji i dostupnosti
hranjivih tvari

e mikrobne zajednice tla posreduju u procesu sinteze i razgradnji organske tvari u tlu i
tako utjeCu na kapacitet kationske izmjene, rezerve tla dusika, sumpora, fosfora,
kiselost tla, toksi¢nost i kapacitet zadrzavanja vode u tlu

e transport ¢estica pomocu mikroflore tla, utjecaj na strukturu tla i vodni rezim tla.

Rizosfera je podrucje koje okruzuje korijen biljke i u njemu je zapazena najveca aktivnost
mikroorganizama. Taj okoli$ je povoljno staniste za rast mikroorganizama i znac¢ajno utjece
na zdravlje biljaka i plodnost tla. Rizosfera je ekoloska biozona koja sadrzi volumen tla
okruzen korijenom biljke s najviSom bakterijskom populacijom koja je pod utjecajem
korijenovih izlu¢evina (Bolton i sur., 1992.). Vrlo je ¢esto bakterijska populacija u rizosferi
100-1000 puta veéa nego u glavnom dijelu tla (Govindasamy i sur., 2011.). Pojam
rizobakterija koje poticu rast biljaka poznat je ve¢ dugo vremena (Kloepper i Schroth, 1978.)
1 mnogi istrazivaci proucavaju njihovo djelovanje, ali mnoStvo novih istrazivanja ukazuju
da je potrebno promijeniti tradicionalni koncept fiziologije biljaka i mikrobne ekologije. Taj
se pojam prosiruje i na druge bakterije koje imaju povoljan utjecaj na biljke, ¢ak i kada su
izvan podrudja rizosfere. Glick (2014.) navodi da se u tlu nalaze razli¢iti mikroorganizmi:
bakterije, aktinomicete, gljive, alge i protozoa. Utvrdeno je da gram tla sadrzi priblizno 9 x
107 bakterija, 4 x 10° aktinomiceta, 2 x 10° gljiva, 3 x 10* algi, 5 x 10° protozoa i 3 x 10*
nematoda (Alexander, 1991.). Njihov utjecaj se ostvaruje putem razli¢itih mehanizama, a
uvijek se radi o povezanosti tla i biljke na molekularnoj razini. Brojni povoljni
mikroorganizmi su povezani s korijenovim sustavom visih biljaka koji ovise o izluevinama
korijena u okolis. MnoStvo tvari prisutnih u eksudatu korijena uljucujuci polisaharide 1

proteine, omogucavaju bakterijama kolonizaciju korijena biljke. Zbog natjecanja za hranjive



tvari mikrobne populacije bolje razgraduju sloZene spojeve kao Sto su hitin, celuloza i
eksudati sjemena. Najrasireniji mikroorganizmi koji progresivno koloniziraju korijen biljke
su bakterije tj. rizobakterije (Glick, 2014.). U tu skupinu spadaju vazni rodovi: Serratia,
Bacillus, Pseudomonas, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Flavobacterium i
Gluconacetobacter (Glick, 2012.). Bakterije iz ovih rodova sintetiziraju esencijalne tvari za
biljku i omogucavaju iskoriStavanje tih hranjivih tvari, a sprje¢avaju razvoj bolesti. Prema
Gamalero i Glick (2015.) izravni uéinak pokazuju povecavaju¢i topivost fosfora,
fitohormonima 1 proizvodnjom siderofora. Indirektan ucinak ocituje se u inhibiciji rasta
patogena. PGPR Stite biljku od Stetnog ucinka stresora iz okolisa pomocéu nekoliko

mehanizama (Singh i sur., 2011.):

1. smanjujuci koncentraciju etilena koji se proizvodi u stresu
2. proizvodi egzopolisaharide koji reguliraju unos hranjivih tvari

3. povecavaju aktivnost antioksidativnih enzima.

Ove bakterije imaju izuzetnu ulogu u pobolj$anju rasta biljaka u normalnim i stresnim
uvjetima. Opcenito PGPR djeluju kao fitostimulatori, organska gnojiva, tvari bioloSke

kontrole, kolonizatori korijena i zastitnici okoliSa, kako prikazuje Slika 1.
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Slika 1. Mogu¢nosti koristenja korisnih mikroorganizama u odrzivoj poljoprivredi

(izvor: Bhardwaj i sur.2014.)



3. MEHANIZMI DJELOVANJA KORISNIH MIKROORGANIZAMA

Uvrijezena je podjela mehanizama djelovanja rizobakterija kao promotora rasta na
direktno i indirektno djelovanje. Indirektna djelovanja su ona koja se dogadaju izvan biljke,
dok se direktna odvijaju unutar biljke i djeluju izravno na metabolizam biljke (Vessey,
2003.). Dok indirektni mehanizmi utjecu na balans regulatora rasta biljke ili mikroorganizmi
otpustaju postojece faktore rasta u biljkama na nacin da provode hormone koji se otpustaju
u biljkama ili se integriraju u biljke dovodeé¢i do bolje spospobnosti prilagodbe (Slika 2.;
Glick, 2014.). Indirektni mehanizmi zahtijevaju djelovanje obrambenih metaboli¢kih
procesa biljke $to je povezano sa signalima koje bakterije Salju biljci. Dva vazna mehanizma
pripadaju ovoj skupini: podizanje sustavne otpornosti biljaka prema patogenima (biotski

stres) i zastita protiv utjecaja koji dolaze iz zagadenog okolisa (abiotski stres).

Opskrba
mineralima,

e

fiksacija N, i

topivost P Rizosfera Lititka aktivnost
PoboljSanje Inducirana
hranjive vrijednosti sistemska otpornost,
ploda/sjemena Kolonizacija korijend

Slika 2. Shema glavnih mehanizama djelovanja rizobakterija koje promoviraju rast biljaka
(Gamalero i Glick, 2015.)



3.1. Direktno djelovanje korisnih mikroorganizama

3.1.1. Fiksacija dusika

Bakterije koje imaju sposobnost fiksacije dusika dijele se u dvije kategorije. Jedna
ukljucuje bakterije u simbiotskom odnosu s korijenom leguminoza u koje ubrajamo rodove
Rhizobium, Bradirhizobium, Mezorhizobium, Sinorhisobium (Antoun i Prevost, 2005.).
Upravo zbog fiksacije dusika oni su pravi predstavnici promotora rasta biljke. One proizvode
regulatore rasta i imaju supresivni ucinak na bolesti uzrokovane gljivama, bakterijama,
virusima, nematodama i parazitima. Supresivni u¢inak prema bolestima povezan je s
direktnom inhibicijom razvoja patogena (kroz kompeticiju ili antibiozu) kao i indirektno
stimuliranjem obrambenih mehanizama biljke. Poznato je da Rhizobium vrste mogu
proizveti ekstracelularnu tvar (trifolitoksin) koji ima antimikrobnu aktivnost (Keyser i sur.,
1992.). Drugi nacin biokontrole je njegova sposobnost da proizvodi siderofore. Antoun i sur.
(1998.) utvrdili su da 196 testiranih Rhizobium spp. proizvode siderofore. Osim toga ove
bakterije mogu smanjiti ili eliminirati raspolozivo Zeljezo za druge organizme i tako
pokazuje kompetitivni u¢inak. One indirektno stimuliraju biljku na aktivaciju obrambenih

mehaniziama proizvodnjom fenola, flavonoida i drugih fitoaleksina.

Drugu skupinu ¢ine slobodnozivuce bakterije koje fiksiraju dusik i ne pokazuju vrsnu
specifi¢nost prema odredenoj biljci. Primjer takvih bakterija su one iz roda Azospirillum,
Azotobacter, Burkholderia, Herbaspirillum, Bacillus i Paenibacillus (Oberson i sur., 2013).
Ove bakterije ne prodiru u tkivo biljke, ali su u vrlo bliskom odnosu s korijenom tako da
fiksiraju atmosferski dusik 1 ne koriste ga za vlastiti metabolizam, ali ga biljka na ovaj nacin
lakSe apsorbira. To je nespecifi¢na ili slaba simbioza (Goswami i sur., 2015.). Procjene su
da se godi$nje na ovaj nacin fiksira izmedu 20 i 30 kg dusika po hektaru (Stacey i sur., 1992.
Inokulacija ovim bakterijama pozitivno utjece na fiksaciju dusika, biomasu biljke i prinos u
razli¢itih vrsta kao $to su lucerna, soja 1 grasak. Prisutnost takvih bakterija omogucava
efikasno iskoriStavanje dusika i smanjuje njegovo ispiranje i gubitak (James, 2000.). Neke
bakterije iz ovoga roda osim fiksacije duSika povecavale su rast biljaka proizvodeci
fitohormone, ukljucuju¢i indol- 3- octenu kiselinu, giberelicnu kiselinu i citokinine

(Goswami i sur., 2016.).



Mehanizam djelovanja simbiotskih bakterija je u aktivnoj izmjeni kemijskih signala
izmedu biljke i bakterija tla (Fox i sur., 2007.). Proces pocinje prepoznavanjem bakterije i
biljke nakon Cega slijedi infekcija biljaka bakterijama, $to na kraju rezultira formiranjem
kvrzica na korijenovom sustavu biljaka unutar kojih ¢e se odvijati procesi simbiotske
fiksacije atmosferskog dusika (Topol i Kanizai-Sari¢, 2013.). Proces fiksacije dusika
zahtijeva aktivnost enzima nitrogenaze koji djeluje kao katalizator u procesu dusika i

njegove promjene u amonijak.

3.1.2. Biodostupnost fosfata

Unato¢ bogatim rezervama fosfora u tlu, nije dostupan biljkama (Jha i sur., 2012.;
Jha i Saraf, 2015.). Pankhurst i Lynch (1995.) su utvrdili da je najvazniji mehanizam
rizobakterija konverzija netopivog oblika fosfora u oblik koji je dostupan biljci. Ove

bakterije ¢ine anorganski fosfat dostupnim pomocu razli¢itih mehanizama:
A proizvodnjom organskih i anorganskih kiselina
B. otpustanjem vodikovih iona
C. proizvodnjom keliranih tvari pomoc¢u enzima fosfataze.

Mikroorganizmi mineraliziraju organski fosfor u tlo procesima fosfomineralizacije i
fosfomobilizacije pri ¢emu nastaju mineralni rastvorljivi fosfati dostupni biljkama. Primarni
mehanizam otapanja fosfata temelji se na principu izlu¢ivanja organske kiseline iz bakterija.
Naime, organizmi koji obitavaju u rizosferi koriste Secer iz korijenovog eksudata i proizvode
organske kiseline (Goswami i sur., 2014.). Proizvedene organske kieseline djeluju kao kelati
za divalentni kation kalcij zajedno sa otpuStenom fosfatazom iz netopivih spojeva fosfora.
Mnoge bakterije koje ¢ine fosfor topivim sniZzavaju pH medija izlu¢ivanjem organskih
kiselina kao Sto su: octena, mlje¢na, malicna, sukcini¢na, tartaricna, glukonska, 2-
ketoglukonska, oksalna i limunska (Patel i sur., 2015.). Nadalje, arbuskularne mikoriza
gljive su obligatni simbionti vise od 80% kopnenih biljaka (St.-Arnaud i sur., 1996.). U
zamjenu za smanjeni ugljik arbuskularne mikoriza gljive opskrbljuju biljku mineralnim
tvarima (posebno fosforom) i povecavaju unos vode (Sellosse i sur., 2006.). Glomus vrste
su najopseznije istrazene i dokazano je da poboljSavaju proizvodnost biljke zbog unosa
hranjivih tvari, ali i pomazu oduprijeti se bolestima (Avis i sur., 2008.). Poboljsani
hranidbeni status biljke ujedno omogucéava bolju otpornost biljaka (Linderman, 1994.).

Glavni nacin na koji Glomus vrste stite biljku od bolesti je proizvodnja fenola i fitoaleksina
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stvaranjem strukturnih barijera proizvodnjom proteina i enzima povezanih sa obrambenim
mehanizmima biljke (Whipps, 2004.).

3.1.3. Proizvodnja fitohormona

Mikroorganizmi tla, posebice bakterije rizosfere imaju sposobnost proizvodnje
fitohormona kao $to auksini, giberelini, citokinini, etilen, absicinska kiselina (Patten i Glick,
1996.; Nadeem i sur., 2013.). Fitohormoni imaju pozitivan uéinak na diobu stanice,
povecanje stanice, klijavost sjemena, formiranje korijena i produzenje stabljike (Aeronisur.,
2011.). Na primjer, absicinska kiselina pomaze biljkama u stresnim situacijama i ima vaznu
ulogu u cvjetanju ovisnom o fotoperiodu (Amara i sur., 2015.). lako se fitohormoni
proizvode komercijalno, uéinkovitiji su oni koje proizvode mikroorganizmi jer je prag
izmedu inhibicijske i stimulacijske razine nizak, dok se mikrobni hormoni otpustaju sporo i
kontinuirano (Goswami i sur., 2016.). Fitohormoni, kao §to je auksin, kontrolira nekoliko
stadija rasta biljaka: elongaciju, diobu stanica, diferencijaciju tkiva. Indol-3- octena kiselina
(IAA) stimulira brz porast (npr. porast stanica u duljinu) i dugotrajni rast (diobu stanica i
diferencijaciju; Goswami, 2016.). Biljke na koje dulje vremena djeluje idol-3-octena kiselina
pokazuju vrlo dobro razvijen korijen koji omoguéava biljci bolje iskoriStavanje hrane (Aeron

I sur., 2011.).

3.2. INDIREKTNI UCINCI KORISNIH MIKROORGANIZAMA

Glavni indirektni u¢inak korisnih mikroorganizama je biokontrola bolesti. Mnoge
rizobakterije proizvode antifungalne metabolite kao $to su cijanovodi¢na kiselina, fenazin,
pirolnitrin, 2,4-diacetilfloroglukinol, pioluteorin, viskosinamid i tenzin (Ahemad i Kibret,
2014.). Interakcija korisnih mikroorganizama i korijena izaziva rezistenciju na patogene
bakterije, gljive i viruse. Taj se fenomen zove inducirana sistemska otpornost. To ukljucuje

lu¢enje hormona koji stimuliraju otpornost domac¢ina na mnoge biljne patogene (Glick,
2012.).

U tlu postoji mnoStvo patogena koji izazivaju razlicita oboljenja usjeva i u konac¢nici
smanjuju prinos. Ti patogeni su kontrolirani kemijskim na¢inom ili uzgojem vrsta koje su

rezistentne na bolesti. Medutim, briga o oCuvanju okolisa bi trebala biti najbitnija jer



kemijska sredstva mogu ostati prirodno u tlu i nakupljati se kao otrovne rezidue u dijelovima
hrane. Alternativna strategija rijeSenja ovog problema je koriStenje korisnih
mikroorganizama kao biokontrolne tvari jer proizvode antibiotike, antifungalne metabolite,
smanjuju dostupnost Zeljeza za patogene organizme, proizvode enzime koji ostecuju stijenku
gljiva i tako izazivaju sistemsku otpornost (Chandler i sur., 2008.). Korisni mikroorganizmi
imaju kompetitivnu prednost nad gljivama za iskoriStenje Zzeljeza zbog proizvodnje
siderofora (Marek-Kozaczuk i sur., 1996.) i stavaranja kompleksa sa Zeljezom. Pomoc¢u ovog
mehanizma korisni mikroorganizmi usporavaju rast patogena smanjujuc¢i dostupnost Zeljeza
I tako osiguravaju zastitu biljke protiv bolesti (Penyalver i sur., 2001.). Utvrdeno je takoder
kako Pseudomonas sp. ima sposobnost usporavanja rasta patogena tla (Carisse i sur.,
2003.). U ovom se slu¢aju u¢inak manifestira kompeticijom i to proizvodnjom razlicitih
antimikrobnih tvari i pojaéavanjem imunog odgovora. Djelovanje ove bakterije je testirano
jenarazli¢itim usjevima, kao $to su grasak, patlidzan, soja i raj¢ica (Kumar, 1998.). Nadalje,
Trichoderma spp. djeluje kao bioloski kontrolor pomocu nekoliko mehanizama:
parazitizmom, kompeticijom, antibiozom i izazivanjem rezistencije (Kubicek i sur., 2001.;
Benitez i sur., 2004.; Harman i sur., 2004.). Dokazana su dva mehanizma djelovanja:
povecava ishranu biljke povecavajuci topivost makro i mikronutrijenata i proizvodi zastitne

faktore biljke sto je i razlog njenog djelovanja kao biofertilizatora.

3.2.1. Koristenje korisnih mikroorganizama kao bioherbicida

Korovi su znacajan problem za uzgajivace biljaka, oni se natjecu s biljkom za vodu,
hranjiva, svjetlost i prostor, a na njima se zadrzavaju kukci i uzro¢nici bolesti. Korovi
ometaju drenazni sustav biljke, smanjuju kvalitetu usjeva i mijeSaju svoje sjeme sa
sjemenom usjeva. Koristenjem bioherbicida kontoliraju se korovi, ali bez §tetnog utjecaja na
okolis. Mosttafiz i sur. (2012.) izvijestili su da mikroorganizmi imaju snazne gene koji mogu
napasti obrambene gene korova i tako ih unistiti, jeftiniji su od sintetskih herbicida, $to u
konacnici moze smanjiti troSkove uzgoja.Vecina komercijalnih bioloskih pripravaka za
kontrolu korova oslanja se na razlicite vrste gljiva, npr. formulacija Colletotrichum
gloeosporioides f.sp. malvae, u kontroli divljeg sljeza (Malva pusilla), (Mortensen, 1988.) i
C. gloeosporioides f.sp. aeschynomene, za kontrolu grahorice (Aeschynomene virginica),

(Menaria, 2007.). U znanstvenim krugovima tri vrste gljiva imaju posebnu paznju kao



kandidati za bioherbicide: Colletotrichum truncatum, koji kontrolira grahoricu (Sesbania
exaltata), (Schisler i sur., 1991.), Colletotrichum orbiculare, za kontrolu trnovite dikice
(Xanthium spinosum), (Auld i sur., 1988,; Auld i sur., 1990.) i Colletotrichum
gloeosporioides i Colletotrichum orbiculare za koje se pretpostavlja da imaju dobre gene za

proizvodnju degradiraju¢ih enzima koji mogu pripomoc¢i infekciji korova (Gan i sur., 2013.).

3.2.2. Koristenje korisnih mikroorganizama rizobakterija kao bioinsekticida

Bioinsekticidi takoder pomazu u alternativnoj kontroli insekata, imaju kratak zivotni vijek,
u¢inkoviti su u malim koli¢inama, nisu Stetni za ljude i zivotinje, Vrlo su specifi¢ni, djeluju
samo na nekoliko vrsta kukaca i imaju specifican mehanizam djelovanja te sporo djeluju
(Mosttafiz i sur., 2012.). Gljive uzrokuju bolesti u 200 razli¢itih kukaca i te se gljive koriste
kao bioinsekticidi. Uzgajaju se spore, pakiraju i apliciraju. Kada se spore rasire, one Koriste
enzime da bi razorile vanjsku povrsinu tijela kukaca. Nakon S§to su usle u tijelo,
razmnozavaju se i uzrokuju smrt. Istrazivaci preporucuju gljivicne bioinsekticide za
dugoroénu kontrolu kukaca (McNeil, 2011.). To je stoga $to bioinsekticidi imaju razlicite
mehanizme djelovanja tako da kukci ne mogu razviti otpornost. U kontroli insekata koji
napadaju uljanu repicu, lan i povrée Koriste se i Baculovirusi. Tradicionalni insekticidi
djeluju samo u odredenom stadiju do kada je Steta ve¢ nastala, stoga su bioinsekticidi na bazi

virusa uc¢inkovitiji (Mosttafiz 1 sur., 2012.).

3.3. Ostale prednosti korisnih mikroorganizama

U rizosferi biljka i mikrobna populacija su u interakciji, a pod utjecajem su raznih
biotickih 1 abiotickih ¢imbenika. Uspjesnost bakterija da poboljSaju rast biljke ovisi o
njihovom potencijalu da koloniziraju korijen biljke. Vazan aspekt uspjesne kolonizacije
korijena je sposobnost koorisnih mikroorganizama da se natje¢u s urodenom mikrobnom
populacijom. Najrasireniji mikroorganizmi imaju najvece izglede za kolonizaciju korijena.
Odredeni korisni mikroorganizmi mogu tolerirati nepovoljan okoli$ i smatraju se najboljom
populacijom zarast biljaka. Sposobnost korisnih mikroorganizama da se adaptiraju na uvjete
ograniCenih hranjivih tvari, efikasno koriStenje eksudata korijena 1 njihova interakcija s

biljkom predstavljaju primjer dobre startegije za uspjesnu kolonizaciju korijena. Mnoge tvari
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kao proteini i polisaharidi imaju vaznu ulogu u priljubljivanju bakterija za korijen biljke.
(Siddiqui i sur.; 2005.; Ayyaduraii sur. 2007.; Ravindra Naik i sur.; 2008.; Srinivasan i
Mathivanan, 2009.)

3.3.1. Utjecaj rizobakterija na aktivnost enzima

Bakterije mogu proizvoditi odredene enzime kao §to su: celulaza, ACC (1-amino
ciklopropan-1- karboksilat) deaminaza i hitinaza (Nadeem i sur., 2013.). Pomoc¢u ovih
enzima biljka je zaStiCena od bioti¢kih i abiotickih stresora. Korisni mikroorganizmi
manifestiraju dva najces¢a mehanizma zastite biljaka: smanjenje razine etilena u stresnim
uvjetima pomocu aktivnosti ACC deaminaze i zaustavljanje razvoja bolesti pomocéu
aktivnosti hitinaze (Glick i sur., 2007.). Povecanje formiranja broja kvrzica putem rizobija
dogada se zbog proizvodnje hidrolitickih enzima celulaze koja omogucava prolaz rizobija u

korijenove dlacice poveéavajuci broj nodula (Glick i sur., 2007.; Nadeem i sur., 2010.b).

3.3.2. Poticanje rasta pomocu vitamina

Vitamini prisutni u eksudatu korijena pomaZzu rast bakterija, dok neke bakterijske
vrste proizvode vitamine. Vrsta bakterija koja proizvodi vitamine, a ima sposobnost
kolonizacije korijena je Pseudomonas fluorescence (Marek- Kozaczuk i Skorupska, 2001.).
Navedeni sutori izvijestili su da je u minimalnom mediju bakterija soja 267 proizvela veliku
koli¢inu niacina (0,92 mg ml-1), pantotenske kiseline (0,75 mg mi-1) i druge vitamine B
kompleksa kao §to su biotin, tiamin, kobalamin, piridoksin. Inokulacija te bakterije zajedno
S rizobium vrstama stimulirala je rast i zajednicku fiksaciju dusika u lucerni (Marek-
Kozaczuk i sur., 1996.) Isti autori naveli su da bakterijski soj 267 proizvodi pioverdinu slican
sastojak pod uvjetima manjka Zeljeza 1 pri tome izlucuje vitamin B. Svi promatrani

mutantistimulirali su rast kvrzica u lucerni isto kao i pocetna bakterija P. fluorescens.
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3.3.3. Utjecaj na pojacavanje fotosinteze

U uvjetima stresa ogranic¢ena je fotosinteza zbog slabijeg rasta lista, brzog starenja
lista, poremeé¢enog mehanizma fotosinteze i posljediénog smanjenja proizvodnje hrane.
Rizobakterije omogucavaju rast biljaka jer pozitivno utjecu na fotosintezu, a postoje podatci
da osobito pozitivno utjeCu za vrijeme osmotskog stresa (Drew i sur., 1999.). Heidari i
Golpayegani (2011.) uocili su vise klorofila u bosiljku izlozenom stresu pri uvjetima suse uz
primjenu korisnih mikroorganizama. U pokusu sa biljkom banana utvrdeno je povecanje
duzine mladice i veca koli¢ina klorofila u slu¢aju kada je biljka inokulirana sa PGPR (Mia i
sur., 2010. a). Povecani rast tumaci se zbog veceg nakupljanja dusika koji sudjeluje u
formulaciji klorofila §to posljedi¢no pojacava fotosintezu. Xie i sur. (2009.) dokazali su
pojacanu fotosintezu u biljci Arabidopsis inokuliranu s bakterijom Bacillus subtilis. Utvrdili
su da bakterija djeluje kao promotor rasta jer otpusta hlapljive tvari koje ukljuc¢uju regulaciju
viSe hormona kao $to su auksin i absicinska kiselina (ABA). Takoder su utvrdili da se uslijed
nedostatka bakterijskog signala kapacitet fotosinteze i sadrzaj Zeljeza vraca na razinu prije
tretmana. Poznato je da ucinkovitost mehanizma fotosinteze ovisi snazno o dostupnosti

zeljeza.

3.3.4. Utjecaj mikroorganizama tla na strukturu tla

Vazna komponenta svake odrzive poljoprivredne proizvodnje je upravljanje koje
najmanje utjece na eroziju tla i §titi plodnost tla. Povezivanje Cestica tla u agregate Cini
stukture koje nisu samo otporne na eroziju nego sadrze i zadrZavaju hranjive tvari tla. Bez
fiziCke zaStite unutar stabilnih agregata moze se znacajno izgubiti organska tvar hranjive
tvari mineralizacijom i erozijom. Tvari koje veZu i drZe Cestice tla zajedno mineralnog su 1
organskog podrijetla. Anorganske tvari i relativno postojane organske tvari vazne su za
stabilizaciju mikroagregata (manje od 0,25 mm promjera), ali oni se povezuju u

makroagregate putem razli¢itih mehanizama.

Simbiotska povezanost korijena biljke i njegove postojanosti u tlu i nekoliko mjeseci
nakon uvenuca biljke (Tisdall, 1991.) ¢ine ga vrijednim stabilizatorom agregata tla. Smatra

se da se stabilizacija agregata tla provodi uz pomo¢ ekstraradikalnih hifa i organskog debrisa
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koji omoguéava razvoj mikroagregata, posljedicno dolazi dopovezivanaj s hifama na
korijenu tvore¢i makroagregate (Tisdall, 1991.; Miller and Jastrow, 1992.). Makroagregati
mogu biti stabilizirani intermikroagregatima i njihovim povezivanjem pomocu polisaharida

u druge organske tvari (Gupta i Germida, 1988.).

3.3.5. Utjecaj rizobakterija na detoksifikaciju organskim i anorganskim

oneciscivacima

Utvrdeno je da inokulacija s korisnim mikroorganizmima dovodi do povecanja
tolerancije biljaka protiv teskih metala (Belimov i sur., 2005.). Korisni mikroorganizmi
koriste razli¢ite mehanizme za detoksifikaciju $tetnih u¢inaka teSkih metala: proizvodnjom
proteina koji vezu teske metale i detoksifikacijom spremajuéi ih u vakuole (Gerhardt i sur.,
2009.). Na primjer bakterije mogu detoksicirati cink vezu¢i ih u unutrasnjoj membrani
proizvodnjom proteina koji vezu cink ili stvarajuc¢i komplekse s organskim kiselinama. Zbog
vrlo slozenog komunikacijskog sustava mikroorganizmi su vrlo prilagodljivi na stresne

uvjete iz okolisa (Appanna i Whitmore, 1995.; Choudhury i Srivastava, 2001.).

4. UTJECAJ KORISNIH MIKROORGANIZAMA U PROIZVODNIM
UVJETIMA

Unato¢ mnogim dokazima o utjecaju korisnih mikororganizama na povecanje rasta
biljaka u stresnim uvjetima rezultati u poljskim uvjetima se Cesto razlikuju od rezultat
dobivenih u laboratorijskom uvjetima (Smyth i sur., 2011.). To se moze dogoditi zbog niske
kvalitete inokulanta ili zbog nemogucnosti bakterija da se natjece sa izvornom populacijom
pod nepovoljnim abiotiCkom uvjetima tla. Neophodno je razviti u¢inkovit inokulant koji
moze pokazati bolje rezultate i u poljskim uvjetima. Bolje je aplicirati viSe razli¢itih bakterija
u kombinaciji nego jednu vrstu. Dokazano je da visestruka inokulacija s vise
mikroorganizama moze biti ué¢inkovitiji nego inokulacija jedne bakterije (Tilak i sur., 2006.)
U kombiniranim inokulantima svaka bakterija se moze natjecati s urodenom populacijom u
rizosferi i tako povecati rast biljke. Inokulacija rizobium bakterija i PGPR-promovira rast i

povecava nodulaciju (Tilak i sur., 2006.). Provedena su istrazivanja bakterijske populacije
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bez biljaka i utvrdeno je da neke bakterije rastu¢i zajedno pokazuju pozitivnu interakciju:
osiguravaju hranjive tvari jedna drugoj, uklanjaju proizvode inhibicije i stimuliraju rast jedna
druge pomocu fizikalnih i biokemijskih aktivnosti (Tilak i sur., 2006.). Dokazano je da
dvojna inokulacija s Azotobacter i Azospirillum znacajno poveéavaju ukupnu suhu tvar,

indeks povrsine lista i indeks rasta biljke kukuruza (Gholami i sur., 2012.).

5. UTJECAJ BIOFERTILIZATORA NA TOLERANCIJU BILJAKA
NA STRES IZ OKOLISA

Abiotski i biotski stresni uvjeti utjeCu na proizvodnju usjeva. Suvremeni pristup
prevencije njihovog Stetnog ucinka ukljucuje uporabu korisnih mikroorganizama koje
promoviraju rast biljaka. Salinitet i susa su najces¢i abiotski stresori u vecini aridnih i
semiaridnih regija (Munns, 2005.). Smanjenjem padalina takoder se povecava aridnost tala.
Posljedica je smanjena difuzija, smanjeni unos hrane korijenom, ograni¢ena transpiracija,
onemogucen aktivni transport i poremecena permeabilnost membrana (Sardans i sur.,
2008.a, b). U uvjetima povecane slanosti povecanje natrijevih iona uzrokuje smanjenje kalija
i kalcijau biljkama. U uvjetima takvog stresa povecava se proizvodnja etilena koji negativno
utjece na korijen, a moze uzrokovati prerano starenje i uvenuée biljke (Nadeem 1 sur.,
2010.b). Adaptacija na stres znacila bi smanjenje proizvodnje etilena u stresu, smanjenje
unosa toksi¢nih iona, kao $to je natrij i stvaranje specifi¢nih stres proteina u biljkama
(Spaepen i sur., 2009.). Neke bakterijske vrste mogu tolerirati visoki salinitet i proizvode
egzopolisaharide koji Stite od stresa uzrokovanog vodom (Grover i sur.,, 2011.).
Egzopolisaharidi iz tla tvore zastitni sloj oko agregata tla (Tisdall i Oades, 1982.) Tako stite
biljku od isuSivanja. Istovremeno povecavaju kolonizaciju korijena mikroorganizmima
(Santaella i sur., 2008.), povecava agregaciju Cestica tla (Sandhya i sur., 2009.), usmjerava
vodu i hranjive tvari do korijena biljke (Tisdall i Oades, 1982.; Roberson i Firestone, 1992.)
i stvara biofilm koji je koristan za rast i razvoj biljaka (Seneviratne i sur., 2011.). Tablica 1.
pokazuje utjecaj razlic¢itih vrsta korisnih bakterija na biljke u uvjetima biotickog 1 abiotickog
stresa. Kohler i sur. (2009.) su istrazili utjecaj inokulacije Pseudomonas mendocina samog
ili u kombinaciji s gljivom Glomus intraradices ili Glomus mosseae na rast i unos nutrijenata
zelene salate u uvjetima pojaCanog saliniteta. Salata je imala smanjen porast unatoC
bioloskom tretiranju. Inokulacija sa P. mendocina dala je vise zelene biomase nego
kontrolna skupina, pa su zakljuc¢ili da odredene PGPR jesu ucinkovito sredstvo za

ublazavanje salinitetnog stresa.
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Tablica 1. U¢inci inokulacije PGPR-a u uvjetima biotickog i abiotickog stresa (Nadeem i
sur., 2013.)
Testirani usjev | Pozeljna bakterija Mehanizam Odgovor biljke Referenca

Susa/poplava
Triticum Streptomyces celicolor, | Proizvodnja D10 kultura povecala vigor | Yandigeri i sur.
aestivum De07, Solibaceus, D10, | fitohormona sjemena i prinos 2012.
Sgeysirigensis
Capsicum Achromobacter, ACC deaminaza 20-60%  veta  duzina | Marasco i sur.
anuumm Klebsiella, Citrobacter korijena i masa zelene | 2012.
Spp. biljke
Vigna radiata Pfluorescens i Bacillus | Katalaza/peroksidaza | Veca aktivost katalaze i | Saravanakumar i

subtilis

peroksidaze u zelenoj biljci

sur. 2012.

Pisum sativum

Pfluorescens type G.,
Putida A.

ACC deaminaza

Povecanje  suhe  tvari,
duzine korijena i mladice,
broja cvjetova po biljci,

bolje koristenje vode

Zahir i sur. 2008.

Salinitet

Zea mays

Azotobacter spp.

dusika,

proizvodnja indol 3-

Fiksacija

octena kiselina

Povec¢ana biomasa mladica

i sadrzaja polifenola 27%

Rojas-Tapias i
sur. 2012,

Lycopersicon Pseudomonas Nije opisan Stimulira rast mladice do | Egamberdieva
esculentum chlororaphis 32%, suhe tvari do 43% i | 2012.
ploda raj¢ice do 16%
Temperaturni stres
Vitis vinifera Burkholderia Kolonizacija i | Bolja fotosinteza i regulira | Fernandez i sur.

fitoformans

proizvodnja

metabolita

metabolizam ugljikohidrata

2012.a

Cucurbita pepo

Smarcensens

Proizvodnja 1AA,
siderofora, topivost
fosfora

Povecanje biomase biljke i
unosa hrane kada raste pri

niskim temperaturama

Selvakumar i
sur. 2007.
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Pseudomonas aeruginosa otporan je na biotski i abiotski stres (Gamalero i sur., 2008.). Paul
and Nair (2008.) utvrdili su da P. fluorescens MSP-393 proizvodi proteine uvjetovane
osmotskih stresom i time moze nadvladati negativni utjecaj soli. P.s putida Rs-198 povecava
Klijavost, visinu biljke, masu svjeZe biljke i suhe tvari pamuka u uvjetima alkalne reakcije i
visoke koncentracije soli pove¢anim unosom K*, Mg?" and Ca?*, kao i smanjenjem
apsorpcije Na?* (Anjum i sur., 2007.). Nekoliko bakterija iz roda Pseudomonas odgovorno
je za toleranciju biljaka pomocu 2,4-diacetylfloroglucinola (Indiragandhi i sur., 2008.).
Achromobacter piechaudii povec¢ava biomasu raj¢ice i paprike u uvjetima stresa zbog viska
vode i pri dodatku 172 mM NaCl. Endofitna gljiva Piriformospora indica stiti biljku protiv
stresa uzrokovanog salinitetom (Mayak i sur., 2004.b). Vise autora je izvijestilo o utjecaju
razli¢itih bakterijskih vrsta na produljenje korijena i proizvodnju biomase inokulacijom
PGPR koje imaju aktivnost 1-aminociklopropan-1-karboksilna kiselina (ACC) deaminaze u
uvjetima stresa (Slika 3.) (Nadeem i sur., 2007., 2010.; Saravanakumar i Samiyappan 2007.;
Tank i Saraf 2010.; Siddikee i sur. 2012.). Povecana proizvodnja osmoprotektivnih tvari u
uvjetima stresa osigurava odrzavanje unutrasnjeg vodenog potencijala za bolji unos vode i
hranjivih tvari. Nadalje, djelovanjem arbuskularnih mikoriza i bakterija koje fiksiraju dusik
pomazu leguminozama nadvladati stres zbog suse (Marasco i sur., 2012.; Yandigeri i sur.,
2012.).
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Un-inoculated Control Inoculated with different PGPR strains

Slika 3. Utjecaj PGPR koje sadrze ACC deaminazu na rast korijena kukuruza u uvjetima

salinitetnog stresa (Nadeem, 2013.)

Sliéno tome, prisutnost drugih svojstava kao §to su indol-3- octena Kiselina,
proizvodnja siderofora, topivost fosfata, proizvodnja fitohormona povoljno djeluju na
toleranciju stresa biljaka. proizvodnja antioksidativnih enzima stite biljku od Stetnog utjecaja
reaktivnih kisikovih radikala (Goswami, 2016.). Kao odgovor na stvaranje radikala biljka
proizvodi antioksidativne enzime kao Sto su superoksid dismutaza, peroksid dismutaza,
katalaza i glutation reduktaza (Arora i sur., 2002.). Inokulacija s korisnim mikroorgnizmima

pojacava aktivnost ovih enzima i pomaze im smanjiti utjecaj stresa (Fu i sur., 2010.).
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6. FORMULACIJA MIKROBIOLOSKIH PREPARATA

Brojne vrste korisnih mikroorganizama imaju veliki potencijal da postanu
biofertilizatori koji poboljSavaju rast biljaka i razvoj u normalnim uvjetima i uvjetima stresa.
Uspjesna inokulacija s korisnim mikroorganizmima rezultira boljim rastom biljaka i veCom
ekonomskom dobiti za poljoprivrednog proizvodaca. Za ucinkoviti transfer znanstvenih
otkri¢a od laboratorija do polja vazno je imati dobru tehnologiju proizvodnje pripravaka.
Razvoj vrijedne formulacije je vazan korak o kojem ¢e ovisiti uspjeh ili promasaj PGPR.
Zato je vazno da proizvodnja mikrobioloSkih preparata ima kontrolu kvalitete ili
odgovaraju¢i protokol pripreme. Aktivni sastojak mikrobioloSkog preparata je njegova
vijabilna kultura. Neovisno o kojem se organizmu radi u¢inkovit preparat mora imati visoku
razinu vijabilnosti i vigora (Lianski, 1985.). Vazno je da mikroorgnizmi ostanu metaboli¢ki
i fizioloski aktivne kako bi dosegle maksimalni u¢inak (Lianski, 1985.). Drugi vazan
¢imbenik u proizvodnji preparata je nosac. On je vazan za stabilizaciju 1 zaStitu
mikroorganizama za vrijeme skladistenja i transporta, on $titi aktivne sastojke od vanjskih
uvjeta i pojacava njihovu aktivnost (Xavier i sur., 2004.; Deaker i sur., 2004.). U
formulacijama mikrobioloskih preparata koriste se razliCiti organski i anorganski nosaci
(Bashan i Levanony 1990., Bashan, 1998.). Organski nosaci kao §to je treset ima prednosti
zbog visokog sadrzaja organske tvari (Weiss i sur.,1987.). Istrazivanja su potvrdila kako
KoriStenje tvari koje imaju adhezivna svojstva, poput Secera, u sklopu predsjetvene
bakterizacije sjemena soje, utjeCu na povecéanje broja i mase suhe tvari kvrzica po biljci,
broja mahuna, mase 1000 zrna (Milakovi¢ i sur., 2012.). KoriStenje anorganskih nosaca
dobra su strategija za povecanje ucinkovitosti mikrobioloSkih preparata. Saharan i1 sur.
(2010.) koristili su talk i prah alumosilikata kao uc¢inkovit anorganski nosa¢. Uocili su da je
ovojnica talka u mikrobioloskom preparatu bolja od one s alumosilikatom. Utvrdili su da
sterilni i nesterilni nosaci zna¢ajno povecavaju rast crnog graha (Vigna mungo) i pSenice
(Triticum aestivum). Puno paznje danas privlace preparati u granulama ili teku¢em obliku.
Za optimalnu nodulaciju preparati u granulama stavljaju se ispod ili pored sjemena
odgovaraju¢om opremom ovisno o dubini sjetve i dostupnosti vode (Stephens i Rask, 2000.).

S obzirom na jednostavnost upotrebe, tekuci inokulanti sve su popularniji (Xavier i sur.,
2004.).
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7. ZAKLJUCAK

Suvremeni pristup poljoprivrednoj proizvodnji u uvjetima rastu¢eg stanovnistva jesu
uporaba biofertilizatora koji poboljsavaju plodnost tla, povec¢avaju proizvodnost usjeva i
smanjuju oneciS¢enje okolisa. Potrebno je poznavati i primjenjivati dosada poznate
protokole u uporabi biofertilizatora kako bi njihova primjena bila u¢inkovitija. Svakodnevna
nova otkri¢a u biotehnologiji mikroorganizama, poznavanje njihove interakcije s patogenim
mikroorganizmima i genomici unaprijedit ¢e postojece nacine izrade pripravaka i njihovu
primjenu. Osim otkri¢a djelovanja pojedinih korisnih mikroorganizama vrsta valja poznavati
1 mehanizme djelovanja zbog kojih ¢e se te vrste moci primijeniti u odrzivoj poljoprivredi.
Posebnu paznju treba posvetiti stvaranju takvih formulacija pripravaka kojima ¢e se postic¢i
maksimalni u¢inak u iskoristivosti hranjivih tvari i povecanju otpornosti biljaka na stres i

bolesti.
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