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1. UvOoD
Za zivot, biljkama je neophodna Sunceva energija, voda, te razlicita biljna hraniva. Jedno

od najvaznijih biljnih hraniva je dusik jer ¢e o njemu znacajno ovisiti rast i razvoj biljaka a s
time i koli¢ina i kvaliteta dobivenih prinosa. U prirodi, najvece koli¢ine dusika nalazimo u
atmosferi u molekularnom obliku Ny, ali s obzirom na ¢injenicu da biljke dusik mogu usvajati
u samo dva oblika a to su amonijaéni i nitratni, one sav ovaj dusik iz atmosfere nisu u

mogucnosti iskoristiti.

Procesi fiksacije duSika definiraju se kao procesi vezanja molekularnog dusika u nove
spojeve, ¢ime duSik postaje raspoloziv da bude iskoriSten od strane mikroorganizama ili
biljaka. Procese fiksacije dusika mozemo podijeliti na dvije osnovne skupine, a to su abiotska
kod koje razlikujemo prirodnu i umjetnu, te biotska ili bioloska kod koje razlikujemo

asimbiotsku, asocijativnu i simbiotsku fiksaciju dusika.

Za poljoprivrednu proizvodnju najznacajnija je simbiozna fiksacija dusika i to upravo ona
koja nastaje kao rezultat simbioze izmedu biljka iz porodice Leguminosae (mahunarke ili
leguminoze) i kvrzi¢nih bakterija iz rodova Rhizobium i Bradyrhizobium jer se putem ovih
simbioznih odnosa fiksiraju najvece koli¢ine dusika. Genetski faktor oba ova simbionta
ukljuceni su u njihovo medusobno prepoznavanje, infekciju, nodulaciju odnosno formiranje
korijenovih kvrzica ili nodula, te odvijanje samog procesa fiksacije dusika iz atmosfere. Ovaj
proces omogucuje prevodenje dusika iz molekularnog oblika (N;) u amonija¢ni oblik (NH3),
te na taj nacin biljkama nedostupan dusik sada postaje dostupan te ga mogu iskoristiti za svoje

razli¢ite potrebe.

Uzgoj leguminoznih usjeva, koji zive u simbiozi s kvrzi¢nim bakterija pa prema tome
imaju 1 sposobnost fiksacije dusika, ima mnogobrojne i ekonomske i1 ekoloSke pogodnosti te
je iz tog razloga njihov uzgoj postao jedan od osnovnih nacela na kojima se temelji ekoloSka
poljoprivredna proizvodnja. Ekoloska poljoprivredna proizvodnja, za razliku od klasi¢ne
konvencionalne poljoprivredne proizvodnje, teZi smanjenju negativnih posljedica na okolis te
ocuvanju prirodnih bogatstva i prirode u cijelosti, cemu se znacajno doprinosi i uzgojem

razli¢itih leguminoznih usjeva.

2. OSNOVE ISHRANE BILJA
Biljkama je za Zivot neophodna Sunceva energija te raznovrsna biljna hranjiva koja im

omogucuju transformaciju nezive, neorganske tvari u zivu odnosno organsku tvar. Biljke

usvajaju hranjiva koja su im potrebna (Slika 1.), u razli¢itim kemijskim oblicima, kao



neutralne nenabijene molekule, te kao ione, pozitivno nabijene katione i negativno nabijene
anione. Egzaktnim pokusima na vodenim kulturama, gdje je moguée potpuno izostaviti
pojedine elemente ishrane, utvrdeno je da je za Zivot visih biljaka neophodno 17 kemijskih
elemenata (Vukadinovi¢ i Loncari¢, 1997.). Svi ti elementi se zajedno nazivaju neophodni ili
esencijalni elementi, a oni se mogu, ovisno o koli¢ini u kojima su potrebni biljkama podijeliti
na: makroelemente (C, O, H, N, P, K, S, Ca, Mg, Fe) i mikroelemente (B, Mn, Zn, Cu, Mo,
Cl, Ni). Prisutnost makroelemenata najéesce je veca od 0,1% dok mikroelementi ine tek 10™
do 10™ % izraZeno na suhu tvar biljke. Sve biljne vrste, sa samo nekoliko iznimaka, imaju
jednake zahtjeve za elementima ishrane, §to ukazuje na male biokemijske promijene Zive tvari
tijekom filogeneze, nasuprot znatnoj morfoloskoj evoluciji biljne grade (Vukadinovi¢ i

Loncari¢, 1997.).
| H
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Slika 1. Raznovrsna biljna hraniva
(Izvor: www.environmentplants.blogspot.com/)

Rast 1 razvoj biljaka a s time 1 koli¢ina 1 kvaliteta njithova prinosa, ovisit ¢e o razli¢itim
vanjskim utjecajima kao S$to su svojstva tla (fizikalna, kemijska, bioloSka), svojstva klime
(temperatura, koli¢ina padalina) i sli¢no, ali ona velikim dijelom ovise 1 0 usvajanju elemenata
biljne ishrane, njihovom raspodjelom unutar biljke, te ugradnjom u organsku tvar. Sva ta
biljna hranjiva u prirodi nalazimo u razli¢itim oblicima jer su ona vrlo podloZzna promjenama
odnosno prelasku iz jednog oblika u drugi, te ¢e upravo o tome ovisiti raspoloZivost pojedinog
biljnog hranjiva biljkama u odredenom trenutku. Promijene oblika raspoloZivosti hranjiva
nazivaju se jednim imenom dinamika hranjiva u tlu (Vukadinovi¢ i Loncari¢, 1997.). Pod
pojmom mobilizacija podrazumijevaju se svi procesi koji uzrokuju prijelaz nepristupa¢nih
oblika hranjiva u pristupa¢ne odnosno raspolozive oblike hranjiva, dok nasuprot tome, pod
pojmom imobilizacije podrazumijevamo suprotan proces. Dakle, mobilizacija i imobilizacija
su sinonimi za sve procese u tlu koji vode promjeni bioraspolozivosti hranjiva (Vukadinovi¢ 1

Loncari¢, 1997.).

Uz dovoljne koli¢ine Sunceve svijetlosti 1 vode, duSik je najznacajniji ogranicavajuci
¢imbenik o kojem ¢e ovisiti rast 1 razvoj biljaka a s time 1 koli¢ina 1 kvaliteta prinosa svih
poljoprivrednih kultura. Suha tvar biljaka u prosijeku sadrzi izmedu 2 i 5% dusika

(Vukadinovi¢ i Loncari¢, 1997.). Dusik se u biljkama tijekom ¢itave njihove vegetacije
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ugraduje u organsku tvar pri ¢emu se obavlja transformacija anorganskog oblika u organski
oblik pa je raspolozivost dusika zbog velike potrebe i nedovoljne mobilizacije Cesto
ograni¢avajuci Cinitelj rasta, razvoja i na kraju samog prinosa. Biljke usvajaju dusik samo u
dva oblika: nitratni NO3™ i amonijaéni NHy4" oblik (Slika 2.). Usvajanje oba oblika dusika je

aktivan proces S$to znaci da se pri usvajanju ovih iona trosi odredena energija.

= e 25
Slika 2. Oblici dusika koji mogu usvojiti biljke
(Izvor: www.nitrogenfree.com/problem/nitrogen_cycle.php.html)

Uloga dusika u biljkama je vrlo raznolika jer on predstavlja vaznu komponentu mnogih
genetskih, strukturnih i metabolickih spojeva u biljnim stanicama. Dusik je sastavni dio
nukleinskih kiselina koje sudjeluju u pohrani, prijenosu i ekspresiji geneticke informacije.
Dusik je sastavni dio aminokiselina koje izgraduju sve bjelancevine odnosno proteine ¢ija
uloga moze biti strukturna (kao osnovni gradevni element raznovrsnih struktura) i
metabolickih (kao §to su razli¢iti hormoni i enzimi). Nadalje, dusik sudjeluje u izgradnji
fotosintetskog pigmenta klorofila koji biljkama omogucuje proces fotosinteze. Prema tome,
dusik je jedan od elemenata koji su neizostavni za zivot svih zivih organizama, pa se upravo
zbog toga u agrokemiji odnosno ishrani bilja ulazu veliki napori u istrazivanju ovog elementa.
Opskrbljenost biljaka potrebnim koli¢inama dusika ima izuzetan znacaj u tvorbi prinosa i
njegove kakvoce (Vukadinovi¢ i Loncari¢, 1997.). Nedostatak dusika u tlu moze imati
visestruke posljedice za biljku. Biljke koje tijekom svoje vegetacije nisu imale dostupne
potrebne koli¢ine dusika najéeSée karakterizira usporen rast i razvoj, formiranje kratkih i
tankih izbojaka, listovi su kra¢i i uzi najc¢esce blijedozelene do Zute boje zbog manjeg sadrzaja
klorofila sto kao direktnu posljedicu ima manji intenzitet fotosinteze. Sve to na kraju rezultira

smanjenom kvantitetom i kvalitetom ocekivanog prinosa.

U prirodi, dusSik je najzastupljeniji u atmosferi, gdje plinoviti N, ¢ini ¢ak 78,1%
(Vukadinovi¢ 1 Loncari¢, 1997.). Nazalost, N je neupotrebljiv za vecinu Zivih organizama.
Biljke, zivotinje i mikroorganizmi mogu uginuti zbog nedostatka dusika, okruzeni N, kojeg

ne mogu upotrijebiti (Lindemann i Glover, 2003.). U tlu, dusik nalazimo u tri osnovna oblika:
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kao sastavni dio organskih spojeva, te kao anorganski spojevi kao $to su nitratni NOgs i
amonijaéni NH;" ioni. Organski spojevi s dusikom potjecu od nepotpuno razlozenih biljnih i
zivotinjskih ostataka ali i onih potpuno razlozenih koji sudjeluju u stvaranju humusa u tlu.
Anorganski spojevi s dusikom, koji su zapravo i jedini oblici dusika koji su na raspolaganju
da budu iskoriSteni od strane biljaka, ¢ine samo maleni dio od ukupne koli¢ine dusika u tlu
tako da su te koli¢ine uglavnom nedovoljne za dobru odnosno potpunu ishranu prilikom
uzgoja poljoprivrednih kultura. U poljoprivrednim tlima ukupna koli¢ina dusika je najcesce
0,1-0,3%, od cega je za ishranu bilja pristupacno tijekom jedne vegetacijske sezone svega 1
do 3% (Vukadinovi¢ i Loncari¢, 1997.). Upravo zbog toga, u suvremenoj poljoprivrednoj
proizvodnji koja tezi postizanju visokih prinosa uzgajanih poljoprivrednih kultura, aplikacija
dusika u obliku razli¢itih vrsta gnojiva postala je neophodna i neizostavna agrotehnicka mjera
jer koli¢ine dusika koje su u tlu dostupne, u pravilu nisu dovoljne za postizanje zeljenih
prinosa. Biljke inace rijetko kada mogu iskoristiti vise od 50% dusika koji se doda gnojidbom.
Ostatak dusika se veze na organsku tvar tla, ispere u podzemnu vodu, ili ishlapi u zrak (Znaor,

1996.).

Dusik je zbog svojih specificnih kemijskih svojstava vrlo podlozan reakcijama
transformacije odnosno neprestanom prelasku iz jednog oblika u drugi, te na taj na¢in dusik
kruzi u prirodi. KruZenje dusika u prirodi mozemo podijeliti na nekoliko odvojenih reakcija
koje su medusobno povezane u ciklus. Osnova ciklusa kruzenja dusika u prirodi je njegov
prijelaz iz anorganskih spojeva u organske spojeve i obratno. Ciklus kruzenja dusika sastoji se
od nekoliko nizova transformacija koje mogu uzrokovati gubitke biljkama pristupacnih oblika
dusika iz tla. Najznacajniji putovi gubitka biljkama pristupa¢nog dusika iz tla su ispiranje,
volatizacija, denitrifikacija i iznoSenje usjevima. Ispiranjem dolazi do gubitka nitratnih oblika
dusika iz tla koji se vrlo lako ispiru vodom koja se neprestano procjeduje kroz tlo, Sto moze
dovesti do ozbiljnih problema onecis¢enja nadzemnih i podzemnih voda. Ova je pojava
izrazenija kod porozne strukture tla i u uvjetima povisene vlaznosti tla. Isparavanjem ili
volatizacijom moze doéi do gubitaka dusika u obliku amonijaka. Amonijski ion NH4" je
svojim pozitivnim nabojem vezan za Cestice tla, no u odredenim uvjetima u tlu on moze
izgubiti dodatni vodikov H" ion i preéi u neutralni amonijak NH3 koji se zbog nedostatka
elektricnog naboja ne povezuje s Cesticama tla i zbog toga lako izgubi. Ova pojava znacajno
ovisi o pH reakciji tla jer su gubici amonijaka u tlima luZnate reakcije znacajno ve¢i nego kod
tla neutralne ili kisele reakcije. Uzrok negativne bilance duSika u tlu takoder moze biti i

proces denitrifikacije u kojem se djelovanjem mikroorganizama nitrati NO3™ reduciraju do



elementarnog dusika N, koji se onda gubi iz tla, te se na taj nacin tlo osiromasuje ovim
hranjivom. Osim toga, odredene koli¢ine dusika mogu se izgubiti iznoSenjem usjeva nakon
berbe ili zetve pri ¢emu se duSik koji je ugraden u uzgajane poljoprivredne kulture u

potpunosti uklanja i odnosi s poljoprivrednih povrSina.

U klasi¢nim konvencionalnim poljoprivrednim proizvodnim sustavima cilj je ostvariti
visoke prinose, visoke kvalitete. Kako bi se to postiglo, uzgajanim poljoprivrednim kulturama
se tijekom cijele njihove vegetacije moraju osigurati optimalni uvjeti, a jedan od njih je
osiguravanje dovoljne koli¢ine pojedinih hranjiva. Dusik je jedan od esencijalnih
makroelemenata, neizostavnih biljnih hranjiva jer njegov nedostatak uzrokuje usporen i
smanjen rast i razvoj biljaka sto na kraju rezultira smanjenom koli¢inom i kakvo¢om njihova
prinosa. S obzirom da je dusik zbog svojih kemijskih svojstava i moguénosti transformacije
vrlo podlozan gubicima iz tla potreba za njegovom nadoknadom postala je sve veca.

Globalna potro$nja dusi¢nih gnojiva povecala se sa 8 na 17 kg ha™

na poljoprivrednim tlima
u periodu od 15 godina od 1973 do 1988 godine (FAO, 1990.). Znacajno povecanje potro$nje
dusi¢nih gnojiva pojavilo se i u razvijenim zemljama i u zemljama u razvoju (Peoples i sur.,
1995.). Predvida se da ¢e potreba za dusi¢nim gnojivima i dalje rasti u buduénosti (Subba-
Rao, 1980.); medutim, sa sadasnjom tehnologijom za proizvodnju gnojiva i neucinkovitim
metodama za primjenu gnojiva, kako ekonomski tako i ekoloski troSkovi upotrebe ovih

gnojiva na kraju ¢e postati previsoki (Zahran, 1999.).

Povecan interes za ekologiju okoliSa potaknuo je razvoj ekoloske poljoprivredne
proizvodnje, koja za razliku od klasi¢ne konvencionalne poljoprivrede, koju karakterizira
prekomjerno i neracionalno troSenje neobnovljivih prirodnih resursa kao i koristenje
agrokemikalija, ne ostavlja trajne Stetne posljedice za okolis i ne remeti cjelokupni ekosustav.
Kao osnovni ciljevi ekoloske poljoprivrede isti¢u se proizvodnja visokokvalitetne hrane, uz
ocuvanje prirodnih ekosustava, poticanje prirodnih procesa unutar njih, koristenje obnovljivih

prirodnih resursa te smanjenje onecis¢enja pa time i degradacije okolisa.

3. PROCESI FIKSACIJE DUSIKA
Opcenito, svaki proces fiksacije duSika se smatra procesom vezanja elementarnog

odnosno molekularnog dusika (N,) iz atmosfere u spojeve koji su onda raspolozivi
mikroorganizmima i biljkama da ih iskoriste za svoje potrebe. Atmosferski dusik je zbog
trostruke veze izmedu dva atoma dusika vrlo stabilan pa je zbog toga i vrlo inertan te ¢e tesko

kemijski reagirati s drugim elementima. Procesi fiksacije dusika omogucuju razdvajanje



dusikovih atoma iz molekule kako bi se oni mogli kemijski vezati s drugim elementima
stvarajuci pri tome razli¢ite druge spojeve. Fiksacija atmosferskog dusika je najvaznija
komponenta u ciklusu kruzenja dusika u prirodi, sa posebnim znacajem za poljoprivrednu
proizvodnju, narocito u podru¢jima s niskom plodnosc¢u tla. Procese fiksacije duSika moZzemo

podijeliti na dvije osnovne skupine, a to su abiotska i biotska (bioloska) fiksacija dusika.

3.1. Abiotska fiksacija dusika
Abiotska fiksacija duSika je fiksacija duSika koja se odvija bez prisutnosti

mikroorganizama. Razlikujemo dva tipa, a to su prirodna i umjetna abiotska fiksacija dusika.

3.1.1. Prirodna abiotska fiksacija dusika

To je prirodan i spontan proces kojeg iniciraju odredeni uvjeti u atmosferi. Prilikom
olujnog nevremena, sijevanje munja uzrokuje raspadanje molekula dusika na atome koji se
nakon toga vezu s kisikom stvaraju¢i duSikove okside. Novonastali dusikovi oksidi se u
dodiru s molekulama vode tope pri ¢emu nastaje dusi¢na kiselina koja putem oborina dolazi

na tlo.

3.1.2. Umjetna abiotska fiksacija dusika

Taj umjetan proces, iniciran i kontroliran od strane ¢ovjeka, izvodi se u industrijskim
postrojenjima, te se naziva Haber-Boschov postupak. U ovom procesu koristi se elementarni
molekularni dusik iz atmosfere koji se u uvjetima visoke temperature i tlaka uz prisutnost
odredenog katalizatora prevodi u amonijak. Ovim postupkom proizvode se razli¢ita dusi¢na
gnojiva u koli¢inama od oko 500 milijuna tona godiSnje. Haber-Boschov postupak je od
izuzetne vaznosti jer SU gnojiva proizvedena iz amonijaka odgovorna za odrzavanje jedne

tre¢ine svjetske populacije (Wolfe, 2001.).

3.2. Biotska (bioloska) fiksacija dusika

Biotska odnosno bioloska fiksacija dusika su procesi posredovani samo odredenim
skupinama mikroorganizama koji imaju sposobnost usvajati elementarni molekularni dusik iz
atmosfere te ga reducirati do amonijaka koji onda postaje dostupan za usvajanje i koriStenje

drugim mikroorganizmima 1 viSim biljkama.

Organizmi koji mogu fiksirati duSik odnosno prevesti stabilan plinoviti duSik iz
atmosfere u bioloski iskoristiv oblik, svi pripadaju bioloskoj skupini organizama poznati kao

prokarioti (Zahran, 1999.). Prokarioti su jednostani¢ni organizmi jednostavnije stani¢ne grade,
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zivotnim sredinama pa se zbog toga i smatraju najrasprostranjenijim organizmima u prirodi.
Na osnovu klasifikacije mogu se podijeliti na Eubacteria ili Bacteria (eubakterije ili prave
bakterije) i Archaebacteria ili Archaea (arheobakterije ili arheje). Siroki raspon organizama
ima sposobnost fiksiranja dusika, medutim, tu sposobnost ima samo vrlo mali udio vrsta; oko
87 vrsta u dva roda Archaea, 38 rodova bakterija i 20 rodova cijanobakterija su identificirani
kao diazotrofi odnosno organizmi koji imaju sposobnost fiksiranja dusika (Dixon i Wheeler,
1986.; Sprent i Sprent, 1990.; Zahran i sur., 1995.). Ovakva velika raznolikost fiksatora
dusika osigurava da ¢e vecina ekoloskih niSa sadrzavati barem jedan ili dva predstavnika od
ovih vrsta organizama te da ¢e se uz pomo¢ njih izgubljeni dusik uvijek moé¢i nadoknaditi
(zahran, 1999.).

Bioloska fiksacija dusika predstavlja obnovljiv izvor dusika za poljoprivredu (Peoples
i sur., 1995.). Ukupni godis$nji unosi dusika u tlo koji su rezultat bioloske fiksacije dusika
kre¢u se u rasponu od 139 milijuna do 175 milijuna tona dusika (Burns i Hardy, 1975.; Paul,
1988.). Ovi podaci upucuju na znacaj bioloske fiksacije dusSika i njenog doprinosa kako u
ciklusu kruzenja dusika u prirodi pa tako i u poljoprivrednim proizvodnim sustavima. Prosiren
interes za ekologiju preusmjerio je pozornost prema c¢injenici da je bioloSka fiksacija duSika
ekoloski dobrocudan i povoljan proces i da njegovo koriStenje moZe smanjiti upotrebu
fosilnih gnojiva i moze pomo¢i u poSumljavanju i restauraciji produktivnosti zloupotrebljenih
podrucja (Burris, 1994.; Sprent i Sprent 1990.). U svijetu, mnoga tla su degradirana i krajnje
je vrijeme da se zaustavi destruktivno koriStenje tla te pokrene institucionalizacija obrata
degradacije tla odnosno remedijacije tla (Burris, 1994.). Kljuénu ulogu u tome mogla bi imati
bioloska fiksacija dusika (Zahran, 1999.).

Biotsku odnosno biolosku fiksaciju dusika mozemo podijeliti prema odnosu izmedu

biljaka i mikroorganizama na asimbiotsku, asocijativnu i simbiotsku fiksaciju dusika.

3.2.1. Asimbiotska fiksacija duSika

Asimbiotska fiksacija duSika obuhvaca procese fiksacije duSika posredovane
odredenim skupinama mikroorganizama koji Zive slobodno u vodi ili u tlu. Ti mikroorganizmi
imaju sposobnost samostalne fiksacije plinovitog dusika iz atmosfere, znaci bez interakcije s
drugim mikroorganizmima ili biljkama. Energiju za ove procese dobivaju iz organske tvari
tla, odnosno iz ugljikohidrata, to¢nije iz monosaharida. Asimbiotski fiksatori dusika su vrlo

Siroko rasprostranjeni a njihova zastupljenost u tlu ovisi o karakteristikama, odnosno
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fizikalnim i kemijskim svojstvima tla. Na njihovu brojnost i aktivnost utjece cijeli niz
ekoloskih ¢imbenika kao Sto su: pH reakcija zivotne sredine (optimalna je neutralna pH
reakcija), temperatura (optimalna temperatura je izmedu 15 1 25° C), koli¢ina kisika (razli¢ite
vrste mikroorganizama imaju razli¢ite zahtjeve prema kisiku), sadrzaj vode (takoder moze biti
limitiraju¢i ¢imbenik jer su odredene vrste osjetljive na sadrzaj vode u tlu), sadrzaj organske
tvari (obzirom da asimbiotski fiksatori dusika kao izvor energije za fiksaciju dusika iz
atmosfere koriste organsku tvar tla, sadrzaj ugljikohidrata, osobito monosaharada u tlu
znacajno ¢e utjecat na njihovu brojnost i aktivnost), te sadrzaj mikroelemenata (za njihov
metabolizam osobito je vazna prisutnost razli¢itih mikroelemenata). Asimbiotsku fiksaciju
dusika s obzirom na zahtjeve mikroorganizama prema Kkisiku dijelimo na aerobnu,

fakultativno anaerobnu i anaerobnu fiksaciju dusika.

3.2.1.1. Aerobna asimbiotska fiksacija dusika
Za aerobnu asimbiotsku fiksaciju dusika potrebni su aerobni uvjeti, odnosno prisutnost
dovoljne koli¢ine kisika. Najznacajniji predstavnici su baterije iz rodova: Azotobacter,

Azomonas, Azospirillum, Derxia i Pseudomonas.

3.2.1.2. Fakultativno anaerobna asimbiotska fiksacija dusika

Fakultativna anaerobna fiksacija dusika moze se odvijati i u aerobnim i u anaerobnim
uvjetima jer prisutnost kisika za ove procese nije neophodna. Najznacajniji predstavnici su
bakterije iz rodova: Bacillus i Enterobacter. U carstvu bakterija vazno je spomenuti i koljeno
Cyanobacteria odnosno cijanobakterije ili modrozelene alge jer mnogi predstavnici rodova

Anabena i Nostoc takoder imaju sposobnost fiksiranja dusika iz atmosfere.

3.2.1.3. Anaerobna asimbiotska fiksacija duSika

Za anaerobnu asimbiotsku fiksaciju dusika nije potrebna prisutnost kisika jer se ona
odvija u anaerobnim uvjetima. Mikroorganizmima su za ove procese potrebni lako pristupacni
organski spojevi kao S§to su monosaharidi, disahridi i organske Kkiseline. Najvazniji

predstavnici su bakterije iz roda Clostridium.

3.2.2. Asocijativna fiksacija duSika
Asocijativna fiksacija dusika predstavlja prijelazni oblik izmedu asimbiotske fiksacije
dusika 1 simbiotske fiksacije duSika. Asocijativni fiksatori duSika su odredene vrste bakterija

koje zive i djeluju na samoj povrsini korijena biljaka oko kojeg stvaraju vrlo tanku i finu



ovojnicu. Ove bakterije pokazuju odredeni stupanj specificnosti prema pojedinim biljnim
vrstama, jer ¢e odredeni sojevi bakterija nastaniti i biti aktivni na korijenu samo nekoliko
odredenih vrsta biljaka. Kod asocijativne fiksacije dusika, i bakterije i biljke uzivaju
pogodnosti koje su rezultat ovog meduodnosa. Bakterije kao izvor energije uglavnom koriste
razli¢ite biljne eksudate koji se korijenovim sustavom otpustaju u tlo, dok zauzvrat, biljke
mogu koristiti fiksirani dusik iz atmosfere kojim se obogacuje rizosfera oko njihovog
korijenovog sustava. Na brojnost i aktivnost bakterija koje vr$e asocijativnu fiksaciju dusika
¢e osim razli¢itih ekoloSkih uvjeta utjecati i sama biljka svojim eksudatima, a koli¢ina
fiksiranog dusika ovisiti ¢e 0 vrsti bakterije, o vrsti biljke, te o razli¢itim ekoloskim uvjetima
stani$ta. Najznacajniji asocijativni fiksatori duSika su bakterije iz rodova: Azospirillum,

Azotobacter, Derxia i Klebsiella.

3.2.3. Simbiotska fiksacija duSika

Nedostatak mineralnog oblika dusika u tlu vrlo ¢esto ograniava rast biljaka, pa su se
upravo zbog toga razvili simbiotski odnosi izmedu biljaka i raznovrsnih organizama sa
sposobnoscu fiksiranja dusika (Freiberg i sur., 1997.). Upravo najucinkovitiji fiksatori dusika
uspostavljaju simbiozu s visim biljkama (Mylona i sur., 1995.). Postoje razliCiti tipovi
simbiotske fiksacije dusika koji se medusobno razlikuju prema pojedinim ¢lanovima
simbiotskih odnosa, jer razliCite vrste bakterija stvaraju simbiotsku interakciju s razli¢itim
vrstama biljaka.

Najznacajniji tip simbiotske fiksacije dusika za poljoprivredna tla je fiksacija duSika
koja nastaje kao rezultat simbioze izmedu bakterija iz rodova Rhizobium i Bradyrhizobium s
vec¢inom biljka iz porodice Fabaceae ili Leguminosae (mahunarke ili leguminoze) (Slika 3.).
Ovaj tip simbioze predstavlja primarni izvor fiksiranog duSika u svim kopnenim sustavima 1

moze osigurati viSe od polovice fiksiranog dusika iz bioloskih izvora (Tate, 1995.).



Slika 3. Simbiotski odnos izmedu leguminoza i kvrzi¢nih bakterija
(I1zvor: www.bbc.co.uk/bitesize/standard/chemistry/plasticsandothermaterials/)

Simbiotska fiksacija duSika je inicirana i odrzana aktivnom izmjenom kemijskih
signala izmedu biljke domacina i bakterija tla (Fox i sur., 2007.). Genetski faktori oba
simbionta sudjeluju u stvaranju simbiotskog odnosa Kkoji zapoc¢inje medusobnim
prepoznavanjem bakterije i biljke nakon ¢ega slijedi infekcija biljaka bakterijama s§to na kraju
rezultira nodulacijom odnosno formiranjem kvrzica ili nodula na korijenovom sustavu biljaka
unutar kojih ¢e se odvijati procesi simbiotske fiksacije atmosferskog dusika. Proces fiksacije
dusika zahtjeva prisutnost enzima nitrogenaze koji djeluje kao katalizator za reakciju podijele
molekule dusika i njegove promjene u amonijak i osigurava za to potrebnu energiju i
elektrone (Postgate, 1982.).

Simbiotski odnos temelji se na uzajamnoj koristi oba ¢lana simbioze. Sposobnost
fiksacije atmosferskog dusika proizlazi iz simbiotskih interakcija izmedu leguminoza i
bakterija u kojem leguminoze kroz produkte fotosinteze opskrbljuju bakterije ugljikom
odnosno energijom, dok za uzvrat bakterije opskrbljuju leguminoze dusikom uglavnom u
obliku amonijaka (Howard i Rees, 1996.). Prema tome, bakterije koriste translocirane
produkte fotosinteze biljaka te se na taj nacin opskrbljuju nutrijentima s ugljikom Kkoji
predstavljaju izvor energije potrebne za procese fiksacije atmosferskog dusika, dok se biljke
opskrbljuju novonastalim proizvodima fiksacije dusika odnosno reduciranim duSikom u
obliku amonijaka. Struktura zrelih nodula, unutar kojih se odvija ova fiksacija, razvijena je
kako bi udovoljila izmjeni nutrijenata izmedu oba partnera simbioze (Mylona i sur., 1995.).

Pregled povijesti istrazivanja bioloske fiksacije duSika pokazuje da je interes
uglavnom bio usmjeren na simbiotski sustav biljaka iz porodice leguminoza i bakterija iz roda

Rhizobium, zbog toga §to ove asocijacije imaju najveci kvantitativni utjecaj na ciklus kruzenja
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dusika u prirodi (Zahran, 1999.). Unosi u kopnene ekosustave od bioloske fiksacije dusika
odnosno od simbioznog odnosa izmedu biljaka iz porodice leguminoza i bakterija iz roda
Rhizobium iznose najmanje 70 milijuna tona dusSika godiSnje (Brockwell i sur., 1995.).
Upravo zbog toga, ovi simbiozni odnosi su od najveéeg znaCenja za poljoprivredu, jer

omogucuju obogacivanje poljoprivrednih tala dusSikom porijeklom iz atmosfere.

Ucinkovita simbiotska fiksacija duSika moze zna¢ajno smanjiti potrebu za umjetnim
dusi¢nim gnojivima. Koristenje simbiotske fiksacije dusika kojom bi se smanjila ovisnost 0
komercijalnim duSi¢nim gnojiva, osim ekonomske koristi, ima koristi i za ekologiju okoliSa
(Fox i sur., 2007.). Proizvodnja dusi¢nih gnojiva i njegova primjena na poljoprivredna tla, ima
raznovrsne negativne posljedice za okoli§ odnosno na prirodne ekosustave. Sam proces
proizvodnje dusi¢nih gnojiva zahtjeva koristenje neobnovljivih izvora energije ¢ije su koli¢ine
u prirodi ograni¢ene. U ovim procesima koriste se fosilna goriva kao §to su prirodni ili zemni
plin i ugljen ¢ijim koriStenjem odnosno sagorijevanjem u industrijskim postrojenjima dolazi
do stvaranja i oslobadanja ugljik dioksida. Ugljik dioksid je jedan od najznacajnijih
stakleni¢kih plinova i poveéanje njegovih koncentracija u atmosferi dovodi do antropogenih
klimatskih promjena. S druge strane, dugoro¢na primjena du$iénih gnojiva na
poljoprivrednim tlima uzrokuje degradaciju tla, odnosno naruSavanje njegovih fizikalnih,
kemijskih 1 bioloskih svojstava, zagadenje podzemnih i1 nadzemnih voda te njihovu
eutrofikaciju. Prema tome, proizvodnja i primjena dusi¢nih gnojiva je ekonomski i energetski
vrlo zahtjevna 1 dovodi do vrlo ozbiljnih 1 zabrinjavaju¢ih problema ugrozavanja prirodnih
ekosustava. Simbioza izmedu bakterija Rhizobium ili Bradyrhizobium i leguminoza
predstavljaju jeftiniju 1 vrlo cesto ucinkovitiju agronomsku praksu za osiguravanje
odgovarajue opskrbe duSikom za proizvodnju usjeva 1 paSnjaka temeljenih na
leguminozama, nego $to je to aplikacija dusicnih gnojiva. Povecanje prinosa usjeva zasadenih
nakon Zetve leguminoza su Cesto jednake onima koje se ocekuju nakon primjene 30 do 80 kg
dusi¢nih gnojiva ha™ (Zahran, 1999.). Koristenjem simbiotske fiksacije dusika ovih simbionta
kao osnovnog izvora duSika u poljoprivrednoj proizvodnji imat ¢e mnogobrojne pozitivne
ucinke ali ¢e se na taj nacin izbjeéi negativne posljedice proizvodnje i aplikacije dusi¢nih

gnojiva.

Koli¢ine dusika fiksirane u simbiozi izmedu biljaka iz porodice leguminoza i bakterija
Rhizobium ili Bradyrhizobium su od najveéeg znacaja kako u ciklusu kruzenja dusika u
prirodi tako i u poljoprivrednim proizvodnim ciklusima. No ova ogromna koli¢ina morat ¢e

biti jo§ dodatno povecana sukladno s povecanjem svjetske populacije i smanjenjem prirodnih
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izvora koja su potrebna za proizvodnju dusi¢nih gnojiva. Ovaj ¢e se cilj posti¢i kroz razvoj
vrhunskih sorti leguminoza, poboljSanja postojece poljoprivredne prakse i1 povecanje
efikasnosti samog procesa fiksiranja dusika boljim upravljanjem simbiotskih odnosa izmedu

biljaka i bakterija (Zahran, 1999.).
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4. OPCE OSOBINE CLANOVA SIMBIOTSKE FIKSACIJE DUSIKA ZNACAJNIH
ZA POLJOPRIVREDNU PROIZVODNJU
Najznacajnija biotska odnosno bioloska fiksacija dusika za poljoprivrednu proizvodnju

je simbiozna fiksacija dusika koja nastaje kao rezultat simbioze kvrzi¢nih bakterija s ve¢inom

biljka iz porodice Leguminosae. Prema tome, ¢lanovi ovih simbiotskih odnosa su:

4.1. Kvrizi¢ne bakterije

Kvrzicne bakterije su bakterije tla koje imaju jedinstvenu sposobnost inficiranja
korijenovih dla¢ica na korijenu biljaka iz porodice leguminoza, uslijed ¢ega dolazi do
infekcije 1 nodulacije, odnosno stvaranja kvrzica ili nodula. Kvrzice ili nodule su
specijalizirane strukture na korijenovom sustavu biljaka leguminoza u kojima su smjesStene
kvrzi¢ne bakterije sa sposobnosc¢u fiksiranja atmosferskog dusika. Morfologija i fiziologija
ovih bakterija ¢e se razlikovati kod slobodno Zivuéih uvjeta i kod bakterioida u kvrzicama
(Mishra 1 Dadhich, 2010.). Kvrzi¢ne bakterije pripadaju redu Rhizobiales s najznacajnijim
porodicama Bradyrhizobiaceae s rodom Bradyrhizobium i Rhizobiaceae s rodom Rhizobium.

4.1.1. Rod Bradyrhizobium

Rod Bradyrhizobium obuhva¢a gram-negativne bakterije tla od kojih mnoge imaju
sposobnost stvaranja simbiotskih odnosa s biljkama iz porodice leguminoza i sposobnost
fiksacije dusika. Bakterije iz ovog roda mogu stvarati specifi¢ne ili nespecificne simbiotske
odnose (Somasegaran, 1994.). Kod specificne simbioze, simbiotski odnosi se stvaraju samo
jednom odredenom vrstom iz porodice leguminoza, dok kod nespecificne simbioze simbiotski
odnosi se mogu stvarati s viSe vrsta iz porodica leguminoza. Bakterije iz ovog roda noduliraju

leguminoze veéinom iz tropskog pojasa, te neke vrste umjerenog pojasa.

4.1.2. Rod Rhizobium

Rod Rhizobium obuhvac¢a gram-negativne bakterije tla koje takoder imaju sposobnost
stvarati simbiotske odnose s biljkama iz porodice leguminoza te fiksirati atmosferski dusik.
Svaka vrsta iz roda Rhizobium stvara simbiotsku interakciju samo s odredenom podskupinom
domacina biljnih vrsta (Fox i sur., 2007.). Ovi sojevi noduliraju leguminoze vecinom iz
umjerenog podrucja. Pojedini sojevi razlikuju se intenzitetom simbiotske fiksacije

atmosferskog dusika (Vukadinovi¢ i Loncari¢, 1997.).
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4.2. Biljke porodice Leguminosae

Porodica Leguminosae ili Fabaceae obuhvaca preko 720 rodova s vise od 18 000 vrsta
rasprostranjenih Sirom svijeta (Lewis i sur., 2005.). Ova se porodica smatra tre¢com po veli¢ini
od svih biljaka cvjetnjaca ili sjemenjaca (Mabberley, 1997.). Zbog svoje iznimne brojnosti i
raznolikosti te zbog izuzetne Siroke rasprostranjenosti, ova porodica ima vrlo velik
ekonomski, agronomski i ekoloski znacaj. Ekonomski i agronomski znacaj ove porodice
ocituje se u uzgoju pojedinih vrsta za dobivanje i proizvodnju hrane, krme, ulja, vlakna,
goriva, drva, razli¢itih kemikalija i lijekova te vrsta koje se koriste u hortikulturi kao ukrasno
bilje i vrsta koje se koriste u poljoprivredi za obogacivanje poljoprivrednih tala. Ekoloski
znacaj porodice leguminoza je dvostruk zbog toga $to ova porodica ima izraziti doprinos u
raznolikosti gotovo svih ekosustava i zbog toga S§to ima temeljnu ulogu u globalnoj
biogeokemiji; gotovo sve vrste stvaraju simbiotske odnose s odredenim bakterijama pri ¢emu
se stvaraju korijenove kvrzice ili nodule u kojima dolazi do fiksacije atmosferskog dusika
(Sprent i McKey, 1994.; Sprent, 2001.). Na taj nacin, zahvaljuju¢i simbiozi s bakterijama iz
rodova Bradyrhizobium i Rhizobium, nedostupan i neiskoristiv dusik iz atmosfere postaje
dostupan leguminozama, koje ga onda iskoriStavaju za svoje potrebe. Leguminozni usjevi
sadrZe izuzetno velike koli¢ine proteina za Cije su stvaranje neophodne velike koli¢ine dusika,
tako da su one razvile znacajno razli¢it odnos prema ishrani dusika za razliku od drugih
ratarskih kultura. Na taj nacin, legumonozni usjevi mogu uz asimilaciju dusSika iz tla koristiti i
dusik iz atmosfere putem procesa simbiotske fiksacije duSika pod uvjetom da stvaraju
simbiotske odnose s odgovaraju¢im kvrzi¢nim bakterijama. Porodica leguminoza je vrlo
vazna 1 s poljoprivrednog i s ekoloskog stajaliSta jer je ona odgovorna za znacajan dio ciklusa
kruzenja duSika u prirodi 1 to iz atmosferskog oblika duSika pa do fiksiranih oblika dusika
poput amonijaka, nitrata i organskog duSika (Zahran, 1999.). Kod leguminoza postoji
ogroman potencijal za doprinos fiksacije dusika u kopnenim ekosustavima (Brockwell i sur.,
1995.; Peoples i sur., 1995.; Tate 1995.).

Najznacajnije mahunarke ili leguminoze koje se uzgajaju za proizvodnju hrane su:

Grah (lat. Phaseolus vulgaris) je jednogodisnja biljka iz porodice leguminoza koja se
kao povrtlarska kultura ubraja u skupinu zrnatih mahunarki. U ljudskoj prehrani grah se uz
neke druge vrste mahunarka poceo upotrebljavati jo§ u dalekoj proslosti kod starih
civilizacija. Nakon §to je u 16 stoljecu iz Amerike uveden u Europu, poceo se uzgajati Sirom
svijeta Sto je rezultiralo razvojem velikog broja razlicitih sorata koje se medusobno razlikuju

po visini stabljike, obliku i boji zrna. Danas grah je najpoznatija je i najrasprostranjenija
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zrnata mahunarka s preko 70 razli¢itih sorata, te je vazno napomenuti kako ni jedna druga

povrtlarska kultura nije razvila toliko razli¢itih sorata kao grah.

Grasak (lat. Pisum sativum) je jednogodi$nja zeljasta biljka iz porodice mahunarki
koja se kao povrtlarska kultura ubraja u grupu zrnatih mahunarki. Grasak se u ljudskoj
prehrani takoder poceo koristiti kod starih civilizacija u davnoj proslosti. Pocetkom srednjeg
vijeka, za vrijeme velikih seoba uveden je iz Amerike u Europu. Danas, grasSak se uspjesno

uzgaja po cijelome svijetu.

Soja (lat. Glycine max) je jednogodi$nja biljka iz porodice mahunarki ili leguminoza.
Ubraja se u najstarije kultivirane biljke u svijetu. U Europu je donesena tek u 18 stoljecu.
Biljka soje ima uspravnu razgranatu stabljiku s velikim zelenim listovima i bijelim, ruzicastim
ili ljubicastim cvjetovima. Plod soje je mahuna koja sadrzi jednu do pet sjemenki koje mogu
biti razlicitih boja od zelene, zute, smede, crvene i crne, ili mogu biti Sarene. Danas postoji
velik broj razli¢itih sorata soje koje se medusobno razlikuju prvenstveno u veli¢ini, obliku i
boji sjemena. Sojino zrno je izuzetno bogato vitaminima, mineralima i proteinima. Soja je
jedina biljka ¢ije sjeme sadrzi sve esencijalne aminokiseline koje su neophodne za pravilno
funkcioniranje ljudskog organizma, te se ¢ak njeni proteini smatraju jednako vrijednima kao
proteinima iz mesa. Zbog ovih jedinstvenih svojstava, soja je postala nezamjenjiva i

neizostavna namirnica u pravilnoj ljudskoj prehrani.

Bob (lat. Vicia faba) je jednogodi$nja biljka koja se ubraja u skupinu zrnatih
mahunarki. Bob se jo§ od davnina koristi u ljudskoj prehrani. Biljka boba ima zeljastu 1 Suplju
stabljiku na kojoj su smjesteni dugacki zeleni listovi 1 cvjetovi bijele boje s crnim Sarama.
Nakon cvatnje postupno se razvijaju mahune koje sadrze cetiri do osam velikim zelenim
sjemenki. Sjeme boba bogato je bjelancevinama, zeljezom, fosforom, kalcijem i vlaknima te

se zbog toga smatra izuzetno hranjivom namirnicom.

Lec¢a (lat. Lens esculenta) je jednogodis$nja biljka koja se ubraja u grupu zrnatih
mahunarki. Leca se uzgajala jo§ u mladem kamenom dobu, a pretpostavlja se da potjece iz
jugozapadne Azije, odakle se preko Sredozemlja prosirila u Europu. Biljka le¢e ima jednu ili
razgranatu stabljiku na kojoj se nalaze sastavljeni listovi. Cvjetovi su bijele, ljubiaste ili
svijetloplave boje, a iz njih se razvijaju mahune, koje sadrze jednu do dvije sjemenke. Leca ne
sadrzi zasi¢ene masnoce, kao ni Stetni Kolesterol, te je izvanredan izvor topivih i netopivih

vlakana.
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Kikiriki (lat. Arachis hypogaea) iako bi se izgledom mogao vrlo lako svrstati u
skupinu orastastih plodova, botanicki on zapravo pripada porodici mahunarki ili leguminoza.
Kikiriki je poznat ve¢ vise od 1000 godina, te on potjece iz Juzne Amerike gdje je imao vrlo
vaznu ulogu u prehrani drevnih indijanskih plemena. U 15 stoljeéu Spanjolci i Portugalci
prenijeli su ga na africki kontinent, nakon ¢ega se postepeno prosirio na cijeli svijet. Kikiriki
je jednogodisnja biljka s manjim zelenim listovima i Zutim cvjetovima. Nakon $to su cvjetovi
opraseni, stabljike se spuStaju prema tlu, a cvjetovi ulaze u zemlju. Iz opraSenih cvjetova se
razvijaju manje mahune svjetlo smede boje koje sadrze dva do tri Sjemena odnosno zrna
kikirikija. Svako zrno, ovalnog oblika i kremasto bijele ili Zute boje sastoji se od dvije
polovice koje su prekrivene crveno-smedom tankom ovojnicom. Za ljudsku uporabu koristi se
sjeme kikirikija. Kikiriki je bogat izvor bjelan¢evinama, vlaknima, mineralima, Zeljezom,

cinkom i vitaminima E i K. Kikiriki ne sadrzi kolesterol.

Mahunarke se osim za ljudsku ishranu, velikim dijelom uzgajaju za prehranu stoke
odnosno za proizvodnju krme, a najznacajnije vrste za to su lucerna (lat. Medicago sativa L.),
razli¢ite vrste djetelina kao $to su crvena djetelina (lat. Trifolium pratense L.), bijela djetelina
(lat. Trifolium repens L.), podzemna djetelina (lat. Trifolium subterraneum L.), perzijska
djetelina (lat. Trifolium resupinatum L.), aleksandrijska djetelina (lat. Trifolium alexandrinum

L.) i inkarnatka (lat. Trifolium incarnatum L.).
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5. PROCES PREPOZNAVANJA KVRZICNIH BAKTERIJA | LEGUMINOZA
Simbioza izmedu bakterija iz rodova Bradyrhizobium ili Rhizobium i biljaka iz

porodice Leguminosae moze biti viSe ili manje specifi¢na, $to znaci da ée pojedine vrste
bakterija stvarati simbiotske odnose samo sa jednom ili nekolikom vrsta leguminoza. Upravo
zbog toga, proces prepoznavanja je osnova za Stvaranje simbiotskih odnosa pa tako i

simbiotsku fiksaciju dusika.

Bakterije iz ovih rodova sadrze posebne skupine gena nazvani nodulacijski geni
odnosno nod geni koji su odgovorni za stvaranje bakterijskih signalnih molekula Nod faktora,
koji imaju kljuénu ulogu u medusobnom prepoznavanju to¢no odredene vrste bakterija i
leguminoza. Ti geni se ekspresioniraju samo kod bakterija koje ¢e stvoriti simbiotski odnos s
leguminozom, dok kod slobodno Zivuéih bakterija ne¢e do¢i do njihove ekspresije. Iznimka
tome je jedino NodD koji se ekspresionira konstitutivno odnosno prirodeno (Mylona i sur.,
1995.). NodD ima sposobnost vezanja na specificne flavonoide koje izlucuje korijen biljke
domacina (Goethals i sur., 1992.); nakon vezanja na flavonoide postaje transkripcijski
aktivator drugih nod gena (Fisher i Long, 1992.), koji kodiraju enzime koji su ukljuéeni u
sintezi Nod faktora (Mylona i sur., 1995.) (Slika 4.). Nod faktor djeluje kao zacetnik
formiranja kvrzica jer pokrece cijeli niz procesa za razvitak nodula i ulazak rizobium bakterija
u korijen biljke (Long, 2001.; Geurts i Bisseling, 2002.; Gage, 2004.). Upravo to predstavlja

vrlo vaznu odrednicu specifi¢nosti domacina (Spaink, 2000.).
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Slika 4. Prepoznavanje leguminoza i kvrzi¢nih bakterija
(Izvor: www.pic2fly.com/Nod+Genes.html)
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Biljke leguminoze, odnosno domacini stvaraju fitokemijske signale u obliku
jedinstvene mjesavine flavonoida, 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 ne odgovarajuce 1 nepovoljne vrste bakterija koje su prisutne u
rizosferi odnosno u tlu. Bakterijski NodD otkriva i prepoznaje fitokemijske signale biljke,
nakon Cega inducira transkripciju drugih nod gena. Proizvod transkripcije nod gena su
signalne molekule Nod faktori koji zapravo predstavljaju reakciju ili odgovor bakterija na
fitokemijske signale biljke. Bakterijske Nod faktore prepoznaju specijalizirani receptori na
korijenu $§to na samom kraju rezultira iniciranjem razvoja kvrzica ili nodula na korijenovom
sustavu biljke domacdina. Inicijacija formiranja kvrzica ili nodula na korijenu kompatibilnih
biljaka domacina rezultat je molekularnog dijaloga izmedu domacina i bakterija (Dénari¢ i
sur., 1993.; Schultze i Kondorosi, 1998.; Perret i sur., 2000.; Spaink, 2000.).

Prilikom procesa prepoznavanja bakterija i leguminoza, upravo Nod faktori odreduju
specificnost simbioze. Veéina bakterija stvara samo nekoliko razli¢itih Nod faktora, koji im
omogucuju sposobnost stvaranja simbiotskih odnosa s ogranicenim brojem vrsta leguminoza.
No, neke bakterije Rhizobium kao npr. Rhizobium NGR234 imaju nesto slobodniju prirodu.
Ova vrsta Rhizobium mozZe nodulirati razli¢ite tropske leguminoze jer izluuje cak 18
razli¢itih Nod faktora. Ova produkcija razli¢itth Nod faktora smatra se osnovom za njegov

Sirok raspon domacina (Price i sur., 1992.).
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5.1. INFEKCIJA

Nakon procesa prepoznavanja, koji je omogucio prve interakcije i medusobno
prepoznavanje odgovarajucih vrsta bakterija i leguminoza, slijedi proces infekcije. Proces
infekcije reguliran je vrlo slozenim kemijskim komunikacijama izmedu odgovaraju¢ih

bakterija i leguminoza.

Bakterije koloniziraju korijenov sustav leguminoza, te se pri¢vrS¢uju na njegovoj
povrsini. Pri tome, bakterije stvaraju Nod faktore koji su od osnovnog znacaja za proces
infekcije jer iniciraju i reguliraju pojedine faze ovog procesa. Kao reakcija na percepciju Nod
faktora bakterija kod biljaka dolazi do aktiviranja skupine gena koji se nazivaju nodulacijski
geni (Geurts i Bisseling 2002.). Aktivacija i ekspresija tih gena je klju¢na jer omogucuje
pokretanje reakcija i procesa u biljci koje su neophodne za uspjesnu infekciju, nodulaciju pa i
samu simbiotsku fiksaciju dusika. Razlikujemo rane i kasne nodulacijske gene. Rani
nodulacijski geni kodiraju proizvode koji se ekspresioniraju prije samog pocetka procesa
fiksacije dusika, te su oni ukljuceni u procese infekcije 1 nodulacije, dok su proizvodi kasnih
nodulacijskih gena ukljueni u stvaranje interakcije s endosimbiontom i1 metabolickoj
specijalizaciji nodula (Nap i Bisseling, 1990.). Nodulacijski geni kodiraju cijeli niz razlicitih
proizvoda nazvanih nodulini koji mogu imati i strukturnu i metabolicku funkciju. Noduline
nikada ne nalazimo kod slobodno Zzivucih bakterija, samih bakteroida ili u korijenovom
sustavu leguminoza kod kojeg nije doSlo do infekcije bakterijama. S obzirom da nodulini
jedino nastaju kao rezultat ekspresije nodulacijskih gena koji su aktivirani Nod faktorima
bakterija, oc¢ito je kako je njihova prisutnost neophodna za stvaranje simbiotskog odnosa

izmedu bakterija i leguminoza.

Kada se bakterije pri¢vrste na korijen, odnosno na vrh korjenovih dladica, dolazi do
uvijanja njihovih vrhova, te na taj nacin bakterijske stanice ostaju zarobljene u tom dijelu
(Mylona i sur., 1995.). Na tom mjestu dolazi do razgradnje stani¢ne stjenke biljne stanice
(Callaham i Torrey, 1981.; Van Spronsen i sur., 1994.), te dolazi do uvijanja plazma
membrane i nakupljanja i ugradnje novih materijala u membranu (Bauer, 1981.; Newcomb,
1981.; Brewin, 1991.; Kijne, 1992.). Ovo rezultira formiranjem potpuno nove strukture, tako
zvane infekcijske niti, pomocu 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 i Siri kroz stanice korijenovih dladica nakon ¢ega

prodire u druge stanice korijena gdje se pocinje granati u svim smjerovima. U stanicama
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korijena, koje se nalaze ispred rastuc¢e infekcijske niti, dolazi do promjena kao Sto su
pregradivanje citoskeleta, premjestanje jezgre i stvaranje citoplazmatskih mostova §to dovodi
rezultira stvaranjem tako zvane preinfekcijske niti (Van Brussel i sur., 1992.). Sirenjem i
grananjem infekcijske niti koja sadrzi bakterije dolazi do Sirenja infekcije kroz tkiva korijena.
Bakterije unutar infekcijske niti se intenzivno dijele i neprestano stvaraju Nod faktore. Ti Nod
faktori potiCu diobu stanica unutar korijena te na taj nacin dolazi do stvaranja novih struktura,
kvrzica ili nodula, na korijenovom sustavu leguminoza. Bakterije iz infekcijske niti se
otpustaju u citoplazmu biljne stanice gdje se odmah okruzuju peribakteroidnom membranom
koju stvara biljna stanica (Mylona i sur., 1995.). Bakterije se dalje intenzivno dijele te se
transformiraju u bakteroide, oblik koji ima sposobnost fiksacije atmosferskog dusika (Oke i
Long, 1999.). Bakteroidi zajedno s peribakteroidnom membranom koja ih okruzuje se

nazivaju simbiosomi (Mylona i sur., 1995.).

5.2. NODULACIJA

Nodulacija je vrlo sloZen proces stvaranja kvrzica ili nodula na korijenovom sustavu
leguminoza. Nodulacija je inicirana infekcijom bakterija koje stvaraju Nod faktore koji imaju
osnovnu ulogu u procesu stvaranja kvrzica. Biljna percepcija bakterijskin Nod faktora
uzrokuje rapidne reakcije stanica pojedinih tkiva u unutrasnjosti korijena. Nekoliko tipova
stanica i tkiva moraju sinkronizirati svoj razvoj kako bi doslo do organogeneze kvrzica ili

nodula (Ferguson i sur., 2010.).

Razvoj samih nodula zapoc€inje kada bakterije u infekcijskoj niti stvaraju Nod faktore
te se na taj na¢in povecava njihova koncentracija (Slika 5.). Visoka koncentracija Nod faktora
dovodi do mitozne aktivacije, odnosno iniciranja diobe stanica korteksa korijena. To rezultira
stvaranjem primordijalnih nodula (Ferguson i sur., 2010.). U stanicama primordijalnih nodula
dolazi do aktivacije a potom i ekspresije nekoliko nodulin gena Kkoji rezultiraju stvaranjem
razlika izmedu tkiva primordijalnih nodula i ostalog meristemskog tkiva korijena biljke
(Mylona i sur., 1995.). Infekcijske niti rastu kroz tkivo korijena, te kada dodu do
primordijalnih nodula se pocinju granati na male ogranke. Iz tih ogranak se u stanice
primordijalnih nodula otpustaju bakterije koje se okruzuju peribakteroidnom membranom
koju je stvorila biljka stvaraju¢i pri tome simbiosom. Unutar stanica primordijalnih nodula
bakterije se intenzivno dijele te se transformiraju u bakteroide koje imaju sposobnost fiksacije

dusika. Primordijalne nodule se odmah zatim razviju u zrele nodule (Mylona i sur., 1995.).
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Slika 5. Pojedine faze stvaranja korijenovih kvrzica
(I1zvor: www.uit.no/Content/210257/Figure%201_John%20Beck%?20Jensen.jpg)

Razlikujemo dva morfoloska tipa nodula kod leguminoza, determinirane i
nedeterminirane nodule. Tip nodula koji ¢e nastati odreduje biljka domacin (Ferguson i sur.,
2010.). Razlike izmedu ova dva tipa nodula su u pogledu prve unutrasnje diobe stanica,
zadrzavanje meristemske regije te formacije zrele nodule (Newcomb i sur., 1979.; Gresshoff i
Delves, 1986.; Rolf i Gresshoff, 1988.). Kod nedeterminiranih nodula, prva dioba stanica se
odvija u unutra$njosti mezoderme nakon ¢ega slijedi dioba stanica u endodermu i periciklu,
sadrZze mnogo trajnog meristema te zrele nodule imaju vise cilindri¢an oblik unutar kojeg je
vidljiv o€it razvojni gradijent. Za razliku od toga, kod determiniranih nodula prva dioba
stanica se odvija odmah ispod epiderme u vanjskom dijelu mezoderme, ne sadrze trajni
meristem i zrele nodule su viSe okruglastog oblika unutar kojih nema vidljivog razvojnog

gradijenta jer su sve stanice u odredenom trenutku manje ili viSe u istoj fazi razvoja.
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5.2.1. Karakteristike kvrzica

Proces nodulacije zavrSava stvaranjem kvrzica na korijenovom sustavu leguminoza
unutar kojih se odvija proces fiksacije atmosferskog dusika. Na poljima, male nodule postaju
vidljive 2-3 tjedna nakon sadnje, ovisno o vrsti leguminoze i uvjeta za klijanje i nicanje
(Lindemann i Glover, 2003.). Na pocetku razvoja, nodule su sitne, iznutra bijele do sive boje
§to upucuje na ¢injenicu da fiksacija dusika jo$ nije zapocela. S vremenom, nodule postaju
sve krupnije a iznutra mijenjaju boju u ruzicastu ili crvenu te je to pouzdan znak da je
fiksacija dusika zapocela.

Opcenito, leguminoze mozemo podijeliti na jednogodiSnje i1 viSegodiSnje vrste, pa
zbog toga postoje razlike izmedu nodula na jednogodiSnjim i viSegodi$njim leguminozama.
Kvrzice na viSegodi$njim leguminozama manjih su dimenzija, nepravilnog oblika, ve¢inom
smjeStene na glavnom korijenu biljke. Nodule viSegodi$njih leguminoza su dugo zivuce i
fiksirat ¢e duSik tokom cijele sezone rasta, sve dok su uvjeti za to povoljni (Lindemann i
Glover, 2003.). Za razliku od toga, kvrzice na jednogodi$njim leguminozama su vecih
dimenzija, okruglog oblika, rasporedene po cijelom korijenu biljke. Nodule jednogodisnjih
leguminoza su kratko zivuce tako da ¢e se neprestano izmjenjivati tijekom cijele sezone rasta
(Lindemann i Glover, 2003.).

Nodule leguminoza koje vise ne fiksiraju atmosferski dusik, postepeno mijenjaju boju
u zelenkastu nakon ¢ega ¢ak mogu biti odbacene od biljke. U sredini sezone rasta na korijenu
leguminoze trebale bi dominirati nodule ruZicaste ili crvene boje. No ako dominiraju bijele,
sive ili zelene nodule, fiksacija dusika je slaba §to moze biti rezultat infekcije i nodulacije s
neuc¢inkovitim Rhizobium sojem, nedovoljne ishrane biljke, razvoja mahune ili nekog drugog
uzroka stresa biljke (Lindemann i Glover, 2003.).

Kod zrelih kvrzica od osnovne vaznosti je njihova grada jer je upravo ona odgovorna
za osiguravanje to¢no odredenih uvjeta koji omogucuju nesmetano odvijanje procesa fiksacije
elementarnog, molekularnog dusika. Kod leguminoza, u svakoj zreloj noduli nalazi se
peribakteroidna membrana stvorena od strane biljke koja okruzuje unutarstani¢nog
mikrosimbionta, odnosno bakteroide koji u stanicama nodula fiksiraju atmosferski dusik. Ova
membrana nastaje od plazma membrane domacina odnosno biljke leguminoze.
Peribakteroidna membrana nodula leguminoza sadrzi fosfolipide i proteine organizirane
drugacije nego kod plazma membrane (Perotto i sur., 1995.; Verma, 1992.), uz to mogu i
sadrzavat razli¢ite noduline biljaka i proteine bakterija (Fortin i sur., 1985.; Miao i sur.,
1992.), te se pretpostavlja da im upravo to omogucuje neka nova specijalizirana svojstva i
funkcije (Mylona i sur., 1995.).
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U nodulama peribakteroidne membrane imaju visestruku ulogu i one su odgovorne za
stvaranje uvjeta koji su potrebni za odvijanje procesa fiksacije duSika. Peribakteroidne
membrane stvaraju granicu ali i poveznicu izmedu simbiotskih partnera preko koje se
izmjenjuju signali 1 metaboliti, te spreCavaju obrambenu reakciju biljke na unutarstani¢ne

bakterije (Nap i Bisseling, 1990.; Verma, 1992.; Werner, 1992.).

Peribaketroidne membrane sudjeluju u stvaranju anaerobnih uvjeta odnosno uvjeta bez
prisutnosti kisika u unutrasnjosti nodula koji su neophodni za proces fiksacije dusika. Naime,
enzim nitrogenaza koji je klju¢an u ovom procesu je izuzetno osjetljiv na kisik jer se u
njegovoj prisutnosti ireverzibilno inaktivira. Peribakteroidne membrane takoder sudjeluju u
spre¢avanju nastanka obrambenih reakcija domacéina biljke leguminoze na prisutnost bakterija
u stanicama nodula na korijenovom sustavu. Upravo je na taj nain ovaj simbiozni odnos

uopc¢e moguc.

Kod procesa simbiotske fiksacije dusika, obzirom da se radi o simbiotskom odnosu
izmedu biljaka i bakterija (Slika 6.), biljke opskrbljuju bakterije potrebnim ugljikom i
energijom, dok za uzvrat bakterije predaju biljci proizvod fiksacije dusika, reducirani dusik
najcesce u obliku amonijaka. Zbog toga Sto peribakteroidne membrane ¢ine granicu ali 1 vezu
izmedu bakteroida i biljke domacina, imaju vrlo vaznu ulogu u kontroli izmjene metabolita
(Mylona i sur., 1995.). Biljke u procesima fotosinteze stvaraju ugljikohidrate, to¢nije glukozu
koja se u obliku saharoze zajedno s dikarboksilnim kiselinama transportira u nodule korijena.
Ovi organski spojevi predstavljaju izvor ugljika i energije bakteroidima u nodulama potrebni
za proces fiksacije dusika. S druge strane, amonijak koji je proizvod fiksacije duSika se
transportira iz nodula u biljku te na taj na¢in postaje na raspolaganju biljci da ga iskoristi za

svoje potrebe.

Slika 6. Korijenove kvr¥ice u kojima se nalaze bakteroidi sa sposobnosc¢u fiksacije dusika
(Izvor: www.nature.berkeley.edu/tagalab/research.html)
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6. KEMIZAM SIMBIOTSKE FIKSACIJE ATMOSFERSKOG DUSIKA
Atmosfera sadrzi ¢ak 78,1% dusika u obliku N, (Vukadinovi¢ i Lonc¢ari¢, 1997.). No

sav taj dusik je nedostupan biljkama jer ga biljke mogu usvajati u samo dva oblika: nitratni i
amonijacni oblik. Molekula dusSika je vrlo stabilna zbog toga S§to su dva atoma dusika
medusobno povezana u molekulu jakom trostrukom kemijskom vezom. Upravo zbog toga,
ova ¢e se molekula vrlo tesko razdvojiti na atome koji bi onda mogli reagirali s drugim
kemijskim elementima tvore¢i nove spojeve. Simbioza izmedu vecine vrsta biljaka iz
porodice Leguminosae i bakterija iz rodova Rhizobium i Bradyrhizobium omogucuje upravo
to da se plinoviti dusik N, iz atmosfere prevede u oblik koji je dostupan biljkama. Proces
simbiotske fiksacije dusika N, iz atmosfere odvija se u specijaliziranim bakterijskim
stanicama bakteroidima smjeStenim unutar kvrzica ili nodula na korijenu leguminoza (Mylona
i sur., 1995.). U tom se procesu elementarni molekularni dusik iz atmosfere prevodi u

amonijak.

Proces simbiotske fiksacije atmosferskog dusika mozemo prikazat sljedecom
reakcijom: N, + 8H+ + 8¢” + 16Mg-ATP - 2NH3 + H, +16Mg-ADP + 16Pi (Mylona i sur.,
1995.). 1z ove reakcije je vidljivo je kako se molekula dusika N, razdvaja na dva atoma dusika
od kojih se svaki povezuje s tri vodikova iona H* $to na kraju rezultira stvaranjem dvije
molekule amonijaka NH3 uz stvaranje molekule vodika H, (Slika 7.). Ova reakcija zahtjeva
unos kemijske energije kako bi se prevladala energetska aktivacijska barijera koja se dobiva
hidrolizom 16 ekvivalenata ATP-a.

prqdukt NH,

M
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@substrat N, 9 Y
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i +2H +2H +2H - 2 /
Nitrogenaza Y -
1 Slobodna nitrogenaza veze novu molekulu N, .'&_\\\jn"

Slika 7. Proces simbiotske fiksacije atmosferskog dusika
(Izvor: www.agr.unizg.hr/cro/nastava/moduli/doc/26500 12 tlo_fiksacija_dusika.pdf)
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Reakciju simbiozne fiksacije duSika katalizira enzim nitrogenaza (Mylona i sur.,
1995.). Nitrogenaza je jedini do sada poznati enzimski kompleks koji moze katalizirati ovu
reakciju. Svi organizmi koji imaju sposobnost fiksacije atmosferskog dusika stvaraju ovaj
enzim. U simbiozi izmedu bakterija 1 leguminoza, ovaj enzim ¢e se stvarati samo unutar
specijaliziranih stanica bakteroida jer jedino oni imaju sposobnost njegove proizvodnje.

Nitrogenaza je enzimski kompleks sastavljen od dvije komponente. Jedna komponenta
je Fe-Mo protein nazvana dinitrogenaza. On ima strukturu o, heterotetramera, $to znaci daje
sastavljen od cetiri podjedinice, dvije a 1 dvije B, koje se medusobno razlikuju. Uz to, on
sadrzi molidben i zeljezo. Komponenta Fe-Mo protein predstavlja kataliticko mjesto vezanja
i redukcije molekule dusika N,. Druga komponenta je Fe-protein nazvan dinitrogenaza
reduktaza. On ima strukturu homodimera jer je sastavljen od dvije jednake podjedinice, te
sadrzi samo Zeljezo. Komponenta Fe-protein predstavlja mjesto za specificno vezanje Mg-
ATP-a. Proces simbiozne fiksacije dusika, odnosno reakcija redukcije molekularnog dusika
N, do amonijaka NH3; moguca je samo onda kada su prisutne obje komponente nitrogenaze

enzimskog kompleksa (Peri¢ i Trifunovic¢, 2007.).

U ovoj reakciji, nitrogenaza pojedina¢nim prijenosom elektrona s Fe proteina na Fe-
Mo protein stvara redukcijski potencijal koji je dovoljan za cijepanje samo jednog dijela
trostruke kemijske veze kojom su atomi dusika medusobno povezani u molekulu. Kada se
atomi duSika u potpunosti razdvoje nitrogenaza spaja svaki duSikov atom s tri iona vodika pri

¢emu na kraju nastaje amonijak.

Za ovu reakciju potreban je unos kemijske energije koji se dobiva iz ekvivalenta ATP-
a, na nacin da nitrogenaza hidrolizira dvije molekule Mg- ATP-a za svaki elektron koji se
prenosi s Fe proteina na Fe-Mo protein. Uz to, u ovoj se reakciji katalitickim djelovanjem
nitrogenaze uvijek proizvodi vodik tako da redukcija jedne molekule N, rezultira nastajanjem

jedne molekula H; (Peri¢ i Trifunovi¢, 2007.).

Vazno je napomenuti kako se reakcija redukcije molekularnog dusika do amonijaka
uvijek odvija u anaerobnim uvjetima odnosno uvjetima bez prisutnosti kisika. Razlog tome je
ta da je nitrogenaza vrlo osjetljiva na kisik zbog toga sto se jedna njegova komponenta MoFe
kofaktor u prisutnosti kisika ireverzibilno denaturira (Shaw i Brill, 1977.). Kako bi se
sprijecila ireverzibilna inaktivacija nitrogenaze enzimskog kompleksa kisikom u kvrzicama ili
nodulama je prisutan leghemoglobin koji omogucuje kontrolu razine kisika. Leghemoglobin

je protein koji sadrzi zeljezo 1 daje ruziCastu ili crvenu boju unutraSnjosti nodula. Njegova je
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funkcija zapravo vrlo slicna hemoglobinu, a to je da na sebe veze kisik. Na taj nacin se
osigurava dovoljna koli¢ina kisika za metaboli¢ke funkcije bakteroida ali se istovremeno
spreCava nakupljanje slobodnog kisika koji bi mogao inaktivirati nitrogenazu enzimski
kompleks. Leghemoglobin nastaje kao rezultat simbiotskih odnosa i interakcija izmedu

bakterija i biljaka jer ni jedna od njih nije ga u mogucénosti proizvesti sama.

Proizvod procesa simbiozne fiksacije dusika je amonijak NH3 kojeg bakteroidi predaju
svom domacinu, biljci leguminozi. Amonijak se iz bakteroida preko peribaketoidne
membrane transportira u stanice nodula leguminoze. U citoplazmi stanica nodula amonijak se
pomocu enzima veze na aminokiselinu glutamat kako bi se dobila aminokiselina glutamin.
Nakon toga glutamin se metabolizira u transportne oblike duSika. U ovom metabolizmu
kljuénu ulogu imaju proizvodi nekoliko kasnijih nodulin gena (Mylona i sur., 1995.).
Transportni oblik dusika omogucuje da se dusik iz nodula korijena nesmetano dopremi u sve
dijelove biljke u kojima je potreban. Transportni oblik dusika u kojem ¢e se dusik i
transportirati ovisi o samoj biljci: leguminoze umjerenog klimatskog pojasa koje u vecini
slu¢ajeva formiraju nedeterminirane nodule izvoze amide, dok leguminoze tropskog
klimatskog pojasa koje najcesée formiraju determinirane nodule izvoze derivate uree (Mylona
i sur., 1995.).

Ovaj simbiotski odnos izmedu odredenih vrsta biljka i bakterija omogucuje odvijanje
procesa simbiotske fiksacije dusika u kojem se atmosferski molekularni dusik N, prevede u
amonijak NH; kojeg biljke mogu iskoristiti za svoje potrebe. Dusik u biljnim stanicama ima
vrlo raznoliku ulogu te se on ugraduje kao sastavna komponenta u mnoge genetske, strukturne

i metabolicke spojeve.
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7. EKOLOSKA POLJOPRIVREDNA PROIZVODNJA
Osnovna Kkarakteristika klasi¢ne, konvencionalne poljoprivredne proizvodnje je

postizanje visokih prinosa po jedinici poljoprivredne povrSine. Kako bi se to postiglo, u
konvencionalnoj poljoprivredi koriste se vrlo visoki inputi koji se odnose na prekomjerno i
neracionalno troSenje neobnovljivih prirodnih resursa i energije, te upotreba ogromnih
koliCina razli¢itih agrokemikalija. Ovakve mjere dovele su do iscrpljivanja neobnovljivih
prirodnih resursa i ozbiljnih i opasnih ekoloskih problema §to na kraju rezultira ostavljanjem
trajnih Stetnih posljedica na cjelokupnu prirodu i prirodne procese, remeteci tako milijardama
godina uspostavljanu ravnotezu u prirodi. Negativne posljedice koje su uzrokovane
konvencionalnom poljoprivrednom proizvodnjom su mnogostruke, te se prvenstveno odnose
na prekomjerno koriStenje neobnovljivih prirodnih resursa i energije, oneciséenje i

degradaciju tla, vode i zraka, te smanjenje bioloske raznolikosti.

Tlo je jedan od najznacajnijih ali i najugrozenijih svjetskih prirodnih resursa. Ono se
smatra neobnovljivim prirodnim resursom zato $to je proces stvaranja odnosno nastanka tla
izuzetno dugotrajan, a posljedice oneciS¢enje 1 degradacija tla ponekad su ireverzibilne,
odnosno narusene osobine tla nikada se ne mogu u potpunosti vratiti tlo u prvobitno stanje.
Degradacija fizikalnih osobina tla uzrokovana agrotehni¢kim zahvatima koji dovode do
kvarenja strukture tla, zbijanja tla, erozije tla, te kvarenje vodo-zra¢nih odnosa. Degradacija
kemijskih osobina tla koje su rezultat dugotrajne i prekomjerne primjene agrokemikalija koje
dovode do pada sadrZaja organske tvari i humusa, oneciS¢avanje tla pesticidima i njihovim
reziduama, onecis¢enje tla nakupljanjem teSkih metala, te zakiseljavanje tla i1 zaslanjivanje tla.
Degradacija bioloskih osobina tla §to dovodi do naruSavanja Zivota mikroorganizama u tlu
koji su neophodni za preradivanje organske tvari tla u posebne humusne tvari, te
mineralizacija humusnih tvari u mineralne biljne asimilate §to omogucuje kruzenje tvari i

energije u ekosustavu.

Voda se takoder smatra neobnovljivim prirodnim resursom i najve¢i problemi
konvencionalne poljoprivrede odnose se na njezino prekomjerno iskoriStavanje i zagadenje.
Ljudi trenutacno koriste 40-50% globalno dostupne slatke vode u pribliznom omjeru od 70%
za poljoprivredu, 22% za industriju i 8% za domacinske svrhe, a ukupan volumen progresivno
raste (Shiklamov, 1998.). Konvencionalna poljoprivreda vodu onecis¢uje upotrebom
mineralnih gnojiva, nitratima, nitritima, fosfatima, teSkim metalima, ali pesticidima i njihovim

reziduama koji se iz tla ispiru u vodu. Zbog oneciS¢enja osim S§to se smanjuje koli¢ina
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dostupne Ciste vode, dolazi i do eutrofikacije vodenih ekosustava koji uzrokuju poremecaje

bioloskih procesa, te se time uniStava flora i fauna vodenih ekosustava.

Konvencionalna poljoprivredna proizvodnja dovodi i do onecis¢avanja zraka odnosno
atmosfere. OneciSc¢enje zraka se definira kao prisutnost u jedne ili vise tvari u atmosferi koje
su u kolicinama koje jesu ili mogu biti Stetne za ljudsko zdravlje 1 dobrobiti, te za biljni i
zivotinjski svijet. Konvencionalna poljoprivreda nekim svojim agrotehnickim mjerama
uzrokuje otpustanje razlicitih plinova u atmosferu gdje se povecava njihova koncentracija te
dovodi do klimatskih promjena odnosno globalnog zatopljenja koji svakako ima utjecaj na

cjelokupan okolis.

Osim oneciS¢enja i degradacije neobnovljivih prirodnih izvora kao §to su tlo, voda i
zrak, konvencionalna poljoprivredna proizvodnja tro$i ogromne koli¢ine fosilnih goriva koja
se koriste za proizvodnju raznih agrokemikalija koja se primjenjuju kao Sto su umjetna
gnojiva i pesticidi te gorivo za rad poljoprivrednih mehanizacije odnosno strojeva.
Konvencionalna poljoprivreda upravo zbog toga ima negativnu energetsku bilancu koja je
posljedica veéeg utroska energije u usporedbi s njezinom proizvodnjom. Takva negativna
energetska bilanca biti ¢e u buduénosti zasigurno najveci limitiraju¢i faktor konvencionalne

poljoprivredne proizvodnje.

Sve prisutnije posljedice 1 problemi wuzrokovani klasithom konvencionalnom
poljoprivrednom proizvodnjom potaknuli su razvoj 1 Sirenje ekoloSke poljoprivredne
proizvodnje. EkoloSka poljoprivredna proizvodnja postaje nuznost Zelimo li Zemlju sacuvati
za buduce narastaje. Ekoloska poljoprivreda podrazumijeva kompletan i kompleksan odnos
c¢ovjeka prema okoliSu 1 prirodi. Pri tome, nije rije¢ samo o proizvodnji kvalitetnih
prehrambenih namirnica, nego i o kvalitethom odnosu prema tlu, vodi, atmosferi, biljkama,
zivotinjama 1 ljudima kao sastavnom dijelu sredine u kojoj Zive. Osnovni cilj ekoloske
poljoprivrede je proizvodnja visokokvalitetnih prehrambenih proizvoda ali na nacin da pri
tome ne uzrokuje negativne posljedice za okoli§ ve¢ da poti¢e oCuvanje prirode. Stoga za
ekolosku poljoprivredu mozemo rec¢i da je to sustav poljoprivredne proizvodnje koji nastoji
maksimalno iskoristiti potencijale odredenog ekosustava odnosno gospodarstva, stimulirajudi,
jacajuci 1 harmoniziraju¢i bioloske procese pojedinih njegovih dijelova (Znaor, 1996.).
Ekoloska poljoprivreda temelji se na nekoliko osnovnih nacela koja stvaraju spone za novi,
druk¢iji odnos ¢ovjeka i prirode. Jedno od osnovnih nacela je o¢uvanje prirode na nac¢in da je

poljoprivredna proizvodnja temeljena na suradnji s prirodom koja se postiZze razvijanjem
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razumijevanja za prirodu, njenih ritmova i zakona. Ekoloska poljoprivreda tezi
mninimaliziranju utro§ka neobnovljivih prirodnih resursa i energije te iskljucuje ili samo
iznimno dopusta upotrebu agrokemikalija kao Sto su umjetna gnojiva i kemijska sredstva za
zaStitu bilja. Nadalje, sljede¢e vrlo vazno nacelo ekoloSke poljoprivrede odnosi se na
poljoprivredna tla koje se ocituje u brizi za pravilno uzdrzavanje tla u smislu o¢uvanja ali i
povecanja njegove plodnosti, sadrzaja hraniva, organske tvari i bioloske aktivnosti, te
poboljsanje strukture tla. Odgovaraju¢a briga o poljoprivrednim tlima postize se
harmoniziranjem i pravilnim gospodarenjem glede gnojidbe, obrade tla te uvodenjem

plodoreda u koje je izuzetno vazno ukljuciti leguminozne usjeve.
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8. PRIMJENA I ZNACAJ SIMBIOTSKE FIKSACIJE DUSIKA U EKOLOSKOJ
POLJOPRIVREDNOJ PROIZVODNJI
Za ekolosku poljoprivrednu proizvodnju najznacajniji je simbiozni odnos izmedu

biljaka iz porodice Leguminosae i bakterija iz rodova Rhizobium i Bradyrhizobium koji
omogucuje stvaranje korijenovih kvrzica ili nodula u kojima se odvija proces fiksacije
atmosferskog dusika. Ovaj proces omogucuje pretvorbu biljkama nedostupnog oblika dusika
N, u dostupan oblik NH3 kojeg biljka ukljucuje u svoj metabolizam te ga na taj nacin dalje
moze iskoristit za svoje potrebe. Za poljoprivrednu proizvodnju ovi simbiotski odnosi su od
najveceg znacaja jer se pomocu njih fiksira i najveca koli¢ina duSika iz atmosfere. Sjetva

leguminoznih usjeva ima mnogostruke povoljne ucinke za poljoprivredna tla.

Za pocetak, na taj nacin poljoprivredno tlo obogacuje dusSikom koji je jedan od
osnovnih biljnih hranjiva neophodan biljkama za pravilan rast i razvoj pa tako i za
ostvarivanje optimalnih prinosa. Osim toga, uzgojem leguminoza tlo se obogaéuje organskom
tvari koja ima viSestruke pozitivne ucinke na poboljSavanje i odrzanje povoljnih svojstva tla
kao Sto su: fizikalna svojstva tla koja se odnose na strukturu tla, vodozra¢ne odnose u tlu,
sposobnost tla za zadrzavanje vode te smanjene moguénosti gubitka tla erozijom uzrokovane
vodom i vjetrom. Potom, kemijska svojstva tla koja se odnose na sadrzaj organske tvari i
humusa te pojedinih biljnih ranjiva, te bioloska svojstva tla koja se ocCituju u brojnosti i
aktivnost mikroorganizama tla koji su neophodni za odvijanje procesa kruzenja tvari i
energije u prirodi. Sva ova svojstva odreduju plodnost tla, a plodno tlo je osnova i temelj
svake poljoprivredne proizvodnje. Upravo iz tog razloga se preporuca da razli¢iti leguminozni

usjevi postanu neizostavni prilikom kreiranja svakog dobrog plodoreda.

Opcenito, plodored predstavlja pravilnu prostornu 1 vremensku izmjenu usjeva na
poljoprivrednoj proizvodnoj povrSini. Osnovni elementi plodoreda su: plodosmjena ili
vremenska izmjena usjeva i poljosmjena ili prostorna izmjena usjeva. Osnovni cilj plodoreda
na poljoprivrednim proizvodnim povrSinama je zamjena bioloSke ravnoteZze spontane
biocenoze odnosno fitocenoze. Uvodenja Sirokog plodoreda koji se odnosi na prostornu i
vremensku izmjenu velikog broja raznolikih poljoprivrednih kultura odnosno usjeva, ima
mnogostruke prednosti za poljoprivredna tla. Na taj se nacin poboljSavaju njegova fizikalna,
kemijska 1 bioloska svojstva, kao Sto su struktura, plodnost, sadrzaj biljnih hraniva, sadrzaj

humusa 1 organske tvari, te bioloSka aktivnost tla.

Svaki dobro organiziran plodored trebao bi sadrzavati leguminozne usjeve.

Jedinstveno obiljezje leguminoznih usjeva je u tome da vecina njih stvara simbiotske odnose s
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bakterijama iz rodova Rhizobium i Bradyrhizobium koji im daje sposobnost fiksacije
atmosferskog dusika kojim se na taj nacin obogacuje poljoprivredno tlo. Naime, u ekoloskoj
poljoprivrednoj proizvodnji gnojidba se provodi primjenom razli¢itih vrsta organskih gnojiva
od kojih se naj¢es¢e upotrebljava stajnjak ili kruti stajski gnoj, gnojovka ili polutekuci stajski
gnoj 1 gnojnica odnosno tekuci stajski gnoj, dok je upotreba umjetnih gnojiva zabranjena.
Osim gnojidbom, tlo se moze obogatiti biljnim hranjivima ali organskom tvari sjetvom
leguminoznih usjeva. Sjetvom leguminoza poljoprivredno se tlo obogacuje osnovnim biljnim
hranjivom dusikom, ali osim toga i1 velikim koli¢inama organske tvari koja ¢e se razgradnjom
prevesti u humusne tvari koja ¢e postepeno oslobadati biljna hraniva kroz duzi vremenski
period (Slika 8.). Zbog svega toga, u ekoloskoj poljoprivredi je uklju¢ivanje leguminoznih
usjeva u plodored od osnovne vaznosti jer se na taj nacin tlo obogacuje dusikom ali i
organskom tvari koja pozitivno utjeu na dugoro€nu plodnost tla i na odrzavanje i poboljSanje

svih njegovih svojstava.

Crop residue

< . 7 N fﬂhﬁ—
% Mlneral Nitrogen

Biological \
Nitrogen
Fixation Decomposition

Slika 8. Pogodnosti ukljuéivanja leguminoznih usjeva u plodored
(Izvor: www.extension.org/pages/64401/legume-inoculation-for-organic-farming-systems)

U ekoloskoj poljoprivredi se uzgojem leguminoznih usjeva smanjuje koli¢ina
organskih gnojiva bogatim duSikom koje treba aplicirati. U pravilu same leguminozne usjeve
nije potrebno gnojiti izuzev samo manjim koli¢inama na pocetku njihove vegetacije za
pocetni rast i razvoj sve dok one ne formiraju korijenove kvrzice i dok ne pocne proces
fiksacije dusika. S druge strane leguminozni usjevi nakon svoje vegetacije ostavljaju razlicite
koli¢ine dusika u tlu §to prvenstveno ovisi o vrsti leguminoze 1 soju bakterije, a taj ¢e dusik iz
tla biljke mo¢i iskoristiti u ¢ak nekoliko sljedecih godina.

Leguminozni usjevi obuhvacaju velik broj raznolikih vrsta koji se medusobno

razlikuju po vremenu sadnje i trajanju njihove vegetacije tako da postoji Sirok raspon
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mogucnosti njihovog ukljucivanja u svaki plodored. Leguminoze se mogu ukljuciti u
plodored kao predusjev koji se sije prije glavne kulture, kao naknadni usjev koji se sije nakon
glavne kulture ili ¢ak kao meduusjev koji se sije izmedu vegetacijskog perioda glavnih
kultura. Osim toga, neki leguminozni usjevi se mogu uzgajati i u kombinaciji s glavnim
usjevom. U ekoloskoj poljoprivrednoj proizvodnji se upravo zbog tako velike raznolikosti

leguminoznih usjeva one mogu ukljuciti u svaki dobro osmisljeni i organizirani plodored.

U danasnje vrijeme u svijetu kao posljedica pretjeranog iskoriStavanja ili Cak
iscrpljivanja, mnoga tla su znatno degradirana. Degradacija fizikalnih znacajki tla odnose se
prvenstveno na kvarenje strukture tla Sto bi moglo rezultirati trajnim gubicima tla erozijom
uzrokovane vodom ili vjetrom. Degradacija kemijskih znacajki tla povezana je s upotrebom
raznih agrokemikalija kao $to su umjetna gnojiva i pesticidi koji uzrokuju kontaminaciju tla,
opadanje sadrzaja organske tvari i humusa, zakiseljavanje tla, zaslanjivanje tla Sto sve na
kraju dovodi do smanjenja njegove plodnosti. Degradacija bioloskih svojstava tla odnosi na
smanjnje brojnosti i aktivnosti povoljnih organizama u tlu. Uzgojem leguminoza na ovakvim
tlima s degradiranim fizikalnim, kemijskim i bioloskom svojstvima moze se potaknuti njihova
remedijacija. Naime, porodica leguminoza obuhvaca velik broj raznolikih vrsta koje se prema
tome mogu uzgajati u vrlo raznolikim uvjetima $to se odnosi na razli¢ite uvjete u pogledu
svojstva tla, klime i slicno. Leguminoze koje imaju sposobnost fiksiranja dusika imaju
jedinstvenu prednost koja im omogucuje da se prilagode i na najekstremnije uvijete te da na
taj nacin prvi koloniziraju raznolike ekoloSke niSe. Simbiotski mikroorganizmi koji im daju
sposobnost fiksiranja duSika, imaju vrlo vaznu ulogu u Zivotu ovih biljaka, ne osiguravajuci
ima samo osnovni element njihove ishrane ve¢ 1 moguénost obrane od razli¢itih patogena i
Stetnika te prilagodavanje na raznolike okolisne uzrocnike stresa (Franche i sur., 2009.). Zbog
ovih svojstava, razne vrste leguminoza se uzgajaju u podru¢jima s degradiranim tlima

naruSenih znacajki kako bi povratili povoljna svojstva tla i njegovu plodnost.

U ekoloSkoj poljoprivrednoj proizvodnji prilikom uzgoja leguminoznih usjeva,
metodom inokulacije mozemo povecati uc¢inkovitost procesa simbiotske fiksacije dusika te na
taj naCin povecati i koli¢inu fiksiranog duSika. Primjena inokulacije rezultira kontinuiranim
linijskim povecanjem bakterijske infekcije i nodulacije korijenovog sustava leguminoza Koji
dovode do povecanja procesa fiksacije dusika a s njime 1 koli¢ine fiksiranog duSika S§to na
samom kraju rezultira i pove¢anjem njihovog prinosa. Nekoliko istraZivanja izvijestilo je o
povecéanju prinosa i do 25%. Inokulacija predstavlja vrlo u¢inkovitu metodu kojom se efikasni

sojevi bakterija uvode u tlo odnosno u rizosferu (Deaker i sur., 2004.). Cilj inokulacije je
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osigurati dovoljan broj efikasnih sojeva bakterija koja bi inducirala stvaranje rapidne
kolonizacije rizosfere omogucavaju¢i da infekcija i nodulacija zapocnu ¢im prije nakon
klijanja i nicanja, te na taj nacin rezultira optimalnim prinosom (Thompson, 1988.; Catroux,
1991.). Potreba za inokulacijom visokim brojem efikasnih bakterija postoji kako bi se na taj
naéin nadmasila kompeticija s populacijama neefikasnih sojeva bakterija u tlu ili kako bi se
nadogradila populacija efikasnih bakterija na tlima ¢iji su uvjeti limitirali njihov opstanak
(Deaker i sur., 2004.).

Poceci razvoja metode inokulacije vezani su s otkri¢ima da se proces fiksacije dusika
odvija u korjenovim kvrzicama ili nodulama koje nastaju kao rezultat simbioznih odnosa
izmedu bakterija i biljaka leguminoza. Znanstvenici su nakon toga prepoznali mnogo vise
specificnu vezu izmedu odredenih sojeva bakterija i odredenih vrsta leguminoza odnosno
njihovih domacdina u kontekstima infektivnosti (moguénosti infekcije i noduliranja) i
efektivnosti (sposobnosti fiksiranja atmosferskog N,) (Deaker i sur., 2004.). Daljnja
istrazivanja su se prvenstveno odnosila na otkrivanje i izoliranje efikasnih sojeva bakterija
koji bi stvarali simbiotske odnose sa specificnim domaé¢inom odnosno to¢no odredenom
vrstom leguminoze. Uz to, istrazivanja su se takoder odnosila na razvoj razli¢itih oblika
inokulanata i metoda njihove primjene. Obzirom da ucinkovitost inokulacije ovisi 0 nekoliko
razli¢itih faktora koji imaju utjecaj na odrzanje broja bakterija u inokulantu koji su onda na
raspolaganju za infekciju i nodulaciju korijena leguminoza, u buducnosti biti ¢e potrebna
daljnja istrazivanja koja bi povecala stopu prezivljavanja bakterija u inokulantu 1 time joS$ vise
povisila uc¢inkovitost inokulacije a s time i prinos leguminoza. U nekim drzavama su
uspostavljene sluzbe za kontrolu inokulanata koje su poduprte zakonima i propisima.
Mnogobrojna poboljsanja samih inokulanata osigurala su optimiziranje i odrzavanje njihove
kvalitete. No zbog manjka kontrole postupka inokulacije, unato¢ uvijek prisutnim
preporukama proizvodaca koje se odnose na Cuvanje i aplikaciju inokulanata, visoki

potencijali proizvoda visoke kvalitete nisu uvijek postignuti (Deaker i sur., 2004.).

Postoji nekoliko razli€itih tehnika inokulacije kao $to su inokulacija tla ili inokulacija
samog sjemena. Inokulacija sjemena moZe se provoditi komercijalno nakon cega se takvo
predinokulirano sjeme moze skladistiti kroz duzi vremenski period sve do njegove prodaje.
Inokulaciju sjemena takoder mogu provoditi trgovci sjemena nakon Cega bi se to sjeme
moralo posijati u razdoblju od tjedan dana. Nadalje inokulaciju sjemena mogu provoditi sami
poljoprivrednici neposredno prije sjetve. Osim inokulacije sjemena, alternativne metode

inokulacije ukljucuju direktnu inokulaciju tla koriste¢i tresetne inokulante suspendirane u
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vodi ili inokulante formirane kao tekuéina ili granule. Direktnom inokulacijom postelje u koju
se ulaZze sjeme za vrijeme sjetve koriste¢i tekuce ili granulirane inokulante izbjegava se
oste¢ivanje krhkih omota oko sjemena te se takoder smanjuje moguénost gubitka bakterija za
vrijeme prolaska sjemena kroz uredaje za ulaganje sjemena u tlo ili kada se omot sjemena
dize iznad zemlje tijekom klijanja i nicanja (Deaker i sur., 2004.). Svaka od ovih tehnika
inokulacije ima svoje prednosti i nedostatke tako da ¢e odabir najpovoljnije tehnike
prvenstveno ovisiti o individualnoj praksi, dostupnoj opremi, te vrsti leguminoza odnosno o
veli¢ini njihova sjemena. U Republici Hrvatskoj je uobiCajena inokulacija sjemena

neposredno pred sjetvu.

Na Hrvatskom trzi§tu danas je prisutno nekoliko razli¢itih inokulanata koji se koriste
za inokulaciju razli¢itih vrsta leguminoznih usjeva. Nitrobakterin® je novi inokulant koji se
koristi za predsjetvenu inokulaciju sjemena soje. Soja zivi u obostranom korisnom odnosu s
kvrziénom bakterijom Bradyrhizobium japonicum. Ove se bakterije mogu naci u tlu, ali
najcesce ne u dovoljno velikom broju kako bi doslo do dobre infekcije i nodulacije koja bi
rezultirala uc¢inkovitom fiksacijom molekularnog elementarnog dusika iz atmosfere. Upravo
zbog toga preporuca se inokulacija sjemena soje inokulantima koji sadrze visokoucinkovite
sojeve ovih bakterija, kao §to je inokulant Nitrobakterin® (Slika 9.). Nitrobakterin® nastao je
kao rezultat dugogodisnjih laboratorijskih i poljskih istrazivanja koje je provodio istrazivacki
tim Katedre za mikrobiologiju i zemljiSne resurse Poljoprivrednog fakulteta u Osijeku pod
vodstvom prof.dr.sc. Zlate Milakovi¢ uz sufinanciranje Upravnog odjela za poljoprivredu i
gospodarstvo Osjetko-baranjske Zupanije. Nitrobakterin® je ekoloski proizvod koji sadrzi do
10 milijardi viSe razli¢itih visokouc¢inkovitih sojeva Zzivih kvrzi¢nih bakterija po gramu
sterilnog treseta. Primjenom ovog inokulanta prilikom uzgoja soje povecava se brojnost
odgovaraju¢ih bakterija ¢ime se povecava ucinkovitost bakterijske infekcije korjenovog
sustava soje, nodulacija odnosno stvaranje korijenovih kvrzica i nodula te na kraju i
ucinkovitost procesa simbiozne fiksacije atmosferskog duSika. Na taj nacin pozitivno se
utjeCe na rast i razvoj soje Sto e rezultirati povecanjem kvantitete 1 kvalitete prinosa njenog
prinosa. Nadalje, primjenom ovog inokulanta tijekom uzgoja soje povecava se bioloska
aktivnost tla, a nakon samog uzgoja soje tlo je znacajno obogaceno organskom tvari i
duSikom. Iz ovog primjera vidljivo je kako prilikom uzgoja razli¢itih leguminoznih usjeva
primjena inokulanata ima mnogobrojne i ekonomske i ekoloske prednosti te bi upravo zbog

toga trebala postati uobicajena mjera prilikom uzgoja leguminoza.
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Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku

POLJOPRIVREDNI FAKULTET U OSIJEKU
Katedra za mikrobiologiju | zemljisne resurse

INOKULANT ZA PREDSJETVENU
BAKTERIZACIJU SJEMENA SOJE

Slika 9. Nitrobakterin® pakiranje
(Izvor: www.tloznanstvo.com.hr/nitrobakterin.html)
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9. ZAKLJUCAK

Klasi¢na odnosno konvencionalna poljoprivredna proizvodnja je najzastupljeniji tip
poljoprivredne proizvodnje u svijetu. U konvencionalnoj poljoprivredi osnovni cilj je
ostvarivanje visokih prinosa po jedinici povrsine, a kako bi se oni postigli koriste se raznolike
mjere koje su s vremenom uzrokovale cijeli niz negativnih posljedica, kako za samog ¢ovjeka
tako 1 za okoli§ u koljem zivi. Konvencionalna poljoprivreda dovela je do iscrpljivanja
neobnovljivih prirodnih resursa, degradacije pojedinih prirodnih bogatstva te oneciS¢enja
cjelokupnog okolisa. Sve ovo, bili su osnovani razlozi koji su potakli razvoj posve novih
tipova poljoprivrednih proizvodnja, a jedan od njih je 1 ekoloSka poljoprivredna proizvodnja.
Ekoloska poljoprivredna proizvodnja temelji se nekoliko osnovnih nacela kojima se nastoji
minimalizirati negativan utjecaj poljoprivredne proizvodnje na okoli§ te potaknuti njegovo

ocuvanje.

U ekoloskoj poljoprivrednoj proizvodnji iznimnu vaznost imaju raznolike biljke iz
porodice Leguminosae koje imaju sposobnost stvaranja simbioznih odnosa s kvrziénim
bakterijama iz rodova Rhizobium i Bradyrhizobium. Ovi specificni simbiozni odnosi
zapoCinju medusobnim prepoznavanjem biljaka i1 bakterija nakon Cega slijedi bakterijska
infekcija korijenovog sustava biljke §to na kraju rezultira nodulacijom odnosno formiranjem
korijenovih kvrzica. Upravo u tim kvrZicama odvija se proces fiksacije dusSika iz atmosfere, u
kojem se uz prisustvo enzima nitrogenaze molekularni dusik prevodi u amonijak. Na taj
nacin, ovaj je proces omogucio pretvorbu dusika iz biljkama nedostupnog oblika u dostupan

oblik tako da ga sad biljka moze ukljuciti u svoj metabolizam 1 iskoristit za svoje potrebe.

U ekoloskoj poljoprivrednoj proizvodnji uzgoj leguminoznih usjeva ima mnogostruke
pozitivne ucinke, koji Se prvenstveno odnose na obogacivanje poljoprivrednih tala osnovnim
biljnim hranivom duSikom 1 organskom tvari, te se na taj nacin potice poboljSavanje i
odrzavanje povoljnih fizikalnih kemijskih i bioloSkih svojstva tla koja direktno utje€u na
plodnost tla. Plodnost tla je od osnovne vaznosti prilikom uzgoja svih poljoprivrednih kultura

jer omogucuje biljkama pravilan rast i razvoj koje ¢e rezultirati optimalnim prinosima.
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11. SAZETAK

U poljoprivrednoj proizvodnji, uz dovoljne koli¢ine Sunceve energije i vode, dusik je
osnovni ograni¢avaju¢ih ¢imbenik rasta i razvoja biljaka, a s time i postizanja optimalnih
prinosa. Najveée zalihe ovog clementa nalaze se u atmosferi, gdje se dusik nalazi u
molekularnom obliku kojeg biljke nisu u moguénosti usvojiti i iskoristiti. Nedostupan dusik iz
atmosfere se kroz proces fiksacije veze u nove spojeve te na taj nacin postaje dostupan
mikroorganizmima i biljkama da ih iskoriste za svoje metabolicke potrebe. Fiksacija dusika
moze biti abiotska i biotska. Abiotska fiksacija dusika nije posredovana zivim organizmima te
se dijeli na prirodnu i umjetnu fiksaciju dusika. Biotska fiksacija duSika posredovana je zivim
organizmima i ukljucuje asimbiotsku, asocijativnu i simbiotsku fiksaciju dusika. Simbiotska
fiksacija dusika najznacajnija za poljoprivrednu proizvodnju nastaje kao rezultat simbiotskih
interakcija izmedu vecine biljka porodice Leguminosae i bakterija rodova Rhizobium i
Bradyrhizobium. Simbiotske interakcije zapocinju prepoznavanjem odgovarajucih kvrzi¢nih
bakterija i leguminoza, nakon ¢ega slijedi infekcija i nodulacija. U nodulama, uz prisustvo
enzima nitrogenaze, dolazi do procesa fiksacije dusika u kojem se atmosferski dusik prevodi u
amonijak kojeg biljka dalje ukljucuje u svoj metabolizam te ga iskoriStava za svoje
raznovrsne potrebe. U ekolo$koj poljoprivrednoj proizvodnji koja je koncipirana na nacin da
teZi ouvanju prirode i okoli$a, jedno od osnovnih nacela je sjetva legumnioznih usjeva koja

ima mnogostruke pozitivne ekonomske i ekoloske ucinke.
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12. SUMMARY

In agricultural production, with sufficient amount of solar energy and water, nitrogen
is main limiting factor for growth and development of plants and thereby also achieving
optimum yield. Largest stock of this element is in the atmosphere, where the nitrogen is in a
molecular form which plants are not able to uptake and use. Unavailable nitrogen from the
atmosphere through the fixing process binds into new compounds, and thereby becomes
available to microorganisms and plants to use them for their own metabolic needs. Nitrogen
fixation can be abiotic and biotic. Abiotic nitrogen fixation is not mediated by living
organisms, and it can be divided to natural and artificial nitrogen fixation. Biotic nitrogen
fixation is mediated by living organisms and includes asymbiotic, associative and symbiotic
nitrogen fixation. Symbiotic nitrogen fixation which is of the greatest importance for
agricultural production occurs as a result of symbiotic interactions between the plants from
family Leguminosae and bacteria from genera Rhizobium and Bradyrhizobium. Symbiotic
interaction begins by mutual recognition of appropriate rhizobia and legumes, followed by
infection and nodulation. In the nodule, with the presence of nitrogenase enzyme, the process
of nitrogen fixation occures in which atmospheric nitrogen is transformed to ammonia which
plant can include in its metabolism and use it for their various needs. In organic farming,
which is designed to preserve the nature and environment, one of the basic principles is

cultivation of legume crops that have multiple positive economic and environmental effects.
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ZNACAJ SIMBIOTSKE FIKSACIJE DUSIKA U EKOLOSKOJ POLJOPRIVREDNOJ
PROIZVODNUJI

Jurka Topol

Sazetak: Dusik pripada skupini esencijalnih makroelementata i vrlo ¢esto predstavlja osnovni
ograni¢avajuci ¢imbenik postizanja optimalnih prinosa u poljoprivrednoj proizvodnji. Biljke
dusik mogu usvajati iz tla i to u dva oblika amnonijacni i nitratni, dok sve ostale oblike dusika
kao §to je molekularni dusik iz atmosfere, nisu u mogucnosti usvojiti. Fiksacija dusika su
procesi u kojima se nedostupan dusik iz atmosfere veze u nove spojeve te na taj nacin postaje
dostupan biljkama da ga iskoriste za svoje raznovrsne potrebe. Procese fiksacije duSika
dijelimo na abiotsku kod koje razlikujemo prirodnu ili umjetnu, te biotsku ili biolosku kod
koje razlikujemo asimbiotska, asocijativnu i simbiotska fiksaciju dusika. Simbiotska fiksacija
dusika koja nastaje kao rezultat simbioze izmedu kvrzi¢nih bakterija i leguminoza je od
najveceg znacaja za ekolosku poljoprivrednu proizvodnju, jer sjetvom leguminoznih usjeva
poljoprivredno tlo obogac¢ujemo dusikom te poti¢emo povecanju i odrZzanju njegove plodnosti.
Kljuéne rijeci: dusik, simbiozna fiksacija dusika, kvrZi¢ne bakterije, leguminoze, ekoloska
poljoprivredna proizvodnja

Summary: Nitrogen belongs to a group of essential macroelements and often is the main
limiting factor in achieving optimum yield in agriculture production. Plants can uptake
nitrogen from the soil in two forms ammonium and nitrate, while all other forms of nitrogen
such as molecular nitrogen from the atmosphere, they are not able to uptake. Nitrogen fixation
are processes in which unavailable nitrogen from the atmosphere is transformed to new
compounds, and thereby becomes available to plants to use them for their diverse needs.
Nitrogen fixation processes are divided into abiotic which includes natural or artificial, and
biotic or biological which includes asimbiotic, associative and symbiotic nitrogen fixation.
Symbiotic nitrogen fixation that occurs as a result of the symbiosis between rhizobia and
legumes is of greatest importance for organic farming because sowing legume crop
agricultural soil is enriched with nitrogen, and stimulates increasing and maintaining soil
fertility.

Key words: nitrogen, symbiotic nitrogen fixation, nodule bacteria, legumes, organic farming
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