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SIMBIOTSKA FIKSACIJA DUSIKA
U EKOLOSKOJ POLJOPRIVREDNOJ PROIZVODNJI

SYMBIOTIC NITROGEN FIXATION
IN ORGANIC FARMING

Jurka Topol i Gabriella KaniZai Sarié

SAZETAK

U poljoprivrednoj proizvodnji dusik je vrlo ¢esto osnovni ograni¢avajuci
¢imbenik rasta i razvoja biljaka, a s time i postizanja optimalnih prinosa.
Najvece zalihe ovog elementa nalaze se u atmosferi, gdje je dusik u
molekularnom obliku kojeg biljke nisu u mogucnosti 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. Simbiotska fiksacija duSika najznacajnija za
poljoprivrednu proizvodnju nastaje kao rezultat simbiotskih interakcija izmedu
kvrzi¢nih bakterija i leguminoza, nakon cega slijedi infekcija i nodulacija. U
kvrzicama, uz prisutnost 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 ekoloskoj
poljoprivrednoj proizvodnji koja je koncipirana na nacin da tezi oCuvanju
prirode i okolisa, jedno od osnovnih nacela je sjetva leguminoznih usjeva jer na
taj naCin poljoprivredno tlo obogacujemo dusikom te potiCemo povecanje i
odrZanje njegove plodnosti §to u konacnici donosi mnogostruke pozitivne
ekonomske i ekoloske ucinke.

Kljuéne rijeci: dusik, simbiotska fiksacija duSika, kvrzicne bakterije,
leguminoze, ekoloska poljoprivredna proizvodnja

ABSTRACT

In agricultural production nitrogen is the main limiting factor for growth
and development of plants and thereby also achieving optimum yield. The

117



Jurka Topol i Gabriella Kanizai Sari¢: Simbiotska fiksacija dusika
u ekoloskoj poljoprivrednoj proizvodnji

largest stock of this element is in the atmosphere, where nitrogen is in a
molecular form which plants are not able to uptake and use. The proceesses of
nitrogen fixation are defined as processes in which unavailable nitrogen from
the atmosphere is transformed into new compounds, and thereby becomes
available to microorganisms and plants to use them for their own metabolic
needs. Symbiotic nitrogen fixation which is of the greatest importance for
agricultural production occurs as a result of symbiotic interactions between the
plants from the family Leguminosae and root nodule bacteria. 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. In this way agricultural soil is enriched with
nitrogen, stimuling increase and maintainance of soil fertility which has
multiple positive economic and environmental effects.

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

UvOoD

Za 7ivot, biljkama je neophodna sunéeva energija, voda, te razlicita biljna
hranjiva. Jedno od najvaznijih biljnih hranjiva 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 dusSika nalazimo u atmosferi u molekularnom obliku,
ali s obzirom na ¢injenicu da biljke dusik mogu usvajati u samo dva oblika, a to
su amonijacni i nitratni, one sav ovaj duSik iz atmosfere nisu u mogucnosti
iskoristiti. Fiksacija duSika definira se kao proces vezanja molekularnog dusika
u nove spojeve, ¢ime dusik postaje raspoloziv mikroorganizmima ili biljkama.
U proces simbiotske fiksacije dusika ukljuceni su genetski faktori kvrzi¢nih
bakterija i leguminoza u njihovom medusobnom prepoznavanju, infekciji,
nodulaciji odnosno formiranju korijenovih kvrzica, te odvijanju samog procesa
fiksacije dusSika iz atmosfere. Ovaj proces omogucuje prevodenje dusika iz
molekularnog oblika u amonija¢ni oblik, te na taj nacin biljkama nedostupan
dusik sada postaje dostupan te ga mogu iskoristiti za svoje razli¢ite potrebe.
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Uzgoj leguminoznih usjeva ima mnogobrojne i ekonomske 1 ekoloSke
pogodnosti te je iz tog razloga njihov uzgoj postao jedan od osnovnih nacela na
kojima se temelji ekoloska poljoprivredna proizvodnja. Ekoloska poljopri-
vredna proizvodnja, za razliku od klasicne konvencionalne poljo-privredne
proizvodnje, tezi smanjenju negativnih posljedica na okoli§ te ocuvanju
prirodnih bogatstava i prirode u cijelosti, cemu se zna¢ajno doprinosi i uzgojem
razlic¢itih leguminoznih usjeva.

SIMBIOTSKA FIKSACIJA DUSIKA

Nedostatak mineralnog oblika dusika u tlu vrlo Cesto ogranicava rast
biljaka, pa su se upravo zbog toga razvili simbiotski odnosi izmedu biljaka i
raznovrsnih organizama sa sposobno$¢u fiksiranja duSika (Freiberg i sur.,
1997). Upravo najucinkovitiji fiksatori duSika uspostavljaju simbiozu s visim
biljkama (Mylona i sur., 1995). Postoje razliCiti tipovi simbiotske fiksacije
dusika koji se medusobno razlikuju prema pojedinim ¢lanovima simbiotskih
odnosa, jer razli¢ite vrste bakterija stvaraju simbiotsku interakciju s razlicitim
vrstama biljaka. Najznacajniji tip simbiotske fiksacije dusika za poljoprivredna
tla je fiksacija dusSika koja nastaje kao rezultat simbioze izmedu bakterija iz
rodova Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium i Meso-
rhizobium s ve¢inom biljaka iz porodice Leguminosae. Ovaj tip simbioze
predstavlja primarni izvor fiksiranog dusika u svim kopnenim sustavima i moZze
osigurati vi$e od polovice fiksiranog dusika iz bioloskih izvora (Tate, 1995).

Simbiotska fiksacija duSika se inicira i odrzava aktivhom izmjenom
kemijskih signala izmedu biljke domacina i bakterija tla (Fox i sur., 2007).
Genetski faktori oba simbionta sudjeluju u stvaranju simbiotskog odnosa koji
zapocinje medusobnim prepoznavanjem bakterije 1 biljke nakon ¢ega slijedi
infekcija biljaka bakterijama, $to na kraju rezultira formiranjem kvrzica na
korijenovom sustavu biljaka unutar kojih ¢e se odvijati procesi simbiotske
fiksacije atmosferskog dusika. Proces fiksacije duSika zahtijeva aktivnost
enzima nitrogenaze koji djeluje kao katalizator u procesu redukcije 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 Clana simbioze. Leguminoze kroz produkte fotosinteze opskrbljuju bakterije
ugljikom odnosno energijom, dok zauzvrat bakterije opskrbljuju leguminoze
dusikom uglavnom u obliku amonijaka (Howard i Rees, 1996). Struktura zrelih
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kvrzica, unutar kojih se odvija ova fiksacija, razvijena je kako bi udovoljila
izmjeni hranjiva 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 rizobija zbog toga §to ove asocijacije imaju najvec¢i kvantitativni
utjecaj na ciklus kruzenja dusika u prirodi (Zahran, 1999). Unosi u kopnene
ekosustave od bioloske fiksacije dusika odnosno od simbiotskog odnosa izmedu
biljaka iz porodice leguminoza i kvrzi¢nih bakterija iznose najmanje 70 milijuna
tona dusika godisnje (Brockwell i sur., 1995). Upravo zbog toga, ovi simbiotski
odnosi su od najveceg znacenja za poljoprivredu, jer omogucuju obogacivanje
poljoprivrednih tala dusikom. Ucinkovita simbiotska fiksacija dusika moze
znacajno smanjiti potrebu za umjetnim duSiénim gnojivima. Koristenje
simbiotske fiksacije duSika kojom bi se smanjila ovisnost o komercijalnim
duSi¢nim gnojivima, osim ekonomske koristi, ima koristi i za ekologiju okoliSa
(Fox 1 sur.,, 2007). Proizvodnja dusi¢nih gnojiva i njegova primjena na
poljoprivredna tla, ima raznovrsne negativne posljedice za okoli§, odnosno za
prirodne ekosustave. Sam proces proizvodnje duSi¢nih gnojiva zahtijeva
koristenje neobnovljivih izvora energije ¢ije su koli¢ine u prirodi ograni¢ene. U
ovim procesima koriste se fosilna goriva kao S§to su prirodni ili zemni plin i
ugljen ¢ijim koriStenjem odnosno sagorijevanjem u industrijskim postrojenjima
dolazi do stvaranja i oslobadanja ugljikovog dioksida. Ugljikov dioksid je jedan
od najznac¢ajnijih stakleni¢kih plinova i povecanje njegovih koncentracija u
atmosferi dovodi do antropogenih klimatskih promjena. S druge strane,
dugoroCna primjena duSi¢nih gnojiva na poljoprivrednim tlima uzrokuje
degradaciju tla, odnosno narusavanje njegovih fizikalnih, kemijskih i bioloskih
svojstava, zagadenje podzemnih i nadzemnih voda te njihovu eutrofikaciju.
Prema tome, proizvodnja i primjena dusi¢nih gnojiva je ekonomski i energetski
vrlo zahtjevna i dovodi do vrlo ozbiljnih i zabrinjavaju¢ih problema
ugrozavanja prirodnih ekosustava. Simbioza izmedu rizobija i leguminoza
predstavlja jeftiniju i vrlo Cesto u€inkovitiju agronomsku praksu za osiguravanje
odgovarajuce opskrbe dusikom za proizvodnju usjeva i pasnjaka temeljenih na
leguminozama, nego §to je to aplikacija duSi¢nih gnojiva. Povecanje prinosa
usjeva zasadenih nakon Zetve leguminoza Cesto su jednake onima koje se
o¢ekuju nakon primjene 30 do 80 kg dusiénih gnojiva ha' (Zahran, 1999).
Koristenje simbiotske fiksacije duSika kao osnovnog izvora duSika u
poljoprivrednoj proizvodnji imat ¢e mnogobrojne pozitivne uéinke te ¢e se na
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taj nacin izbjeéi negativne posljedice proizvodnje i aplikacije dusi¢nih gnojiva.
No ova ogromna koli¢ina morat ¢e se jo§ povecati sukladno s povecanjem
svjetske populacije i smanjenjem prirodnih izvora potrebnih za proizvodnju
dusi¢nih gnojiva. Ovaj ¢e se cilj posti¢i kroz razvoj vrhunskih sorti leguminoza,
poboljsanje postoje¢e poljoprivredne prakse i povecanje efikasnosti samog
procesa fiksiranja dusika boljim upravljanjem simbiotskih odnosa izmedu
biljaka i bakterija (Zahran, 1999).

PROCESI PREPOZNAVANJA KVRZICNIH BAKTERIJA
I LEGUMINOZA

Simbioza izmedu kvrzi¢nih bakterija i biljaka iz porodice Leguminosae
moze biti viSe ili manje specifi¢na, §to zna¢i da ¢e pojedine vrste bakterija
stvarati simbiotske odnose samo s jednom ili nekoliko vrsta leguminoza.
Upravo zbog toga, proces prepoznavanja je osnova za stvaranje simbiotskih
odnosa. Kvrzi¢ne bakterije sadrze posebne skupine gena nazvanih nodulacijski
geni odnosno nod geni koji su odgovorni za stvaranje bakterijskih signalnih
molekula Nod faktora, koji imaju kljuénu ulogu u medusobnom prepoznavanju
tocno odredene vrste bakterija i leguminoza. Ti geni se ispoljuju samo kod
bakterija koje ¢e stvoriti simbiotski odnos s leguminozom, dok kod slobodno
zivucih bakterija nece do¢i do njihova ispoljavanja. 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 ukljucene u sintezi Nod faktora (Mylona i sur., 1995). Nod
faktor djeluje kao zaCetnik formiranja kvrzica jer pokrece cijeli niz procesa za
njihov razvitak i ulazak kvrzi¢nih bakterija u korijen biljke (Long, 2001; Geurts
i Bisseling, 2002; Gage, 2004). Upravo to predstavlja vrlo vaznu odrednicu
specifi¢nosti domacina (Spaink, 2000).

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 neodgovarajuce i
nepovoljne vrste bakterija u rizosferi odnosno u tlu. Bakterijski NodD otkriva i
prepoznaje fitokemijske signale biljke, nakon ¢ega inducira transkripciju drugih
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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 na korijenovom
sustavu biljke domacina. Inicijacija formiranja kvrzica na korijenu
kompatibilnih biljaka domaéina rezultat je molekularnog dijaloga izmedu
domacina i bakterija (Dénarié i sur., 1993; Schultze i Kondorosi, 1998; Perret i
sur., 2000; Spaink, 2000).

Prilikom procesa prepoznavanja bakterija i leguminoza, upravo Nod faktori
odreduju specifi¢nost simbioze. Vecina bakterija stvara samo nekoliko razlicitih
Nod faktora, koji im omogucéuju sposobnost stvaranja simbiotskih odnosa s
ograni¢enim brojem vrsta leguminoza. No, neke bakterije iz roda Rhizobium
kao npr. Rhizobium NGR234 imaju neSto slobodniju prirodu. Ova vrsta moze
nodulirati razlicite tropske leguminoze jer izluCuje cak 18 razli¢itih Nod faktora.
Ta produkcija razli¢itih Nod faktora smatra se osnovom za njegov Sirok raspon
domacina (Price i sur., 1992).

INFEKCIJA

Nakon procesa prepoznavanja, koji je omoguéio prve interakcije 1
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¢vr§¢uju na njegovoj
povrsini. Pri tome, bakterije stvaraju Nod faktore koji su od osnovne vaznosti za
proces infekcije jer iniciraju i reguliraju pojedine faze ovog procesa. 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
pokazuju prije samog pocetka procesa fiksacije dusSika, te su oni ukljuceni u
procese infekcije i nodulacije, dok su proizvodi kasnih nodulacijskuh gena
ukljuc€eni u stvaranje interakcije s endosimbiontom i metabolickoj specijalizaciji
kvrzica (Nap i Bisseling, 1990). Nodulacijski geni kodiraju cijeli niz razli¢itih
proizvoda nazvanih nodulini koji mogu imati i strukturnu i metabolicku
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funkciju. Noduline nikada ne nalazimo kod slobodno zivuéih bakterija, samih
bakteroida ili u korijenovom sustavu leguminoza kod kojeg nije doSlo do
infekcije bakterijama. S obzirom da nodulini jedino nastaju kao rezultat
ispoljavanja nodulacijskih gena aktiviranih Nod faktorima bakterija, ocito je
kako je njihova prisutnost neophodna za stvaranje simbiotskog odnosa izmedu
bakterija i leguminoza (Nap i1 Bisseling, 1990; Geurts i Bisseling 2002).

Kada se bakterije pri¢vrste na korijen, odnosno na vrh korjenovih dlacica,
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 stanicne stijenke 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,
takozvane infekcijske niti, pomoc¢u koje bakterije ulaze u biljku (Mylona i sur.,
1995). Infekcijsku nit ne stvaraju bakterije nego stanice korijena leguminoza
kao reakciju na infekciju bakterijama. Infekcijska nit se prvo razvija i §iri kroz
stanice korijenovih dlacica nakon Cega prodire u druge stanice korijena gdje se
pocinje granati u svim smjerovima. U stanicama korijena, koje se nalaze ispred
rastuce infekcijske niti, dolazi do promjena kao $to su pregradivanje citoskeleta,
premjestanje jezgre i stvaranje citoplazmatskih mostova §to rezultira stvaranjem
takozvane 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 intenzivno se dijele i neprestano
stvaraju Nod faktore. Ti Nod faktori poticu diobu stanica unutar korijena te na
taj nacin dolazi do stvaranja novih struktura, kvrzica 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 nazivaju se simbiosomi (Mylona i sur., 1995).

NODULACIJA

Nodulacija je inicirana infekcijom bakterija koje stvaraju Nod faktore a oni
imaju osnovnu ulogu u procesu stvaranja kvrzica. Biljna percepcija bakterijskih
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Nod faktora uzrokuje brze reakcije stanica pojedinih tkiva u unutra$njosti
korijena. Nekoliko tipova stanica i tkiva moraju uskladiti svoj razvoj kako bi
doslo do organogeneze kvrzica (Ferguson i sur., 2010). Razvoj samih kvrzica
zapocinje kada bakterije u infekcijskoj niti stvaraju Nod faktore te se na taj
nacin povecava njihova koncentracija. Visoka koncentracija Nod faktora dovodi
do mitozne aktivacije, odnosno iniciranja diobe stanica korteksa korijena. To
rezultira stvaranjem primordijalnih kvrzica (Ferguson i sur., 2010). U stanicama
primordijalnih kvrzica dolazi do aktivacije a potom i ispoljavanja nekoliko
nodulin gena koji rezultiraju stvaranjem razlika izmedu tkiva primordijalnih
kvrzica i ostalog meristemskog tkiva korijena biljke (Mylona i sur., 1995).
Infekcijske niti rastu kroz tkivo korijena, te kada dodu do primordijalnih kvrzica
pocinju se granati na male ogranke. Iz tih ogranaka se u stanice primordijalnih
kvrzica otpustaju bakterije koje se okruzuju peribakteroidnom membranom S$to
ju je stvorila biljka stvarajuéi pri tome simbiosom. Unutar stanica
primordijalnih kvrzica bakterije se intenzivno dijele te se transformiraju u
bakteroide koje imaju sposobnost fiksacije duSika. Primordijalne kvrZice se
odmah zatim razviju u zrele kvrzice (Mylona i sur., 1995).

Razlikujemo dva morfoloska tipa kvrzica kod leguminoza, determinirane i
nedeterminirane. Tip kvrZica koji ¢e nastati odreduje biljka domacin (Ferguson i
sur., 2010). Razlike izmedu ova dva tipa su u pogledu prve unutrasnje diobe
stanica, zadrzavanje meristemske regije te formacije zrele kvrzice (Newcomb i
sur., 1979; Gresshoff i Delves, 1986; Rolf i Gresshoff, 1988.). Kod
nedeterminiranih kvrzica, prva dioba stanica se odvija u unutrasnjosti
mezoderme nakon cega slijedi dioba stanica u endodermu i periciklu, one sadrze
mnogo trajnog meristema te zrele kvrzice imaju vise cilindrican oblik (Ferguson
i sur., 2010). Za razliku od toga, kod determiniranih kvrzica prva dioba stanica
se odvija odmah ispod epiderme u vanjskom dijelu mezoderme, ne sadrze trajni
meristem i zrele kvrzice su viSe okruglastog oblika (Ferguson i sur., 2010).

KARAKTERISTIKE KVRZICA

Proces nodulacije zavrSava stvaranjem kvrzica na korijenovom sustavu
leguminoza unutar kojih se odvija proces fiksacije atmosferskog dusika. Na
poljima, male kvrzice postaju vidljive 2-3 tjedna nakon sjetve, ovisno o vrsti
leguminoze i uvjeta za klijanje i nicanje (Lindemann i Glover, 2003). Na
pocetku razvoja, kvrzice su sitne, iznutra bijele do sive boje $to upucuje na
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¢injenicu da fiksacija duSika jo$ nije zapocela. S vremenom, kvrzice 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 i viSegodiSnje
vrste, pa zbog toga postoje razlike izmedu kvrzica na jednogodi$njim i
visSegodi$njim leguminozama. Kvrzice na viSegodi$njim leguminozama manjih
su dimenzija, nepravilnog oblika, ve¢inom smjeStene na glavnom korijenu
biljke. Kvrzice viSegodiSnjih leguminoza su dugozivuce 1 fiksirat ¢e dusik
tijekom cijele sezone rasta, sve dok su uvjeti za to povoljni (Lindemann i
Glover, 2003). Za razliku od toga, kvrzice na jednogodi$njim leguminozama su
ve¢ih dimenzija, okruglog oblika, rasporedene po cijelom korijenu biljke.
Kvrzice jednogodisnjih leguminoza su kratko Zivuée tako da ¢e se neprestano
izmjenjivati tijekom cijele sezone rasta (Lindemann i Glover, 2003). Kvrzice
leguminoza koje vise ne fiksiraju atmosferski dusik, postepeno mijenjaju boju u
zelenkastu nakon Cega ih biljka ¢ak moze odbaciti. U sredini sezone rasta na
korijenu leguminoze trebale bi dominirati kvrzice koje su na presjeku ruzicaste
ili crvene boje. No ako dominiraju bijele, sive ili zelene kvrzice, fiksacija dusika
je slaba, Sto moze biti rezultat infekcije i nodulacije s neuCinkovitim sojem
kvrzi¢nih bakterija, 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 tocno odredenih uvjeta koji omoguéuju nesmetano
odvijanje procesa fiksacije molekularnog dusika. Kod leguminoza, u svakoj
zreloj kvrzici nalazi se peribakteroidna membrana stvorena od biljke koja
okruzuje unutarstanicnog mikrosimbionta, odnosno bakteroide koji u stanicama
kvrzica fiksiraju atmosferski dusik. Ova membrana nastaje od plazma
membrane domacina odnosno biljke leguminoze. Peribakteroidna membrana
kvrzica leguminoza sadrzi fosfolipide i proteine organizirane drugacije nego
kod plazma membrane (Perotto i sur., 1995; Verma, 1992), uz to mogu i
sadrzavati razli¢ite noduline biljaka i proteine bakterija (Fortin i sur., 1985;
Miao i sur., 1992), te se pretpostavlja da im upravo to omoguéuje neka nova
specijalizirana svojstva i funkcije (Mylona i sur., 1995). Peribakteroidne
membrane kvrzica 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
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koje se izmjenjuju signali i metaboliti, te spreCavaju obrambenu reakciju biljke
na unutarstani¢ne bakterije (Nap i Bisseling, 1990; Verma, 1992; Werner,
1992). Nadalje sudjeluju u stvaranju anaerobnih uvjeta u unutras$njosti kvrzica
koji su neophodni za proces fiksacije dusika. Naime, enzim nitrogenaza koji je
klju¢an u ovom procesu izuzetno je osjetljiv na kisik jer se u njegovoj
prisutnosti ireverzibilno inaktivira. Peribakteroidne membrane takoder sudjeluju
u sprecavanju nastanka obrambenih reakcija domacina biljke leguminoze na
prisutnost bakterija u kvrzicama. Upravo je na taj na¢in ovaj simbiotski odnos
uopc¢e moguc.

ZNACAJ 1 PRIMJENA SIMBIOTSKE FIKSACIJE DUSIKA U EKOLOSKOJ
POLJOPRIVREDNOJ PROIZVODNIJI

Sjetva leguminoznih usjeva ima mnogostruke povoljne ucinke za
poljoprivredna tla. Na ovaj nacin se veze atmosferski dusik, koji se odmah
koristi za sintezu bjelanCevina i sprijeava se opasnost od oneciS¢enja
podzemnih voda nitratima koji se inace javljaju kod intenzivne primjene
mineralnih dusi¢nih gnojiva (Stafa i sur., 1999). Tlo se obogaéuje organskom
tvari §to ima viSestruke pozitivne ucinke na poboljSanje i odrzanje povoljnih
fizikalnih, kemijskih i bioloskih svojstava tla. Odrzava se plodnost tla i
omogucuje kulturama koje slijede u plodoredu koristenje bioloski vezanog
atmosferskog dusika (Stafa i sur., 1999). Upravo iz tog razloga preporuca se da
razliciti leguminozni usjevi postanu neizostavni prilikom kreiranja svakog
dobrog plodoreda. Nadalje, uzgojem leguminoznih usjeva smanjuje se koli¢ina
organskih gnojiva bogatih duSikom koje treba aplicirati. U pravilu njih 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. Osim $to se simbiotskom fiksacijom dusSika
osiguravaju biljkama dovoljne koli¢ine duSicnog hranjiva u potpunosti se
udovoljava zahtjevima gospodarenja tlom kao §to su: produktivnost, sigurnost,
zaStita prirodnih resursa, ekonomicnost (Redzepovic¢ i sur., 2007). Leguminozni
usjevi obuhvacaju velik broj raznolikih vrsta koje se medusobno razlikuju po
vremenu sjetve i trajanju vegetacije tako da postoji Sirok raspon moguénosti
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 Cak kao meduusjev koji se sije izmedu
vegetacijskog perioda glavnih kultura. Osim toga, neki leguminozni usjevi se
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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.

Prilikom uzgoja leguminoza primjenom bakterizacije mozemo povecati
ucinkovitost procesa simbiotske fiksacije duSika te na taj nacin povecati i
koli¢inu fiksiranog dusika $to na samom kraju rezultira i povecanjem njihovog
prinosa. Bakterizacija predstavlja vrlo ucinkovitu metodu kojom se efikasni
sojevi kvrzi¢nih bakterija uvode u tlo odnosno u rizosferu (Deaker i sur., 2004).
Cilj bakterizacije je osigurati dovoljan broj ucinkovitih kvrzi¢nih bakterija koje
bi omogucile brzu kolonizacije rizosfere omogucavaju¢i da infekcija i
nodulacija zapo¢nu ¢im prije nakon klijanja i nicanja, $to u konacnici rezultira
ostvarivanjem optimalnih prinosa (Thompson, 1988; Catroux, 1991). Potreba za
bakterizacijom visokim brojem ucinkovitih bakterija postoji kako bi se na taj
nacin nadmasila kompeticija s populacijama neucinkovitih sojeva bakterija u tlu
ili kako bi se poveéala populacija u¢inkovitih bakterija na tlima ¢iji su uvjeti
limitirali njihov opstanak (Deaker i sur., 2004). Poceci razvoja bakterizacije
vezani su s otkri¢ima da se proces fiksacije dusika odvija u korijenovim
kvrzicama. Znanstvenici su nakon toga prepoznali mnogo vise specifi¢nu vezu
izmedu odredenih sojeva bakterija i odredenih vrsta leguminoza u kontekstu
infektivnosti (mogucénosti infekcije i noduliranja) i efektivnosti (sposobnosti
fiksiranja atmosferskog N,) (Deaker i sur., 2004).

Daljni pravci istrazivanja usmjerena su na prou¢avanje prirodnih populacija
simbioznih fiksatora dusika (Vasquez-Arroyo i sur. 1998; Sikora i sur., 2002;
Sikora i sur., 2008) kao i na selekciju ucinkovitih sojeva te iznalaZenje
najkvalitetnije simbiozne zajednice sorta x soj (RedZepovic i sur., 1991; Sikora i
Redzepovié, 2000; Sikora i sur., 2008). Identifikacija i selekcija najucinkovitijih
sojeva vazna je zbog njihovog iskoriStavanja u pripremi komercijalnog
preparata za bakterizaciju jer uvodenjem najucinkovitijih sojeva, koji su
istovremeno prilagodeni uvjetima odredenog proizvodnog podru¢ja moci Ce se
poboljsati kvalitet inokuluma $to ima za posljedicu vece iskoriStavanje procesa
simbiotske fiksacije duSika (Sikora i Redzepovi¢, 2000). Maksimalnim
iskoriStavanjem prirodnog procesa simbiotske fiksacije duSika povecala bi se
proizvodnja proteina u zrnu leguminoza, smanjili troskovi proizvodnje, a
potrosacu ponudili jeftiniji i s glediSta prehrane, bioloski vredniji proizvod
(Sikora 1 Redzepovi¢, 2000; Redzepovi¢ i sur., 2007). Istrazivanja su bila
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usmjerena i na razvoj razli¢itih metoda primjene preparata za bakterizaciju
putem bakterizacije sjemena zapraSivanjem, peletiranjem, impregniranjem ili
bakterizacije tla putem tekucih ili granuliranih sredstava (Deaker i sur., 2004).
Komercijalni preparati za bakterizaciju kao nosac bakterijskih stanica najcesce
upotrebljavaju treset zbog visokog sadrzaja organske tvari, optimalnog
kemijskog sastava i dobrog kapaciteta zadrzavanja vode (Stephens i Rask, 2000;
Deaker i sur. 2004). Medutim ispituju se svojstva i drugih nosaca kao Sto su
mineralna tla, glina, kompostirani biljni materijal, perlit i dr. (Stephens i Rask,
2000).

U nekim drzavama su uspostavljene sluzbe za kontrolu preparata za
bakterizaciju, poduprte zakonima i propisima (Deaker i sur., 2004).
Mnogobrojna pobolj$anja samih preparata osigurala su optimiziranje uvjeta
proizvodnje i1 odrzavanje kvalitete proizvoda. No zbog manjka kontrole
postupka bakterizacije, unato¢ uvijek prisutnim preporukama proizvodaca koje
se odnose na ¢uvanje i aplikaciju preparata za bakterizaciju, puni potencijal
proizvoda visoke kvalitete nije uvijek postignut (Deaker i sur., 2004). U
Republici Hrvatskoj predsjetvena bakterizacija sjemena soje visokoucinkovitim
sojevima B. japonicum je preporuCena redovna mjera u proizvodnji ove
leguminoze (Sikora i Redzepovi¢, 2000; Milakovi¢ i sur, 2012). Nadalje,
istrazivanja Kanizai i sur. (2007) su potvrdila kako predsjetvena bakterizacija
sjemena lucerne u ekoloskom uzgoju utjeCe na veci prinos zelene mase, suhe
tvari i bjelanCevina u odnosu na nebakteriziranu varijantu. Ista skupina autora
(2007) je utvrdila kako djelotvornost simbioze izmedu krmne galege (Galega
orientalis Lam.) 1 R. galegae u ekoloSkom uzgoju znacajno utjeCe na tezinu i
dinamiku rasta nadzemnih dijelova biljke 1 akumulaciju esencijalnih
makroelemanata u biljci, prouzro¢ene bakterizacijom.

Takoder, utvrdeno je kako primjena selekcioniranih sojeva B. japonicum i
biostimulatora znacajno utjeCe na povecanje sadrzaja dusika u cijeloj biljci 1
stabljici soje (Redzepovi¢c 1 sur.,, 2007). Djelotvornost pripravaka za
predsjetvenu bakterizaciju sjemena moze se poboljsati dodatkom razlicitih
adhezivnih sredstava. Primjenom lakopristupacnih tvari koje imaju svojstva
adheziva, poput Secera, u sklopu predsjetvene bakterizacije sjemena soje
povecava se broj i masa suhe tvari kvrzica po biljci, broj mahuna, masa 1000
zrna a samim time i prinos soje (Milakovi¢ i sur, 2012).
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ZAKLJUCAK

Ekoloska poljoprivredna proizvodnja temelji se na nekoliko osnovnih
nacela kojima se nastoji minimalizirati negativan utjecaj poljoprivredne
proizvodnje na okoli§ te potaknuti njegovo ocuvanje. Iznimnu vaznost imaju
raznolike biljke iz porodice Leguminosae Kkoje imaju sposobnost stvaranja
simbiotskih odnosa s kvrziénim bakterijama. Na ovaj je na¢in omogucen proces
pretvorbe duSika iz biljkama nedostupnog oblika u dostupan oblik tako da ga
biljka moze ukljuciti u svoj metabolizam i iskoristit za svoje potrebe. Osim toga
leguminozni usjevi obogacuju tlo duSikom i organskom tvari, te na taj nacin
poti¢u poboljsavanje i odrzavanje povoljnih fizikalnih, kemijskih i bioloskih
svojstava tla §to direktno utjecu na plodnost tla neophodnu za ostvarivanje
optimalnih prinosa.
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