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1.UvOD

U ovom diplomskom radu opisuje se uloga nitrofiksirajucih bakterija Azotobacter
spp. i Azospiirillium spp. u biljnoj proizvodnji. Prou¢avanjem raznih istrazivanja navedene su
sve beneficije ove izuzetno vazne grupe nitrofiksirajucih bakterija. Glavni cilj poljoprivredne

proizvodnje je posti¢i optimalne uvjete za rast i razvoj biljke, a time i visoke prinose.

Mikroorganizmi koji imaju pozitivan utjecaj na biljke svrstavamo u korisnu mikrobnu

populaciju rizosfere, a jedan od najznacajniji mikroorganizama su bioloski fiksatori dusika.

Bioloski fiksatori duSika procesom vezivanja atmosferskog dusika opskrbljuju biljku
reduciranim duSikom, a od nje uzimaju tvari potrebne za svoj razvoj. Ako u tlu postoje
dovoljne koli¢ine raspolozivog dusika, tako da su zadovoljene potrebe biljke domacina i
bakterija, rast kvrzica se smanjuje uz opadanje njihovog broja (Vukadinovi¢, 2011.).
Bioloskom fiksacijom dusika se osigurava biljkama dovoljna koli¢ina dusi¢nog hranjiva.

Vise je tipova organizama koji mogu vezati dusik iz atmosfere. To su slobodne Zivuce
heterotrofne bakterije, slobodno zivuée fotoautotrofne bakterije i simbiotske bakterije. Od
aerobnih, slobodno zivucih fiksatora dusika poznati su Azotobacter, Azospirilum i Beijerinkia
s vise vrsta (Vukadinovi¢, 2011.).

Osnovna uloga mikroorganizama je mineralizacija organske tvari koja omogucava
odrZavanje Zivotnog svijeta u prirodi, narocCito ishranu bilja, sudjeluju u kruZenju tvari i
energije u prirodi, a imaju osobine koje koristi covjek. Glavna uloga mikroorganizama u tlu je
transformacija organske tvari i stvaranje humusa, odnosno humifikacija, zatim mineralizacija
humusa, odnosno dehumifikacija, §to dovodi do stvaranja biljnih asimilativa. U procesima
humifikacije i dehumifikacije najvec¢a uloga pripada bakterijama i gljivama heterotrofne
prirode, oni su odgovorni za biorazgradnju 1 kruZenje tvari (Milakovi¢, 2013.).

Na raspored mikroorganizama najviSe utjeCu ekoloski cimbenici, kao S§to su
temperatura, vlaga i organska tvar. Najveca im je brojnost i aktivnost u sloju tla na dubini 0 -
30 cm (Milakovié, 2013.).



2. PREGLED LITERATURE
2.1. Karakteristike bakterija
Bakterije su mali jednostani¢ni organizmi koje je moguce vidjeti pomocu svjetlosnog i
elektronskog mikroskopa. U prirodi ih ima u velikom broju, a pokazuju veliku raznolikost

oblika 1 prilagodene su razli¢itim okoliSnim uvjetima. Nastanjuju sve vrste stanista pa cak i

one sa ekstremnim uvjetima (prekomjerno  zracCenje, tlak, slanost itd.).

Stani¢na struktura bakterija je vrlo jednostavna. Cini ju prstenasta dvolandana
molekula DNA (nukleoid), ribosomi, plazmatska membrana, stani¢na stijenka (ali ne

celulozna kao u biljaka) te u nekih bakterija polisaharidna kapsula.

Vrlo su pogodni organizmi za geneticka istrazivanja: jednostavna grada, kratak zivotni
ciklus (dijele se svakih 30-40 minuta), jednostavan uzgoj u laboratoriju, raznolikost fenotipa
(u smislu funkcije).
Bakteriju Escherichia coli, najpopularniji objekt genetickih istrazivanja, otkrio je 1885.
Theodor Escherich.

Oblik bakterijske stanice moze biti sferican (koki), Stapicast (bacili) ili spiralan
(spirili). Neke vrste bakterija poput aktinomiceta nalikuju micelijima gljiva, a nitastog oblika
su oblika. Oblik, boja i veli¢ina bakterijske kolonije vazna su svojstva (fenotip) vidljiva na

krutoj hranjivoj podlozi (agarskoj ploci).

Slika 1. Bakterije

(Izvor:http://svet-biologije.com/wp-content/uploads/2013/11/Bacteria-illustration-
800x600.jpg)



Kolonija na agarnoj plo¢i predstavlja mnostvo geneticki istovjetnih stanica (klon) koje
su nastale iz jedne stanice binarnom diobom. U nekih vrsta bakterija stanice su obavijene
polisaharidnom kapsulom $to kolonije ¢ini glatkima (S-smooth) za razliku od hrapavih (R-
rough) kolonija koje stvaraju bakterije bez polisaharidne kapsule. Vidljivo fenotipsko svojstvo
je 1 prisutnost ili odsutnost bieva na povrsini stanice (ako su stanice pokretne, kolonije na

agarskoj ploc¢i izgledaju raSireno; ako su stanice nepokretne kolonije su tockaste).

Najcesc¢a svojstva koja istrazuju bakterijski geneticari uklju¢uju mutacije gena Ciji
produkti, enzimi, kontroliraju biosintetske putove (biokemijske mutacije) pri ¢emu dolazi do
promjena biokemijskih svojstava poput otpornosti na antibiotike, fage, faktore iz okolisa i
drugo (Pavlica i Pavkovi¢ 2007.).

2.2. Azospirillum spp.

Bakterije Azospirillum su vrlo pokretljive bakterije, Gram-negativne, aerobne,
pretezno Stapicastog oblika, promjera 1 pm, a duzine 2,1-3,8 um, sa Siljastim krajevima.
Pripadaju redu Rhodospirillales. Pokrecu se bi¢evima, a u tekuéem mediju pokrecu se uz
pomo¢ jednog bica, dok se u ¢vrstom mediju, pri temperaturi od oko 30° C formiraju bo¢ni

bicevi. Otkrio ih je nizozemski mikrobiolog i botani¢ar Martinus Beijernick 1922. godine.

Optimalne temperature za bakterije ovog roda krecu se od 35° do 37° C (Tarrand et
al., 1978.) Ovi asocijativni fiksatori duSika imaju sposobnost usvojiti dusik iz atmosfere, a
aktivne su na samoj povrsini korijena biljke. Svojom aktivno$¢u poticu rast biljaka, a time 1
povecanje prinosa (Bashan and Levanony, 1990.; Bashan, 1993.; Okon and Labandera
Gonzales, 1994.; Bashan and Holguin, 1995.). Znatno povecanje prinosa postize se
kombinacijom inokulanata Azospirillum i Rhizobium (Singh and Subba Rao, 1979.). Nalaze se

u podru¢jima umjerenog klimata, kao 1 u tropskim podru¢jima.

Rod Azospirillum predstavlja jedne od najbolje karakteriziranih slobodno zivuéih
diazotrofa koji povoljno djeluju na biljke (Bashan and Holguin, 1997.).



Slika 2. Azospirillum brasilense

(Izvor:http://retina.usal.es/albums/biologia/bacterias/azospirillum-

brasilense/fotografia-4.-a.-brasilense-cepa-sp245-gram.jpg)

Prema znanstvenicima Tarrand i sur. (1978.) rod Azospirillum je u pocetku podijeljen

na dvije vrste:

- Azospirillum lipoferum

- Azospirillum brasilense

Kroz daljnja istrazivanja utvrdeno je jo$ 8 vrsta: o A. amazonense (Magalhaesi i sur., 1983.)
- A. halopraeferens (Reinhold i sur., 1987.)

-A. irakense (Khammas i sur., 1989.)

-A. largimobile (Dekhil i sur., 1997.) o A. doebereinerae (Eckert i sur., 2001.)

- A.oryzae (Xie i sur., 2005.)

- A. melinis (Peng i sur., 2006.)

- A. canadensis (Mehnaz i sur., 2007.)


https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Azospirillum_brasilense

2.3. Azotobacter spp.

Azotobacter je rod korisnih bakterija koje se nalaze u neutralnim do luznatim tlima, u
vodenim sredinama, a i na nekim biljkama. Unato¢ hladnoj klimi i relativno niskoj pH
vrijednosti njihova prisutnost moze se utvrditi i na Antartiku. U suhim tlima vrsta roda
Azotobacter u obliku cista mogu prezivijeti i do 24 godine. Rod Azotobacter otkrio je 1901.
godine Martinus Beijerick. Ona ima nekoliko metabolickih moguénosti, ukljucujuci i

atmosfersku fiksaciju dusika konverzijom u amonijak.

Slika 3. Martinus Beijerick

(Izvor:https:// wikimedia. org/wikipedia/ commons/thumb/5/ 51/Martinus_Willem_
Beijerinck.png/220px-Martinus_Willem_Beijerinck.png)

Azotobacter spp. imaju najvecu stopu metabolizma svih organizama. Azotobakterije ,
zanimljivo, sadrze viSe DNK od vecine drugih bakterija, ali njihova veli¢ina genoma je
tipi¢no za veéinu prokariota. Razlog za tome S$to koli¢ina DNA iznad prosjeka nije poznat,

ali to je vjerojatno zbog toga §to su stanice Azotobacter spp. vec¢e nego kod drugih bakterija.

Azotobacter spp. je sposobna za proizvodnju proteina koji ju stiti nitrogenaze od

naglog stresa izazvanog kisikom. Druga individualisticka osobina Azotobacter je njihova



sposobnost sintetizirati ne samo jedan, nego tri nitrogenaze. Azotobacter bakterije mogu biti
razli¢itih oblika. Mogu biti:

- uspavane stanice zvane ciste okrugla oblika, metaboli¢ki neaktivne (Winogradski, 1938.).
- u obliku kratkih tupih Stapica veli¢ine 2 x 4 um (Winogradski, 1938.);
- okrugle stanice promjera 2-3 um koje se pojavljuju u nakupinama ili lancima;

- sitni tupi Stapici ili okrugle stanice manje od lum, a Cesto se pojavljuju u parovima,

(Winogradski, 1930.);
- vece stanice nepravilna vlaknasta oblika (Winogradski, 1938.);

Organizmi kao §to su Azotobacter igraju vitalnu ulogu u svakom ekosustavu, koji rade
da bi dusik bio dostupan svim organizmima. Bakterije roda Azotobakter i sli¢ne bakterije
mogu pretvoriti duSiku amonijak kroz proces fiksacija dusika, nakon Cega Se amonijak

pretvara u proteine.

© Sm Pankne, 1995

Slika 4. Bakterija Azotobacter chroococcum u stadiju ciste

(izvor: https://microbewiki.kenyon.edu/images/thumb/5/5e/Zdrs0309.jpg/400px-
Zdrs0309.jpg)



3. ZNACAJ DUSIKA U ISHARNI BILJA

Dusik je vazan element u poljoprivrednoj proizvodnji za ishranu bilja. Cesto je
najvazniji ograni¢avajuc¢i ¢imbenik za rast i razvoj biljaka te postizanja optimalnih prinosa.
Svrstava se u poseban polozaj u grupi neophodnih elemenata za ishranu biljaka, uglavnom se
usvaja u mineralnom obliku i svrstava se u grupu mineralnih elemenata. Sastavni je dio
brojnih spojeva u biljnoj stanici, npr. nukleinskih kiselina, aminokiselina, amida, proteina,
amina, fotosintetskih pigmenata i drugih spojeva koji ¢ine osnovu Zivota (Skvorc i sur.,
2014.).

Dusik u tlu pohranjen je u anorganskim i organskim spojevima. Najveca koli¢ina
dusika u tlu nalazi se u humusu i nepotpuno razlozenim biljnim i zivotinjskim ostacima.
Mineralni dio dusika koji je potpuno raspoloziv za usvajanje od strane biljaka samo je mali
dio ukupnog dusika u tlu. U prirodi postoji kruzni tok dusika gdje je atmosfera izvor dusSika
kojega u tlo transformiraju mikroorganizmi prilikom procesa koji se naziva fiksacija dusika.
Osim na taj nacin duSik u tlo moze dospjeti antropogenim djelovanjem - mineralnom

gnojidbom, (Vukadinovi¢ i Vukadinovi¢, 2011.).

Atmosfera sadrzi oko 78 vol.% molekularnog duSika (N2), koji je vecini biljaka
nedostupan, jer je potrebno kidanje vrlo stabilne trostruke veze izmedu dva atoma dusika, a
viSe biljke nemaju mogucnost za takvu reakciju. Uz to, za prevodenje molekularnoga dusika
do amonijaka ili nitrata (oblici dusika u tlu koji su dostupni biljkama) potrebna je ogromna
koli¢ina energije. S druge strane, dusik se lako vraca u molekularno stanje u kojem je i1
najstabilniji pa se lako gubi iz tla. S obzirom da je duSik biljkama izuzetno nuzan, njegov

nedostatak ¢esto ograni¢ava rast (Skvorc i sur., 2014.).

Tijekom evolucije kopnenih biljaka razvio se sustav za cuvanje i recikliranje dusika,
Sto je rezultiralo uspostavljanjem kruznog toka dusika. Vecina biljaka prima dusik u obliku
nitratnih (NO3™ ) ili amonijevih (NH4" ) iona iz okoliSa, a neki specijalizirani oblici mogu
koristiti 1 duSik iz atmosfere. Hranjenje Zivotinja biljkama omogucava daljnji put dusika u
hranidbenom lancu, a u tlo se dusSik vraca razgradnjom tijela uginulih biljaka i zivotinja. Ti su
procesi dio ciklusa dusika. Pretvorba molekularnog dusika u druge oblike (NH3" ili NO3™ )

moze se zbivati prirodnim i industrijskim procesima.

Opskrbljenost biljaka dovoljnom koli¢inom duSika ima izuzetan znacaj za njezin

vegetativni i generativni razvoj. U kontekstu poljoprivredne proizvodnje dusik se smatra



izrazitim prinosotvornim elementom. Nedostatak raspolozivog duSika ima vrlo ozbiljne
posljedice na razvoj biljaka. Biljke formiraju manju asimilacijsku povrsinu, lis¢e je krace, uze
I blijedozeleno zbog manjeg sadrzaja klorofila Sto uzrokuje nizi intenzitet fotosinteze te biljke
brze stare, a urod sjemena im je smanjen. SuviSak duSika rezultira intenzivnim porastom
vegetacijskih organa uz modrozelenu boju lis¢a te prekomjerna ishrana dusikom ima vise
negativnih posljedica, npr. stvaranje prevelike mase liS¢a i intenzivan visinski prirast, uz
istovremenu smanjenu produkciju mehanickog tkiva Sto rezultira kasnijim polijeganjem
biljaka. Opcenito, biljke postaju neotporne na bolesti, StetoCine, niske temperature i susu

(Skvorc i sur., 2014.).

ZemljiSni mikroorganizmi vrSe pretvorbu organskih oblika duSika u anorganske
oblike (amonijacni, nitratni) koje mogu koristiti biljke i mikroorganizmi. Nedostupan dusik iz
atmosfere se kroz proces fiksacije veZze u nove spojeve te na taj nacin postaje dostupan
mikroorganizmima i biljkama da ih iskoriste za svoje metaboli¢ke potrebe. Organizmima je
dusik potreban za sintezu bitnih spojeva kao Sto su aminokiseline, proteini i nukleinske
kiseline (DNA i RNA). Iako plinoviti dusik (N2) ¢ini 79% atmosfere, u tom elementarnom
obliku neupotrebljiv je za najve¢i broj zivih organizama, osim vrlo malog broja
mikroorganizama — bioloskih fiksatora elementarnog dusika — nitrofiksatora. To isto vrijedi i
za ogromne njegove rezerve u tlu u organskom obliku, koji su takoder nepristupacni za vise
biljke prije negoli ih mikroorganizmi prevedu u pristupacne oblike za biljke — u anorganske
spojeve duSika, poznatih kao amonijak 1 nitrati. Ovih anorganskih spojeva dusika u tlu ima
svega 1%, dok se sav ostali dusik u tlu nalazi se u organskom obliku, 99% od ukupnog dusika

u tlu - u obliku svjeze organske tvari i u sastavu humusa (Milakovi¢, 2013.).

3.1.KruZenje dusika u prirodi

Za proces kruzenje dusika u prirodi izrazito je potrebno sudjelovanje
mikroorganizama, koji svojom aktivno$¢u prvo razgraduju molekule bjelancevina do
aminokiselina, pa nadalje do amonijaka. To je biljkama pristupacan mineralni 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 nitrita — proces nitratacije, a zatim dalje do nitrata
— nitratacija. Nitrati su najpovoljniji dusi¢ni spojevi za ishranu visih biljaka. Zbog toga ih

biljke i pretvaraju ponovo u svoje bjelancevinaste tvari. Kada se nitrati nadu u anaerobnim
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uvjetima, dolazi do njihove redukcije — denitrifikacija, takoder radom odredenih
mikroorganizama, do plinovitog oblika dusika koji odlazi u atmosferu i postaje nepristupacan
biljkama. Medutim, postoji posebna grupa mikroorganizama koja veze elementarni dusik iz
zraka — nitrofiksatori, te ga u procesu nitrofiksacije i pretvaraju u oblike pristupacne biljkama.
Kruzenje duSika u prirodi vode mikroorganizmi  procesima  amonifikacije,

nitrifikacije,denitrifikacije i nitrofiksacije.

Nitrogen in
atmosphere (N3)

N "*
e, 7" \ "&A\'

Plants

V4
A

Assimilation DERitrifying
hcteria

oy

Nitrogen-fixing
bacteria in

root nodules B Nitrates (NO3")
of legumes -

(aerobic and anaerobic
bacteria and fungi)

@ Nitrifying
Ammonification Nitrification bacteria

?

Nitrogen-fixing Nitrifying
soil bacteria bacteria

Slika 5. Kruzenje dusika u prirodi

Izvor: (https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/de/Nitrogen_Cycle.jpg)



3.2. Amonifikacija

Proces kojim mikroorganizmi razgraduju molekule bjelancevina do aminokiselina, pa
nadalje do amonijaka. Medutim, amonijak se izdvaja samo u odredenim uvjetima, a $to ovisi
od odnosa organskog ugljika i dusika u sredini (Kristek, 2007.). U ovom procesu razlikujemo
dvije faze: degradacija i dezaminacija. Degradacija proteina je hidroliticki proces u komu
mikroorganizmi izdvajaju izvanstani¢ne proteoliticke enzime — proteaze, koji u prisustvu vode
hidrolizom razgraduju molekulu proteina preko ¢itavog niza prijelaznih proizvoda do peptida
i koje razgraduju peptide do aminokiselina. Stvorene aminokiseline ne koriste biljke, a
mikroorganizmi ih lako iskoriStavaju za svoje potrebe. Dezaminacija aminokiselina je druga
faza u transformaciji proteina. Enzimi u ovoj fazi su dezaminaze, intracelularni su, posto su
aminokiseline ve¢ rastvorljive u vodi i mikrobi ih dalje transformiraju u svojoj citoplazmi do
produkata mineralnog karaktera - amonijaka. Mikroorganizmi stvoreni amonijak izdvajati ¢e
u okoli§ samo u odredenim uvjetima, a to ovisi o odnosu C : N, tj. ugljika prema duSiku u
okolisu (Milakovi¢, 2013.). Ako je taj odnos §iri od 25:1, ne¢e do¢i do izdvajanja amonijaka
jer ¢e sav dusik biti potrosen od strane mikroorganizama. Amonijak ¢e se izdvajati samo pod
uvjetom da je C:N odnos manji od 25:1, §to znaci prvenstveno kod humusnih tvari, odnosno
mineralizacijom humusa. Izdvojeni amonijak je pogodan mineralni oblik duSika za ishranu
biljaka. U kiselim tlima, najve¢i dio dusika ostaje u amonijaénom obliku, jer se veze s
kiselinama i na taj nadin je onemogucana njegova oksidacija u nitrate. U neutralnim i slabo
alkalnim tipovima tala amonijak se brzo oksidira u nitrate. Mikroorganizmi koji vode proces
amonifikacije nazivaju se amonifikatori (Kristek, 2007.).

3.3. Nitrifikacija

MikrobioloSki proces u kojem se amonijacni oblik dusSika oksidira do nitrata. Nitrate
smatramo najpovoljnijem oblikom dusika za ishranu visih biljaka. To je jedan od najvaznijih
mikrobioloSkih proces u tlu, a pocinje odmah nakon mineralizacije humusa. Proces

nitrifikacije odvija se u dvije faze:
1. Nitritacija — obuhvaca reakcije u kojima se amonijevi spojevi oksidiraju do nitrita;
2. Nitratacija — obuhvaca daljnje reakcije oksidacije do nitrata

Mikroorganizmi koji obavljaju proces nitrifikacije pripadaju grupi iskljucivo pravih
bakterija i nazivaju se nitrifikatori. Radi se o asporogenim, neutrofilnim bakterijama (Kristek,

2007.). Energija koja se oslobada u ovim procesima mikroorganizmi koriste za sintezu svoje
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organske tvari iz CO2 i vode, a dio dusika iz amonijaka za biosintezu proteina (Milakovié,
2013.). Denitrifikacija je redukcija nitrata u tlu. Kako se nitrati lako ispiru u dublje slojeve tla,
nailaze na anaerobne uvjete, te u prisustvu odgovarajué¢ih mikroorganizama potpadaju procesu
redukcije. Ovdje se nitrati reduciraju do pojave plinovitog dusika, koji odlazi u atmosferu.
Mozemo reci da se radi o Stetnom procesu jer dolazi do gubitka dusika iz tla. Mikroorganizmi

koji vrSe ovaj proces nazivaju se denitrifikatori (Kristek, 2007.).
3.4. Dentrifikacija

Denitrifikacija se odvija u potpunosti ako su ispunjeni odredeni uvjeti za
umnozavanje mikroorganizama denitrifikatora. Ti uvjeti su: visok sadrzaj lako razgradivih
organskih tvari, dovoljno lako pristupac¢nih nitrata, odgovarajuc¢a vlaga, temperatura, pH i

anaerobni uvjeti. Ispiranje nitrata uzrokovano kisama ili navodnjavanjem uzrokuje

onecis¢enje okolisa (Milakovi¢, 2013.).
3.5. Nitrofiksacija

Nitrofiksacija je vezivanje atmosferskog slobodnog dusika u spojeve koje mogu
koristiti biljke 1 ve¢ina mikroorganizama. Proces nitrofiksacije zahtjeva veliki utroSak energije
jer se radi o izrazito endotermnom procesu, pa s obzirom na izvore energije razlikujemo
abiotsku i biotsku nitrofiksaciju. Abiotska nitrofiksacija se odvija bez prisustva
mikroorganizama, a moze biti prirodna ili umjetno inicirana. Prirodna abiotska nitrofiksacija
odvija se prilikom elektricnih praznjenja u atmosferi, Sto dovodi do stvaranja duSikovih
oksida, koji s vodenim talozima dolaze u tlo kao nitrati. Umjetna ili tehnic¢ka nitrofiksacija
odvija se u tvorni¢kim postrojenjima na visokim temperaturama i pritiscima, te prisustvu
katalizatora, pri ¢emu se najprije dobivaju amonijak ili dusi¢ni oksidi, a potom nitrati. Biotska
nitrofiksacija odvija se uz prisustvo posebne grupe mikroorganizama- nitrofiksatora, koje Cini
samo nekoliko rodova prokariotskih mikroorganizama sa genetskom informacijom za sintezu
enzima nitrogenaze. Nitrofiksatori usvajaju slobodni atmosferski duSik koriste¢i suncevu
energiju akumuliranu u biljnim asimilativima ili organskim tvarima tla. Pri odnosu
mikroorgnaizmi — biljke, biotska nitrofiksacija moze biti slobodna, asocijativna i simbiotska.
Kod slobodne nitrofiksacije mikroorganizmi nisu direktno, histoloski povezani sa viSim
biljkama, ve¢ su slobodni u zemljistu i 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 Zive na samoj
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povrsini korijena ili u korijenu biljke. Usvojeni dusik direktno koristi biljka domacina i to je
najnizi stupanj simbioze izmedu biljke i mikroorganizama, jer se pri tome ne stvaraju posebne
morfoloske strukture. Simbiotska nitrofiksacija je simbioza izmedu kvrzi¢nih bakterija iz
rodova Rhizobium 1 Bradyrhizobium i leguminoznih biljaka. Kvrzi¢ne bakterije koristec¢i

energiju biljke domacina fiksiraju elementarni dusik iz atmosfere i predaju ga simbiontu

(Kristek, 2007.).
4. ZNACAJ BAKTERIJA RODA AZOTOBACTER

Bakterije roda Azotobacter koristani se zemljisni mikroorganizmi koji imaju pozitivan
utjecaj na rast i razvoj biljaka. Njihova prisutnost u zemlji oznafava plodnu i obradivanu
zemlju. U Sumskom zemljiStu gotovo da je 1 nema,u neobradenom 1 toksi¢nom zemljistu
takoder nije prisutna. Njezin broj u obradivanom zemljistu se kre¢e od nekoliko tisu¢a do

nekoliko desetaka tisu¢a u gramu zemljista (Narula, 2000.).

U klimi umjerenog pojasa mikroorganizmi u jednoj godini vezu 20-40 kg duSika iz
zraka po hektaru. Izracunato je da se na ¢itavoj povrsini Zemlje za godinu dana veze oko 1011
kg dusika iz zraka Najveci dio vezanog dusika dostupan je biljkama tek nakon uginuca i
liziranja stanica bakterija. Mnogi autori pokusali su prakticno primijeniti to svojstvo vezanja
dusika iz zraka putem Azotobacter chroococcum, te njen vrlo vazan pozitivan ucinak u

proizvodnji koji isti¢e Narula, (2000.).

Azotobacter chroococcum Iuci biljne faktore rasta kao §to su: giberalini, citokinoni,
indol octena kiselina itd. (Narula, 2000.). Fizioloski aktivne tvari su one koje u odredenim
uvjetima imaju isti stimulacijski ili inhibicijski u€inak na fizioloske 1 biokemijske procese u
biljci, a §to rezultira 17 metabolitskim i morfoloskim promjenama. Fitohormoni ili biljni
hormoni su regulatori procesa rasta i razvitka, a dijele se u 5 grupa: auksini, giberelini,

citokinini, apsicinska kiselina (ABA) i etilen.

Zemljisne gljive, najces¢i nametnici na zrnu jeéma (Alternaria spp., Fusarium spp.,
Helminthosporium spp. itd.) izazivaju losu humifikaciju, tj stvaraju nepovoljne oblike kao §to
su: krenska 1 apokrenska kiselina, ¢ime pojacavaju kiselost zemljiSta §to se nepovoljno
odrazava na rast azotofiksacijskih i nitrifikacijskih bakterija. Antagonisticko djelovanje
bakterije Azotobacter chroococcum na fitopatogene gljive proucavali su mnogi ali nije
razjas$njeno uzrokuju li to siderofore ili antibiotici. Bakterija Azotobacter chroococcum ima i

fungistaticno djelovanje. Naime, ona promovira rast biljke u pocetnom stadiju time S§to
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inhibira razvoj Fusarium spp., Alternaria spp. i Penicillium sp. koji su vrlo ¢esto prisutni na

sjemenu i sintetiziraju brojne toksi¢ne sastojke (Narula, 2000.).

Siderofore su spojevi niske molekularne mase koje nastaju pri nestasici zeljeza, a sluze
kao prenosioci Fe (III) u mikrobnim stanicama. U dodatku izvornog zeljeza za proizvodnju
stanica siderofore mogu djelovati kao faktori rasta i u nekim slu¢ajevima kao potencijalni
antibiotici. Zeljezo je Cetvrti po vaznosti element zemljine kore i prijeko je potrebno za rast
svih zivih bi¢a. Takoder je vazan sastojak enzima kao §to su peroksidaze, katalaze,
hidrogenaze i klju¢nih elemenata u vezanju dusika, hidrogenaza i dinitrogenaza reduktaze
(Narula, 2000.).

Bakterije iz roda Azotobacter imaju jo$ jednu pozitivhu osobinu. One stvaraju
ekstracelularnu tvar sluzave ili zelatinozne prirode. Ta tvar moZe stajati ¢vrsto priljubljena
kao sloj oko stanice i naziva se kapsula ili se moze slobodno odijeliti od stanice pa se naziva
sluz ili gumasta masa i sluzi kao sirovina za proizvodnju bioloski razgradivih plasti¢nih masa.
Optimalna temperatura za stvaranje alginata je 12-18 °C. Dodatak metalnih kationa, saharoze

i n-butanola u hranjivu podlogu, moze izazvati stvaranje cista. (Narula, 2000.).

Mikoriza je uzajamna ovisnost fotoautotrofnih biljaka i gljiva i predstavlja jednu od
najvaznijih ali jo§ nedovoljno razjasnjenih bioloskih zajednica koja regulira, a time i
omogucuje pravilno funkcioniranje ekosistema. Mikoriza je simbiotska zajednica gljiva 1 viSih
biljaka u kojoj su hife gljiva invadirane u korijen biljke i potpomazu usvajanje vode i1
hranjiva. Mikoriza moze biti: - infektivna (endomikoriza i ektomikoriza) - neinfektivna
(Vukadinovi¢ i Loncarevi¢, 1997.). Mikorizne gljive opskrbljuju bakterije roda Azotobacter
fosforom, a zauzvrat uzimaju vezani dusik (Brown 1 Carr, 1984.). Ishac i sur. (1986), tvrde da
dvojna inokulacija pSenice s azotobakterijama i mikoriznim gljivama pojacava aktivnost

nitrogenaze u svim stadijima rasta pSenice u usporedbi s pojedinaénom inokulacijom. (Narula,

2000.).
Osim navedenih svojstava, bakterije iz roda Azotobacter imaju sposobnost:

- bioloske razgradnje pesticida (lindana), fenolnih spojeva i sl. (Gupta i Narula,
1996.);

- otapanja fosfata (Kumar, 1998.); - proizvodnje enzima (Narula, 2000.);

- proizvodnje vitamina B12 i C vitamina (Sankaram i Sundara,1962.);
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- primjene u ribnjacima za hranidbu riba (Narula, 2000.);

- povecavanja sadrzaja planktona u vodi (Narula, 2000.).

5. ZNACAJ BAKTERIJA RODA AZOSPIRILLIUM

Pozitivni u¢inci kombinirane inokulacije leguminoza s bakterijama roda Rhizobium i
rodova Azotobacter i/ili Azospirillum imaju pozitivan u¢inak na tezinu i broj kvrzica, te na
koli¢inu usvojenog dusika (Burns et al., 1981.; Yahalom et al., 1987.; Rodelas et al., 1996.).
Nadalje, vrste roda Azospirillum poboljsavaju usvajanje P i/ili K kod kukuruza, pSenice, sirka
1 rize, te utjecu na promjenu ravnoteze makro 1 mikro hraniva kod pSenice i soje. Medutim,
takvi u€inci na mineralnu ishranu mogu znacajno varirati izmedu razlicitih kombinacija sorata
biljaka i bakterijskih sojeva (Murty and Ladha, 1988.; Bashan et al., 1990.; Rodelas et al.,
1999.).

Kombinirana inokulacija sjemena (Dobbelaere and Okon, 2007.) pospjesuje usvajanje
mineralnih hraniva, $to direktno utjece na povecanje duzine korijena. To dovodi do boljeg
usvajanja molibdena, fosfora i1 Zeljeza koji su od iznimne vaZnosti za formiranje kvrzica 1

usvajanje atmosferskog dusika (Burdman et al., 1998.).

U radu Dalla Santa et al. (2004.) ispitan je utjecaj inokulacije sjemena pSenice, je¢ma i
uoceno znacajno povecanje prinosa, dok kod zobi nije bilo porasta u odnosu na sjeme kod

kojeg nije bilo inokulacije bakterijom Azospirillum spp. RAMY.

El-Komy (2004.) je u svom radu proucavao ucinkovitost vrsta Pseudomonas
flourescens, Bacillus megaterium i Azospirillum lipoferum kod otapanja kalcijevog fosfata.
Sojevi Pseudomonas flourescens i Bacillus megaterium najvise su otapali fosfate na plo¢ama
Fikovskaja (PVK) i u tekuéem mediju. Na PVK plocama vrste Azospirillum lipoferum
pokazali su najslabiju zonu otapanja. Otapanje fosfata testiranim organizmima popraceno je
snizavanjem pH u podlozi. Maksimalno snizavanje pH iznosilo je za Pseudomonas
flourescens 2,8, za Bacillus megaterium 1,2, a za vrstu Azospirillum lipoferum 0,5 jedinica.
Koimobilizacija ispitivanih bakterija A. lipoferum i Bacillus megaterium bitno je povecala

otapanje fosfora.
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Azospirillum brasilense fiksira atmosferski dusik u zoni korijena, obogacujuci tlo
dusikom. Takoder producira hormone rasta auksine i citokinine koji utjeCu na morfologiju
korijena, a time i poboljSavaju unos hranjivih tvari iz tla (Barea i sur., 2005.). PoboljSava

klijavost, povecava imunitet biljke i prinos (El-Katatny, 2009.).

Ispitan je utjecaj Sest vrsta bakterija koje potic¢u rast biljaka na klijanje, rast i prinos
biljaka kukuruza. Sve vrste izuzev Azospirillum lipoferum povecale su klijavost sjemena za
18,5% u odnosu na kontrolu. Poljski i laboratorijski pokusi su pokazali da diazotrofi znacajno
utjecu na povecanje kvalitete zrna, biomasu, sadrzaj dusika u zemljistu i na prinos (Gholami i

sur., 2009.).

El-Katatny (2009.) ispitivao je utjecaj rizosferne bakterije Azospirillum brasilense i
plijesni Trichoderma harzianum T24 na proizvodnju enzima, fiksaciju dusika te njihovu

ulogu u stimulaciji rasta mladica rajcice.

Mikroorganizmi su inokulirani u obliku slobodnih ili imobiliziranih zrna. Sva su
svjeze pripremljena zrna imala vecu sposobnost enkapsulacije (EC % 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. Zajednickim je
uzgojem A. brasilense i T. harzianum (slobodnih ili imobiliziranih), u polu¢vrstoj podlozi bez
duSika, omoguc¢ena fiksacija duSika i nakon dodavanja pektina, hitina ili karboksimetil
celuloze. Dodatkom ovih izvora ugljika u sterilnu zemlju povecavala se fiksacija dusika, bilo
uporabom suhih enkapsuliranih zrna A. brasilense, bilo primjenom A. brasilense uz plijesan
Trichoderma (El-Katatny, 2009.).

6. REZULTATI
6.1. Utjecaj nitrofiksirajuéih bakterija na elemente prinosa i kvalitete soje

Dvogodisnji pokusi provedeni su na dva tipa tla: humoglej i eutricno smede tlo tijekom
2012. 1 2013. godine. IstraZzivan je utjecaj simbiotskih, asocijativnih 1 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 (Al — kontrola; A2 — sjeme
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tretirano bakterijom B. japonicum; A3 — sjeme tretirano bakterijama B. japonicum, A.

brasilense i A. chroococcum;.

Danasnja poljoprivredna proizvodnja nastoji smanjiti troSkove proizvodnje
koriStenjem prirodnih izvora energije, Sto ukljucuje i redukciju onecis¢enja okolisa, a posebno
kada se radi o mineralnom duSiku - smanjenje eutrofikacije podzemnih voda. Da bi
nitrofiksacija bila efikasna, kada se radi o simbiotskim nitrofiksiraju¢im bakterijama, vazno je
da tlo sadrzi dovoljno molibdena, te da postoji kompatibilnost izmedu sorte soje i soja B.
japonicum (Triplett and Sadowsky, 1992. Mrkovacki et al., 1992. Hungria and Bihrer, 2000.
Kristek, 2001. Mili¢ et al., 2002.). Bakterije iz roda Azotobacter i Azospirillum su slobodno
zivuci organizmi koji usvajaju dusik iz atmosfere, ali su u uskoj vezi s korjenjem biljaka. Pod
odgovarajuc¢im uvjetima, ove bakterije mogu unaprijediti razvoj biljaka i promicati prinos kod
vecéine poljoprivrednih kultura u razli¢itim tlima i klimatskim regijama (Becking, 1992. Okon
and Labandera-Gonzalez, 1994). Direktne koristi koje biljka ima od benefitnih bakterija
rodova Azotobacter i Azospirillum su poboljSanja u razvoju korijena, povecanje usvajanja
vode 1 mineralnih hraniva, bioloSka fiksacija dusika te dislociranje patogenih gljiva i bakterija
iz rizosfere korijena (Brown, 1974. Okon and Itzigsohn, 1995). Pozitivni ucinci kombinirane
inokulacije leguminoza s bakterijama roda Rhizobium i rodova Azotobacter i/ ili Azospirillum
imaju pozitivan u¢inak na tezinu i broj kvrzica, te na koli¢inu usvojenog dusika (Burns et al.,
1981. Yahalom et al.,, 1987. Rodelas et al., 1996). Nadalje, sojevi roda Azospirillum
poboljsavaju usvajanje P 1/ ili K kod kukuruza, pSenice, sirka 1 rize, te utjeCu na promjenu
ravnoteZze makro 1 mikrohraniva kod pSenice 1 soje. Medutim, takvi u€inci na mineralnu
ishranu mogu znacajno varirati izmedu razli¢itih kombinacija sorata biljaka i bakterijskih
sojeva (Murty and Ladha, 1988. Bashan et al., 1990; Rodelas et al., 1999.). Kombinirana
inokulacija sjemena (Dobbelaere and Okon, 2007.) pospjesSuje usvajanje mineralnih hraniva,
Sto direktno utjee na povecanje duzine korijena. To dovodi do boljeg usvajanja molibdena,
fosfora 1 Zeljeza koji su od iznimne vaznosti za formiranje kvrZica i usvajanje atmosferskog

dusika (Burdman et al., 1998.).

Pokusi su provedeni tijekom 2012. i 2013. godine na dva razlicita tipa tla (Tablica 1.),
koja su se razlikovala po kemijskim i mikrobiolo§kim znacajkama. Pokus je postavljen po
randomiziranom blok rasporedu u 4 ponavljanja i 6 varijanti: A1 — kontrola; A2 — sjeme
tretirano sa bakterijom B. japonicum; A3 — sjeme tretirano bakterijama B. japonicum, A.
brasilense i A. chroococcum; B1 — mineralna gnojidba dusikom na osnovi analiza tla; B2 —

reducirana mineralna gnojidba za 30%; B3 — reducirana mineralna gnojidba za 60%. U
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pokusu je koriStena sorta Ika (Poljoprivredni institut u Osijeku). Gustoca sjetve iznosila je
600.000 biljaka po hektaru uz meduredni razmak od 50 cm. U obje godine istrazivanja ozima
pSenica je bila predusjev. Osnovna gnojidba provedena je u tre¢oj dekadi rujna, dok je

predsjetvena gnojidba provedena sredinom travnja.

Tablica 1. Kemijska svojstva tla

KEMIJSKA SVOJSTVA TIP TLA
TLA

0-30 CM HUMOGLE] EUTRICNO SMEDE TLO
pH(H20) 7,57 6,98
pH(KCL) 6,74 6,17
HUMUS % 2,43 1,92
P,0s (mg/100 g tla) 25,40 20,38
K20(mg/100 g tla) 23,56 18,86

Tablica 2. Gnojidba prema varijantama istrazivanja

TIP TLA
HUMOGLE] EUTRICNO SMEDE TLO
GNOJIDBA | OSNOVNA | PREDSJETVENA | OSNOVNA PREDSJETVENA
DUSIKOM | GNOJIDBA GNOJIDBA | GNOJIDBA GNOJIDBA
N2 [ P20s | K20 [ N2 [ P20s | Ko0 | N2 [ P2Os | K20 [ N2 | P2Os | K20
B1 40 [52 [100 |46 |- - 45 [100 | 150 [49 |- -
B2 28 |52 100322 |- - 31,552 100 | 34,3 |- -
B3 16 |52 |100[184 |- - 18 |52 [100 | 19,6 |- -

B1 — mineralna gnojidba duSikom na osnovi analiza tla; B2 — reducirana mineralna gnojidba

za 30%; B3 — reducirana mineralna gnojidba za 60%

Inokulacija sjemena provedena je neposredno prije sjetve sljede¢im bakterijskim
sojevima: Bradyrhizobium japonicum (DSM No. 30131), Azospirillum brasilense (DSM No.
1690) i Azotobacter chroococcum (DSM No. Section 1 . Agroecology, Ecological Agriculture
and Environment Protection 85 Utjecaj nitrofiksiraju¢ih bakterija na elemente prinosa i

kvalitete soje 2286). B. japonicum kultiviran je na selektivnoj podlozi za rizobium na 26 °C.
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A. brasilense na mediju za Azospirilum na 30 °C, a A. chroococcum na mediju za
Azotobacter na temperaturi od 30 °C. Bakterijski sojevi su naneSeni na sterilizirani treset.
Vlaga mikrobioloskog pripravka iznosila je 55%. Sadrzaj B. japonicum iznosio je 9 x 1010
CFU po gramu treseta, odnosno po 3 x 1010 CFU po gramu treseta svake bakterijske vrste (B.
japonicum, A. brasilense, A. chroococcum) kod kombinirane primjene. Potvrdena je pozitivna
sinergija izmedu bakterijskih sojeva u laboratorijskim uvjetima. Takoder, tijekom prethodne
dvije godine istrazivanja dokazana je kompatibilnost izmedu primjenjene sorte soje i soja B.
japonicum. Nakon Zetve soje odreden je prinos zrna te prosjeCan broj mahuna po biljci.
Sadrzaj proteina u zrnu odreden je metodom po Kjeldahlu. Veli¢ina uzorka bila je 10 biljaka.
Dobiveni rezultati obradeni su primjenom statistickih metoda (analiza varijance, F-testa, LSD

test).

Na temelju dobivenih rezultata istrazivanja (prinos zrna soje, prosjecni sadrZaj
bjelancevina u zrnu), mozemo re¢i da je kod obje varijante primjene nitrofiksirajucih bakterija

dobiven bolji rezultat ispitivanih parametara, u obje godine istrazivanja i na oba tipa tla.

Znacajno visi prosjecni prinos zrna soje (t ha-1), kao i1 prosjecni sadrzaj bjelancevina u
zrmu (%) ostvaren je 2013. godine, jer su vremenski uvjeti 2012. godine bili losi zbog
nedostatka oborina uz visoke temperature tijekom srpnja i kolovoza. Kombinirana inokulacija
sjemena soje bakterijama B. japonicum, A. brasilense i A. chroococcum u svim istrazivanim
varijantama ostvarila je znacajno vise vrijednosti istrazivanih parametara u odnosu na
kontrolnu varijantu i varijantu u kojoj je sjeme tretirano isklju¢ivo simbiotskim bakterijama B
japonicum. Na tipu tla - eutricno smede tlo, bolji rezultati su ostvareni viSom razinom
gnojidbe dusSikom, §to je bilo i za o€ekivati, jer je tlo opcenito losijih kemijskih svojstava (nizi

pH, niZi sadrzaj organske tvari).
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Tablica 3. Prinos zrna soje (t ha-1) na humogleju i eutricnom smedem tlu u 2012. i 2013.
Godini.

TIPTLA
HUMOGLEJ EUTRICNO SMEDE TLO
VARIJANTA 2012 | 2013 | PROSJEK | 2012 | 2013 | PROSJEK | PROSJEK
KONTROLA 319 | 3,40 | 3,30 301 |321 |31l 321
(A1)
A2 | 322 |377 |350 309 |328 | 319 3,35
B1 A3 | 369 |386 |378 315 |349 | 332 3,55
TRE
A2 | 380 |379 |380 343 | 340 | 342 3,61
TIRA
B2 | e [A3 [418 [431 [425 389 | 399 |39 4,10
SIEM [A2 | 384 |360 |372 339 |337 | 338 3,55
B3 | ENA
A3 | 466 |482 | 474 376 |380 |378 4.26
LSD | 0,16 | 0,193 | 0,180 0,140 | 0,160 | 0,158 1,702
0,05
LSD | 0,30 | 0,356 | 0,340 0256 | 0,283 | 0,271 0,301
0,01

B1 — mineralna gnojidba duSikom na osnovi analiza tla; B2 — reducirana mineralna gnojidba
za 30%; B3 — reducirana mineralna gnojidba za 60%; Al — kontrola; A2 — sjeme tretirano sa
bakterijom B. japonicum; A3 — sjeme terirano sa bakterijama B. japonicum, A. brasilense i A.

chroococcum
ZAKLJUCAK

Najbolji prosjecni rezultati ispitivanih parametara na oba tipa tla dobiveni su
kombiniranom inokulacijom sjemena soje nitrofiksiraju¢im bakterijama B. japonicum, A.
brasilense i A. chroococcum. Na tipu tla humoglej bolji rezultati dobiveni su varijantom u
kojoj je reducirana mineralna gnojidba dusSikom za 60%, dok su na tipu tla - eutricno smede

tlo bolji rezultati ispitivanih parametara dobiveni uz redukciju mineralnog dusika za 30%.
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6.2. Utjecaj odredenih vrsta asocijativnih fiksatora dusSika u

proizvodnji kukuruza, pSenice i soje

Cvijanovi€ 1 sur. istrazivali su utjecaj odredenih vrsta asocijativnih fiksatora duSika u
proizvodnji kukuruza i pSenice, kao i simbiotske i asocijativne fiksatore dusika u proizvodnji
soje na osnovne elemente biogenosti zemljiSta pri razli¢itim dozama mineralnog dusika.
Sjeme pSenice inokulirano je smjesom iste koli¢ine razliitih asocijativnih fiksatora vrste
Azotobacter chroococcum, Azospirillum lipoferum, Brijerinckia Derx, Klebsiella planticola.
Kod soje inokulacija sjemena obavljena je smjesom navedenih asocijativnih sa simbioznih
bakterija roda Bradyrhizobium japonicum. Sjeme kukuruza inokulirano je smjesom slijede¢ih
vrsta:  Azotobacter chroococcum, Azotobacter vinelandi, Azospirillum lipoferum,
Pseudomonas, Bacillus subtillis. Uz sve agrotehnicke mjere, obavljene kvalitetno i u
optimalnim rokovima, gnojidbom je dodano: za pSenicu 80, 120, 160 kg N/ha, soju 40, 60, 80
kg N/ha, te kukuruz 60, 90, 120, 150 kg N/ha. Rezultati dobiveni istrazivanjem pokazali su da
je primjena rizobakterija koje fiksiraju atmosferski dusik u ratarskoj i povrtlarskoj kulturi
pogodna. Rizobakterije koje Zive na korijenu leguminoza ili na korijenu neleguminoznih
biljaka utjeCu stimulativno na rast biljaka, te produkciju bioloskih tvari (vitamini, hormoni,
giberelini i1 auksini). Kod kukuruza najveéu brojnost i postotak povecanja ispitivanih
parametara utvrden je pri gnojidbi od 90 kgN/ha, dok je najveci intenzitet disanja tla utvrden
pri dozi od 60 kgN/ha. S povecanjem doza mineralnog dusSika vrijednosti parametara
biogenosti tla bile su niZze. Kod pSenice pri dozi gnojiva sa 80 kg N/ha, utvrdena je najveca
brojnost azotobaktera i intezitet ukupne enzimatske aktivnosti, odnosno disanje tla. Brojnost
azotobaktera se koristi kao indikator biogenosti tla, jer burno reagira na promjenu bilo kojeg
faktora u tlu kao ekosustavu. Na osnovu dinamike oksidoredukcijskih procesa u tlu moze se
utvrditi intenzitet razlaganja svjeZe organske tvari, kao i1 procesa humifikacije, §to utjece na
visinu prinosa i kvalitetu zrna pSenice (Cvijanovi¢ et al., 2007.). Rezultati kod soje pokazali
su najvece vrijednosti ispitivanih parametara pri primjeni 40 kg N/ha $to upravo dokazuje da
je potrebno pri proizvodnji soje obaviti gnojidbu sa koli¢inom mineralnog dusika do 40 kg/ha,
kao startno gnojivo. Ove vrste rizobakterija u biofertilizaciji mogu se primijeniti kao
pojedinacni sojevi odredene vrste ili kao smjesa sojeva jedne ili viSe vrsta u razliitim
formama. Naj¢eS¢e se primjenjuju nanoSenjem na sjeme (inokulacija sjemena) neposredno
pred sjetvu, putem navodnjavanja sustavom kap po kap, ili aplikacijom u tlo. Moraju imati

dobru sposobnost prezivljavanja u novoj sredini, dobre kompetitivne odnose sa biljkom
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domacinom 1 autohtonom mikrobnom populacijom u tlu. Zato se vrsi njihova selekcija u

laboratorijama na osnovu dugogodisnjih istrazivanja u zatvorenim i otvorenim prostorima.

Tablica 4. Utjecaj asocijativnih nitrofiksatora i mineralnog dusika na elemente biogenosti tla

kod kukuruza.

KOLICINA | UKUPAN BROJ | BROJNOST DEHIDROGENAZNA
GNOJIVA | MIKROORGANIZAMA | AZOBAKTERA AKTIVNOST
KG N/HA

10".g soil  Indeksni 10%.g *soil  Indeksni ugTPF.g-1 soil Indeksni

nivo nivo nivo

60 355 100 174 100 526 100
90 412 116,05 180 103,45 438 83,27
120 302 85,07 98 56,32 440 83,65
150 158 44,50 57 32,75 113 21,78
PROSJEK | 291 81,87 112 64,17 330 62,80

Izvor: Cvijanovi¢, G.; Milosevi¢, N.; Branislava T.; Dozet, G; Ivi¢, M. (2007.): Znacaj

primene rizobakterija u biljnoj proizvodnji

Tablica 5. Utjecaj asocijativnih nitrofiksatora i mineralnog dusika na elemente biogenosti tla

kod pSenice (Cvijanovi¢, 2007.).

KOLICINA | UKUPAN BROJ | BROJNOST DEHIDROGENAZNA
GNOJIVA | MIKROORGANIZAMA | AZOBAKTERA AKTIVNOST
KG N/HA

10".g tsoil  Indeksni 10%.g *soil  Indeksni ugTPF.g-1 soil Indeksni

nivo nivo nivo

0 239 100 265 100 553 100
80 254 106 352 132 589 106
120 350 146 272 103 471 85
160 273 114 237 89 553 100
PROSJEK | 292 122 287 108 537 97

Izvor: Cvijanovié, G.; MiloSevi¢, N.; Branislava T.; Dozet, G; Ivi¢, M. (2007.): Znacaj

primene rizobakterija u biljnoj proizvodniji
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Tablica 6. Utjecaj primjene smjese asocijativnih i simbioznih nitrofiksatora i mineralnog

dusika na elemente biogenosti tla kod soje (Cvijanovi¢, 2007.).

KOLICINA | UKUPAN BROJ | BROJNOST DEHIDROGENAZNA
GNOJIVA | MIKROORGANIZAMA | AZOBAKTERA AKTIVNOST
KG N/HA
10.g tsoil  Indeksni 10*.g *soil  Indeksni ugTPF.g-1 soil Indeksni
nivo nivo nivo
0 218 100 378 100 505 100
40 251 115 346 93 549 109
60 180 82 331 87 608 120
80 179 82 266 70 589 117
PROSJEK | 203 92 314 83 582 115

Izvor: Cvijanovi¢, G.; Milosevi¢, N.; Branislava T.; Dozet, G; Ivi¢, M. (2007.): Znacaj

primene rizobakterija u biljnoj proizvodnji

Na osnovu dobivenih rezultata navodi se da je biogenosti tla bila veca primjenom

inokulata sa razli¢itim rizobakterijama pri niZim dozama mineralnog duSika. Rezultati

parametara biogenosti tla su u korelaciji sa rezultatima prinosa uzgojenih biljaka. Najveci

prinos kod kukuruza ostvaren je pri dozi mineralnog dusika od 60 kg N/ha , kod pSenice sa

dozom od 120 kg N/ha, a kod soje pri dozi od 40 kg N/ha. U prosjeku vece doze mineralnog

dusika su negativno utjecale na visinu prinosa uzgajanih biljaka (osim kod pSenice), pa je

navedeno da su velike koli¢ine mineralnog duSika pri inokulaciji ekoloski Stetne 1 ekonomski

neisplative (Cvijanovi¢, 2007.).
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Tablica 7. Utjecaj inokulanata na prinos kukuruza, pSenice i soje.

KUKURUZ PSENICA SOJA
KgN/ha | t/ha | Indeksni | KgN/ha | t/ha | Indeksni | KgN/ha | t/ha | Indeksni

nivo nivo nivo

60 12,39 | 100 0 2,74 | 100 0 2,93 | 100

90 12,28 | 99,11 80 2,90 | 105,83 |40 3,01 |102,7

120 9,21 74,30 120 3,05 |112,96 |60 2,94 | 100,34

150 11,25 | 90,79 160 2,66 | 97,08 80 2,54 | 86,01

PROSJEK | 10,91 | 88,07 PROSJEK | 2,87 | 104,74 | PROSJEK | 2,85 | 97,26

Izvor: Cvijanovi¢, G.; Milosevi¢, N.; Branislava T.; Dozet, G; Ivi¢, M. (2007.): Znacaj

primene rizobakterija u biljnoj proizvodnji
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7. ZAKLJUCAK

Osnovna uloga mikroorganizama je mineralizacija organske tvari, sudjeluju u kruzenju
tvari i energije u prirodi, transformacija organske tvari i stvaranje humusa, a zatim

mineralizacija humusa.

Mikroorganizmi koji imaju pozitivan efekt na biljke ubrajamo u korisnu mikrobnu
populaciju rizosfere, a jedan od najznacajnih mikroorganizama su bioloski fiksatori. Bioloska
fiksacija duSika je proces u kojem posebne skupine mikroorganizama usvajaju elementarni
dusik iz atmosfere i preko enzima nitrogenaze ga reduciaraju do amonijaka. Bioloski fiksatori
dusika procesom vezanja atmosferskog dusika opskrbljuju biljku reduciranim dusikom, a od
nje uzimaju tvari potrebne za svoj razvoj. Asocijativni fiksatori aktivni su na povrSini
korijena, a ovim fiksatorima pripadaju bakterije roda Azotobacter, Azospirillum, Bacillus,

Klebsiella. Bakterije roda Azospirillum i Azotobacter imaju vaznu ulogu kao nitrofiksatori.

Brojnim istrazivanjima doneseni su zakljucci da bakterije roda Azospirillum spp. i

Azotobacter spp. imaju veliki znacaj i ulogu u poljoprivrednoj proizvodnji:
-Svojom aktivnos$éu poticu rast biljaka, a time i poveéanje prinosa;
-Povecavaju usvajanja vode i mineralnih hraniva;

-Utjec€u na brojnost populacije korisnih mikroba,;

-Kombinirane inokulacije leguminoza s bakterijama roda Rhizobium i rodova Azotobacter i/ili

Azospirillum imaju pozitivan u¢inak na tezinu i broj kvrzica, te na koli¢inu usvojenog dusika;
- Proizvodnije siderofora;

- Pogubnog djelovanja na fitopatogene gljive;

- Proizvodi vitamine i enzime;

- Raste dobro uz prisutnost mikoriznih gljiva;

- Stimulira rast i razvoj biljaka;

- Sposobnosti otapanja fosfata u zemilji;

-Utjecu na mikrobioloske procese u tlu
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9.SAZETAK

U prirodi postoji kruzni tok dusika. Iz atmosfera ga usvajaju mikroorganizmi tijekom procesa
koji se naziva fiksacija dusika. Bioloska fiksacija dusika je proces u kojem posebne skupine
mikroorganizama usvajaju plinoviti dusik iz atmosfere i preko enzima nitrogenaze ga
reduciaraju do amonijaka. Nesimbiotski fiksatori dusika pripadnici su roda Azotobacter,
Azospirillum, Bacillus, Klebsiella. Bakterije roda Azotobacter i Azospirillum imaju vaznu
ulogu kao nitrofiksatori opskrbljujué¢i biljke dusikom, poboljSavaju rast i razvoj korijena,
svojom aktivnoS§¢u potiu rast biljaka, povecavaju prinos, proizvode vitamine i enzime,
povecavaju usvajanje vode i mineralnih hraniva, utjeCu na brojnost populacije korisnih
mikroba, a i negativno djeluju na fitopatogene gljive. Sadrzaj bakterija rodova Azotobacter i
Azospirillum, uz celuloliticke mikroorganizme u tlu, predstavlja indikator plodnosti tla. Dobar
mikrobioloski sastav tla ne samo da je preduvjet za visoke prinose, nego i za reduciranje
mineralne gnojidbe i kemijskih pesticida, a $to je s ekonomskog i ekoloskog gledista od

iznimnog znacaja.
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10.SUMMARY

There is a circular flow of nitrogen in nature. During a process called nitrogen fixation micro-
organisms digest it from the atmosphere. Biological nitrogen fixation is a process in which
specific groups of microorganisms adopt gaseous nitrogen from the atmosphere and through
the enzyme nitrogenase reduce it to ammonia. Non-symbiotic nitrogen fixation are members
of the Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Klebsiella genus. Bacterias of the
genusAzotobacter and Azospirillum play an important role as nitrofiksators supplying the
plants with nitrogen, improving growth and development of the root and with its activities
stimulating plant growth, increasing yield, producing vitamins and enzymes, increasing the
adoption of water and mineral nutrients, affecting the population count of beneficial microbes
and the negative affect on phytopathogenic fungi. The content of bacterial
genus Azotobacter and Azospirillum, with cellulolytic microorganisms in the soil, represents
an indicator of soil fertility. Good microbiological composition of the soil is not only a
prerequisite for high yields, but also for the reduction of mineral fertilizers and chemical
pesticides, what is of the great importance from the economic and environmental point of

view.
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Abstract: There is a circular flow of nitrogen in nature. During a process called nitrogen fixation
micro-organisms digest it from the atmosphere. Biological nitrogen fixation is a process in which
specific groups of microorganisms adopt gaseous nitrogen from the atmosphere and through the
enzyme nitrogenase reduce it to ammonia. Non-symbiotic nitrogen fixation are members of
the Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Klebsiella genus. Bacterias of the
genusAzotobacter and Azospirillum play an important role as nitrofiksators supplying the plants with
nitrogen, improving growth and development of the root and with its activities stimulating plant
growth, increasing yield, producing vitamins and enzymes, increasing the adoption of water and
mineral nutrients, affecting the population count of beneficial microbes and the negative affect on
phytopathogenic fungi. The content of bacterial genus Azotobacter andAzospirillum, with cellulolytic
microorganisms in the soil, represents an indicator of soil fertility. Good microbiological composition
of the soil is not only a prerequisite for high yields, but also for the reduction of mineral fertilizers and
chemical pesticides, what is of the great importance from the economic and environmental point of
view.
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