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Sazetak

Uz dovoljne kolic¢ine Sunéeve energije i vode u poljoprivrednoj proizvodnji, osnovni
faktor postizanja optimalnih prinosa, te rasta i razvoja biljaka, je dusSik. Najvece koli¢ine
duSika nalaze se u atmosferi, gdje je pohranjen u molekularnom obliku koji nije dostupan za
biljke. Procesom bioloske fiksacije duSika, molekularni oblik dusika reducira se do spojeva
koje biljke mogu usvajati 1 koristiti za svoje metaboli¢ke potrebe. Bioloska fiksacija duSika
dijeli se na simbioznu, asocijativnu i asimbioznu fiksaciju. Najznacajnija od svih, simbiozna
fiksacija dusika, nastaje kao rezultat simbioze izmedu veéine leguminoznih biljaka i rizobija.
Asocijativna fiksacija dusSika odvija se na povrsini korijena, a najpoznatiji rodovi bakterija
koji vrSe ovu fiksaciju su Azotobacter, Azospirillum, Bacillus 1 Klebsiella. PGPR (Plant
growthpromoting rhizobacteria) su bakterije koje Zive slobodno u tlu, a pozitivno utjeCu na
rast biljaka. NajCesce se karakteriziraju kao bakterije koje svojom metabolickom aktivnoséu
pospjeSuju rast biljaka. Aktualna saznanja o popratnim negativnim posljedicama koriStenja
kemijskih sredstava u poljoprivredi, povecéala su interes za bolje razumijevanje aktivnosti
mikrobioloSke populacije u rizosferi 1 njihove primjene u poljoprivredi. Aktivnost
mikrobioloske populacije moze se iskoristiti kao jeftina biotehnologija te predstavlja osnovu
strategije koja pomaZe razvoju odrzive poljoprivrede i zaStiti Zivotne sredine. U razdoblju
odrzive biljne proizvodnje, interakcije biljaka i mikroorganizama imaju sve veéi znacaj u
transformaciji 1 mobilizaciji hranjiva iz ogranicenih zaliha u tlu, a zatim u usvajanju tih

hranjiva kako bi biljke ostvarile svoj maksimalni genetski potencijal.

Kljucéne rijeci: bioloska fiksacija dusika, dusik, fiksatori dusika, PGPR



Summary

With sufficient amount of solar energy and water in agricultural production, main factor for
achieving optimum yield and for growth and development of plants, is nitrogen. Largest stock
of nitrogen is in the atmosphere, where the nitrogen is found in molecular form which is
unavailable for plants. Through nitrogen fixation, molecular nitrogen is reduced to
compounds which plants can uptake and use for their own metabolic needs. Nitrogen fixation
can be divided on symbiotic, associative and asymbiotic fixation. The most important of all,
symbiotic fixation, occurs as a result of symbiotic interaction between most of leguminous
plants and rhizobia. Associative nitrogen fixation is active on the root surface, and the most
important bacterial genera for this type of fixation are Azotobacter, Azosirillum, Bacillus i
Klebsiella. PGPR (Plant growth-promoting rhizobacteria) are free living bacteria in the soil
and they have a positive impact on the plant growth. They are characterized as bacteria that
promote plant growth through their metabolic activity. Current knowledge about side effects
of using different chemicals in agriculture, made a huge interest for better understanding of
microbial activity in the rhizosphere and its use in agriculture. Activity of microbial
population can be used as an economical biotechnology and it presents the base of strategy
that helps developing sustainable agricutlure and protects the environment. In sustainable
agriculture, interaction between plants and microorganisms has an increassing importance in
transformation and mobilization of nutrients from limited supplies in the soil, and also in

uptaking those nutrients for plants to achieve their maximum genetical potential.

Keywords: nitrogen fixation, nitrogen, symbiotic nitrogen fixing bacteria, PGPR



1. UVOD

Prehrana stanovniStva danas predstavlja jedan od najvecih svjetskih problema. Ljudska
populacija u naglom je porastu 1 pretpostavlja se da bi ve¢ 2020. godine mogla dose¢i broj od
8 miljjardi ljudi. Ljudska egzistencija ovisna je o hrani koja danas postaje ograniCeni resurs i
temelj opstanka. Postavlja se pitanje na koji nacin osigurati dovoljno hrane za svjetsku
populaciju 1 hoce li postojeCe metode biti u mogucnosti zadovoljiti rastuce potrebe.
Suvremena poljoprivredna proizvodnja trebala bi odgovoriti na to pitanje bazirajuéi se na
odrzivim i ekoloskim principima.

Upravo zato, znanstveni napredak u podruc¢ju agronomije, kemije 1 biologije kljucan je
segment koji ¢e morati osigurati poboljSanje postoje¢ih metoda, kao i omoguciti nastanak
novih izvora hrane.

Osnovna uloga mikroorganizama je mineralizacija organske tvari koja omogucava
odrzavanje zivotnog svijeta u prirodi, naroc¢ito ishranu bilja, sudjeluju u kruzenju tvari i
energije u prirodi, a ukljuceni su u brojne druge procese koje koristi ¢ovjek. Glavna uloga
mikroorganizma u tlu je transformacija organske tvari i stvaranje humusa, odnosno
humifikacija, zatim mineralizacija humusa, odnosno dehumifikacija, $to dovodi do stvaranja
biljnih asimilativa. U procesima humifikacije 1 dehumifikacije najveéa uloga pripada
bakterijama i gljivama heterotrofne prirode, oni su odgovorni za biorazgradnju i1 kruZenje tvari
(Milakovi¢, 2013.).

Dusik se opcenito smatra esencijalnim biljnim hranjivom pa je duSi¢na gnojidba
nezamjenjiva agrotehni¢ka mjera u svrhu postizanja visokih prinosa (Vukadinovi¢ 1 Loncari¢,
1997.). Od svih mineralnih gnojiva koja se danas koriste, duSicna gnojiva predstavljaju
najvecu opasnost za oneciS¢enje povrsinskih i podzemnih voda, posebno nitratni oblik (NO3").
Fiksatori dusika vazan su ¢imbenik ekoloske poljoprivredne proizvodnje te imaju visestruke
pozitivne u¢inke kako na poboljSanje kvalitete tla, tako 1 na smanjenje oneciS¢enja podzemnih
voda nitratima. Kao takvi, fiksatori duSika su od najvec¢eg znacenja za poljoprivredu jer
omogucuju obogacivanje poljoprivrednih tala duSikom te znacajno smanjuju potrebu za
primjenom mineralnih dusi¢nih gnojiva.

Bioloski fiksatori duSika procesom vezivanja atmosferskog dusSika opskrbljuju biljku
reduciranim duSikom, a od nje uzimaju tvari potrebne za svoj razvoj. Ako u tlu postoje

dovoljne koli¢ine raspolozivog dusika, tako da su zadovoljene potrebe biljke domacina i



bakterija, rast kvrzica se smanjuje uz opadanje njihovog broja (Vukadinovi¢ i Vukadinovi¢,
2011.).

1.1. Cilj rada

Cilj rada je pregledno prikazati znacaj nekih korisnih asocijacija biljaka 1
mikroorganizama u suvremenoj biljnoj proizvodnji i zastiti okoliSa. Paznja ¢e prvenstveno biti
usmjerena na proces asocijativne fiksacije atmosferskog duSika i mogucénost veceg
iskoriStavanja ovog korisnog mikrobioloSkog procesa u ishrani biljaka dusikom. Osim toga,
prikazati ¢e se 1 nove spoznaje o znacaju razliCitih korisnih endofitskih bakterija koje mogu

stimulativno djelovati na rast biljaka.



2. RIZOSFERA

Rizosfera je zona tla uz korijen biljke, a sastoji se od samog tkiva i povrSine oko korijena
koja je pod njegovim konstantnim utjecajem (Slika 1.). Rizosfera, kao podrucje u kojem se
neprekidno odvijaju razne interakcije izmedu mikroorganizama, biljaka i tla, ima stimulativan
utjecaj na mikroorganizme koji se naziva rizosferni efekt. Uloga mikroorganizama koji
naseljavaju podrucje rizosfere jest sinteza biljnih asimilativa i razgradnja korijenskih
eksudata. Jedni od najpoznatijih i najzastupljenijih rodova takvih mikroorganizama su
bakterije iz rodova Pseudomonas, Agrobacterium, Arthrobacter, Azospirillum 1 Rhizobium.
SloZzena mikroklima kojom odiSe rizosfera omogucava osnivanje jedinstvenih zajednica.
Zajednice korisnih bakterija i gljiva u interakciji s korijenom imaju velik potencijal za
detoksikaciju Stetnih organskih spojeva te za mnoge druge procese koji su od velike vaznosti,
primjerice fiksacija atmosferskog dusika. Zanimanje za mikroorganizme u tlu poraslo je
krajem 19. stoljeca, kada je otkrivena simbioza izmedu kvrzi¢nih bakterija i leguminoza. Tada
se uvodi pojam rizosfera — dio zemljiSta koji je pod utjecajem biljnog korijena. Rizosfera je
bogatija bakterijama od ostalih slojeva tla, a predstavlja zonu tla koja ukljucuje korjenov
sustav. Rizosferni mikroorganizmi imaju koristi od izlu¢evina korjenovog sustava biljaka koje
iskoriStavaju kao hranjive tvari. Ovaj efekt je prouzrokovan ¢injenicom da su znatne koli¢ine
fiksiranog ugljika ispustene kroz eksudate korijena od strane biljke (5-21%). Rizosfera je zona
tla u kojoj korijen utjece na bioloske i kemijske znacajke tla. Prilikom svog rasta kroz tlo,
korijenje otpusta vodotopive spojeve kao Sto su aminokiseline, Seceri 1 organske kiseline koje
sluze kao rezerva hrane mikroorganizmima. Sto su mikroorganizmi bliZe korjenovom sustavu,
to je mikrobioloSka aktivnost veéa zbog vece 1 bolje dostupnosti hranjiva. Zauzvrat,
mikroorganizmi opskrbljuju biljke hranjivim tvarima. Neki mikroorganizmi, ukljucujuci
bakterije 1 mikorizne gljive tvore asocijacije s korijenom od kojih oba ¢lana imaju korist dok
neki nemaju potrebu zbog dovoljne koli¢ine hranjiva u tlu. Nadalje, postoje neki
mikroorganizmi sa izrazenom naklonoS¢u prema specificnim biljnim vrstama. Takve
interakcije mogu biti patogene (mikroorganizmi napadaju i uniStavaju korijen i biljku),
simbiozne (poticu rast biljke), Stetne (smanjuju rast biljke), saprofitne (zive na raspadnutom
biljnom otpadu) i neutralne (nemaju utjecaja na biljku). Interakcije koje pozitivno utjecu na
poljoprivredu uklju¢uju mikorize, nodulaciju leguminoza i stvaranje antimikrobnih spojeva
koji sprje¢avaju rast patogena. Rizosferni mikroorganizmi produciraju vitamine, antibiotike i

biljne  hormone  koje  poticu  rast  biljaka  (Pacome 1  sur.,  2016.).
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Slika 1. (A) Shematski prikaz rizosfere; (B) Uvecani prikaz rizosfere kao uskog (1-2 mm)
sloja tla koji okruzuje korijen 1 pod njegovim je utjecajem (izvor: Eri¢, 2016. )



3. ZNACAJ ODRZIVE POLJOPRIVREDE DANAS

Koncept odrzive poljoprivrede podrazumijeva razradu brojnih nacela i djelovanja
koja su preduvjet osmisljene provedbe tog koncepta. Tlo je smjesa praskastih i ¢vrstih
Cestica, vode 1 zraka, koja, opskrbljena hranjivima, moZze biti nositelj vegetacije. Definira se
kao rastresit sloj Zemljine kore sposoban da bude staniste biljkama, a s ekoloskog aspekta tlo
je sloj Zemljine kore koji nosi biljke. Temelj odrZive poljoprivrede predstavlja obiteljsko
gospodarstvo, posjed ili farma c¢ija je najvaznija sastavnica tlo kao jedan od glavnih
preduvjeta prakticiranja odrzive poljoprivrede (Hajdukovi¢ i sur., 2010.). Razni nacini za
alternativnu ili odrzivu poljoprivredu se Cesto spominju u kontekstu oCuvanja okolisa za
suvremeni zivot (Tovey, 1997.).

U ekoloskom smislu odrzivost se moze definirati kao nacin po kojem bioloski sustavi
ostaju raznoliki i produktivni tijekom vremena. Ona je ljudima potencijal za dugoro¢no
blagostanje koje ipak ovisi o blagostanju prirodnog svijeta i odgovornom koristenju prirodnih
resursa, te se Cesto koristi termin odrzivi razvoj. Odrziva proizvodnja je sustav upravljanja
proizvodnjom hrane koji kombinira najbolje ekoloSke standarde, visok nivo bioraznolikosti,
oCuvanje prirodnih resursa, uz upotrebu prirodnih tvari i procesa (Mirecki i sur., 2011.).

Koristi za drustvo od ekoloske poljoprivrede ocituju se u nezagadivanju tla, vode i
zraka te nezagadivanju hrane. Svaka odrziva poljoprivreda nije i ekoloska, nego samo jedna
varijanta ekoloske poljoprivrede. Ipak u kontekstu odrzivosti, ekoloSka se poljoprivreda drzi
konkretnom i velikom vizijom (Cifri¢, 2003.).

Simbioza mikroorganizama i biljaka jedan je od najvaznijih nacina za razvoj odrzive
poljoprivrede i1 proizvodnju dovoljne koli€¢ine hrane za ljude i Zivotinje uz minimalnu Stetu po
okoli§. Mikrobioloske zajednice u simbiozi imaju najveci utjecaj na poljoprivredu i ekosustav
i razvoj upravo takvih zajednica neupitno je osnova za odrZivu poljoprivredu.

Poljoprivreda je jedan od najstarijih ekonomskih sektora u svijetu koji prije svega
ovisi o plodnosti tla 1 klimatskim uvjetima. Ima velik utjecaj na ekolosku ravnotezu, kvalitetu
vode i tla te na oCuvanje bioloSke raznolikosti. Agrotehni¢ke mjere i ekonomija uvelike su se
mijenjale s vremenom, pa je nazalost poljoprivreda postala jedan od najvecih izvora
zagadenja okoliSa. Upravo iz tog razloga, danas se pokusava puno viSe okrenuti odrzivoj
poljoprivredi i iskoristiti sve prednosti interakcije mikroorganizama 1 biljaka.

Biljne bolesti su razlog velikih gubitaka prinosa i nestabilnosti ekosustava. Zadnjih par

desetljeca, koriStenje kemijski sredstava, kako bi se =zastitili usjevi, povecano je



proporcionalno sa poveéanjem poljoprivredne proizvodnje u svijetu. KoriStenje mineralnih
gnojiva povecalo je prinose u poljoprivredi, ali nije ekonomski isplativo, i ono puno vaznije,
Steti okoliSu. Njihovo koriStenje crpi neobnovljivu energiju uz negativne efekte poput
ispiranja, zagadivanja podzemnih voda, uniStavanja mikroorganizama tla i insekata. Sve to
usjeve €ini podloznijima za bolesti, smanjuje se plodnost samog tla i uzrokuje nepopravljivu
Stetu za cijeli ekosustav.

Kako bi se prehranila rastu¢a populacija u svijetu, poljoprivrednici se u velikoj mjeri
oslanjaju na koriStenje gnojiva, posebno dusi¢nih. Aplikacija dusi¢nih gnojiva ima puno
negativnih posljedica poput zagadenja povrSinskih 1 podzemnih voda preko ispiranja i
denitrifikacije, Sto vodi ka naruSavanju zdravlja ljudi i Zivotinja. Takoder, proizvodnja
duSi¢nih gnojiva koristi nepovratne izvore energije poput prirodnog plina i ugljena i1 uzrokuje
stvaranje staklenickih plinova ¢ime doprinosi globalnom zatopljenju (Bhattacharjee i sur.,
2008.).

Stoga, krajnje je vrijeme za pronalazak alternative i okretanje odrzivoj poljoprivredi,
koja nema negativnih posljedica. Takoder, koriStenje bakterija koje pospjeSuju rast i prinos
biljaka (Plant Growth Promoting Rhizobacteria- PGPR) moglo bi biti potencijalno rjeSenje u

odrzivoj poljoprivrednoj proizvodnji.



4. BAKTERIJE KOJE POSPJESUJU RAST BILJAKA
(PGPR)

PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) su bakterije koje zive slobodno u tlu, a
pozitivno utjecu na rast biljaka. Najcesc¢e se karakteriziraju kao bakterije koje pospjeSuju rast
biljaka kroz sposobnost koloniziranja korijena. Zona tla koja okruzuje korjenov sustav biljke,
pod utjecajem je njegovih izluCevina i vazna je zona za interakciju biljaka i mikroorganizama,
moze se definirati kao rizosfera. Primjena PGPR bakterija za povecanje prinosa limitirana je
varijabilnos¢u izmedu rezultata dobivenih u razli¢itim uvjetima (laboratorij, staklenik, polje).
PGPR bakterije predstavljaju alternativu upotrebi kemijskih sredstava za poboljSanje rasta
biljaka. Aktualna saznanja o popratnim negativnim posljedicama koriStenja kemijskih
sredstava u poljoprivredi, povecala su interes za bolje razumijevanje aktivnosti mikrobioloske
populacije u rizosferi 1 njithove primjene u poljoprivredi. Aktivnost mikrobioloSke populacije
moze se iskoristiti kao jeftina biotehnologija te predstavlja osnovu strategije koja pomaze
razvoju odrzive poljoprivrede i zastiti Zivotne sredine. U razdoblju odrZive biljne proizvodnje,
interakcije biljaka i mikroorganizama imaju sve veci znacaj u transformaciji i mobilizaciji
hranjiva iz ograni¢enih zaliha u tlu, a zatim u usvajanju tih hranjiva kako bi biljke ostvarile
svoj maksimalni genetski potencijal. KoriStenje PGPR bakterija pronaslo je potencijalnu
ulogu u razvoju odrzivih sustava biljne proizvodnje 1 danas se koriste diljem svijeta. Ove
bakterije dijele se u dvije skupine prema svojoj lokaciji: one koje formiraju kvrzice i
smjeStene su unutar biljnih stanica, te bakterije koje ne formiraju kvrzice, a zive van biljne
stanice, no ipak poticu rast biljke. S obzirom na mehanizme djelovanja, bakterije koje poticu
rast biljaka moZemo podijeliti na: biofertilizatore, biostimulatore i biopesticide (Bucar, 2015.)
(Tablica 1.). Neki od rodova bakterija koje poboljSavaju rast biljaka su: Pseudomonas,
Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Burkholderia,

Bacillus 1 Serratia. (Saharan i Nehra, 2011.)



Tablica 1. Podjela PGPR-a prema mehanizmu djelovanja

PGPR DEFINICIJE MEHANIZAM
DJELOVANJA
Sadrze zive Bioloska fiksacija dusika
mikroorganizme, koji kada
Biofertilizatori se primjenjuju na sjeme Fosfofikacija

biljaka, poboljSavaju rast
biljaka kroz povecanu Fosfomobilizacija
opskrbu primarnih hranjiva
za biljku domacina

Tvari koje potpomazu rasti | Poticanje fizioloskih i
Biostimulatori razvoj biljaka (jaci i brzi biokemijskih procesa
rast, bolji imunitet, veci
prinos, kvalitetniji plodovi) | Povecanje otpornosti na
stresne uvjete

Mikroorganizmi za bolji rast | Proizvodnja antibiotika
Biopesticidi biljaka, djeluju na patogene

Proizvodnja enzima

MikrobioloSka kolonizacija rizosfere takoder utjece na biljke. Kloepper 1 Schroth
(1978.) predlazu termin ,,PGPR* (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) za vaznu ulogu
bakterija koje imaju utjecaj na rast biljaka na nacin da koloniziraju korijen biljke. Utjecaj tih
mikroorganizama potice ranije klijanje sjemena, povecava otpornost, prinos i biomasu biljke,
te pojacan rast korjenovog sustava. Raznolikost svojstava i1 specifi¢nih gena pridonosi procesu
koloniziranja korijena, ali dosad ih je samo nekoliko otkriveno: pokretljivost, kemotaksija
sjemena, eksudata korijena, proizvodnja specifi¢nih spojeva na povrsini stanica, moguénost
iskoristavanja specifi¢nih spojeva koje ispusta korijen i izlu€ivanje proteina. Neke rizosferne
bakterije poticu rast biljaka stimulirajuci rast sjemena, dok neke mikorizne gljive omogucuju
pojacan razvoj biljaka u vegetaciji jaCim usvajanjem biljnih hranjiva. PGPR bakterije
pozitivno utjeu na rast biljaka kroz razne faktore medu kojima su najvazniji: proizvodnja
fitohormona, fiksacija dusika, regulacija proizvodnje etilena u korijenu, otapanje hranjiva,
proizvodnja siderofora, poboljSanje funkcije mikorize te smanjenje toksicnosti teskih metala.
Koristi dodavanja PGRP bakterija su: povecana klijavost, rast korijena, ve¢i prinos (zrno,
listovi), povecani sadrzaj klorofila, magnezija, dusika i proteina, veca otpornost na susu, ve¢u
masu izdanka i korijena i odgodeno starenje listova.

PGPR prirodni mikroorganizmi tla, odnosno rizosfere, imaju veliku ulogu u bioloskoj

kontroli biljnih patogena. Takoder pruZaju i zaStitu od virusnih bolesti. Upotreba PGPR-a
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rasprostranjena je u regijama diljem svijeta. Neke rizobakterije mogu se koristiti kao pesticidi
u borbi protiv patogena. Red koji posjeduje veliki potencijal kao PGPR je Pseudomonadales.
Rod Pseudomonas spp. je sveprisutan u poljoprivrednim tlima. Otkrivanje nacina na koji se
odvija proces kolonizacije korijena, biotickih i abiotickih faktora koji utjeCu na korijen i
mehanizme za suzbijanje patogena preko roda Pseudomonas, uvelike je promijenilo nacin
razumijevanja procesa. Neke od osobina ovih bakterija imaju dobar u¢inak na suzbijanje

bolesti:

e brzrast i velika produkcija biomase u staklenicima

e brzo iskoriStavanje eksudata iz sjemena i korijena

e koloniziranje i razmnozavanje u rizosferi i unutrasnjosti biljke

e produkcija Sirokog spektra bioloSki aktivnih metabolita (npr. antibiotika,
siderofora, hlapljivih sastojaka i1 supstanci koje poboljSavaju rast biljke)

e kompeticija s drugim organizmima

e prilagodljivost na razli¢ite okoliSne uvjete 1 stresove

PGPR bakterije mogu poboljsati (indirektno i/ili direktno) rast biljaka, kao 1 kvalitetu
biljaka na razli¢ite nacine. One su ekoloski prihvatljive, ekonomi¢ne i1 bezopasne. Takoder
dobro utjecu na kvalitetu i plodnost tla za odrzivu poljoprivrednu proizvodnju. Direktno
djelovanje PGPR bakterija je sintetiziranje supstanci koje olakSavaju usvajanje odredenih
biljnih hranjiva iz okoliSa. Indirektno djelovanje na rast biljaka dogada se kada PGPR
bakterije sprjecavaju djelovanje fitopatogenih mikroorganizama. To¢ni mehanizmi kojima
PGPR potice rast biljaka nisu potpuno razjasnjeni, ali se smatra da ukljucuju: sposobnost
proizvodnje ili promjene koncentracije regulatora rasta (auksin, giberelin, citokinin i etilen),
asimbiotska fiksaciju duSika, antagonizam fitopatogenih mikroorganizama proizvodnjom
siderofora, antibiotika 1 cijanida, otapanje mineralnih fosfata i drugih hranjivih tvari.
Bakterijske vrste koje poticu rast biljaka moraju biti sposobne prezivjeti i kolonizirati
podrucje rizosfere. Interakcija izmedu asocijativnih PGPR bakterija 1 biljaka moze biti
nestabilna. Dobri rezultati dobiveni in vitro ne mogu se uvijek pouzdano reproducirati u
terenskim uvjetima. Varijabilnost uinka PGPR bakterija mozZe biti posljedica razliitih
okolisnih ¢imbenika koji mogu utjecati na njihov rast i utjecaj na biljku. Okolisni ¢imbenici
ukljucuju klimu, vremenske uvjete, karakteristike tla i sastav ili aktivnost autohtone mikrobne

flore samog tla. Kako bi se postigla maksimalna interakcija izmedu PGPR bakterija 1 biljaka,



vazno je otkriti kako rizobakterije djeluju na biljke i jesu li u€inci promijenjeni utjecajem
razli¢itih okoliSnih ¢imbenika. Stoga je potrebno razviti §to kvalitetnije sojeve bakterija. Kako
se povecava razumijevanje rizosfere 1 mehanizama djelovanja PGPR bakterija, moZemo
ocekivati da ¢e novi PGPR proizvodi postati dostupniji. Uspjeh tih proizvoda ovisiti ¢e o
naSoj sposobnosti upravljanja rizosferom kako bi se poboljSao opstanak i1 konkurentnost
korisnih mikroorganizama.

Genetsko proucavanje PGPR sojeva u svrhu poboljSanja kolonizacije i u¢inkovitosti moze
ukljucivati dodavanje jednog ili vise svojstava koji ¢e biti povezani s boljim rastom biljaka.
PGPR nudi ekoloski odrziv pristup povecanju proizvodnje 1 kvaliteti usjeva. Primjena
molekularnih metoda povecava naSu sposobnost razumijevanja i upravljanja rizosferom Sto

dovodi do novih proizvoda s poboljSanim u¢inkom (Saharan i sur., 2011.).

e MEHANIZMI DJELOVANJA PGPR BAKTERIJA

Podrugje rizosfere je vrlo slozen mehanizam. Za postizanje maksimalnog doprinosa
interakcije izmedu biljaka 1 mikroorganizama, potrebno je razumjeti mehanizme djelovanja
PGPR-a u rizosferi. Mehanizmi djelovanja PGPR-a mogu se podijeliti u dvije skupine,
direktne i1 indirektne mehanizme. U slucaju indirektnih mehanizama, djelovanje se dogada
izvan biljke, a direktni mehanizmi su oni koji se javljaju unutar biljke i izravno utje¢u na njen
metabolizam. Ipak, razlike izmedu ove dvije vrste mehanizama nisu uvijek vidljive.

Shematski prikaz vaznih mehanizama PGPR-a prikazan je na Slici 2.
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Slika 2. Shematski prikaz vaznih mehanizama PGPR bakterija (izvor: Kumar i sur., 2017)
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U Sirem smislu, direktni mehanizmi ukljucuju proizvodnju stimulativnih bakterijskih
hlapljivih tvari 1 fitohormona, snizavanje razine etilena u biljci, bolja hranjiva svojstva
(oslobadanje fosfata i mikrohranjiva iz netopljivih izvora, asocijativna fiksacija duSika) i
povecavanje otpornosti. Indirektni mehanizam PGPR-a djeluje kao bioloski kontrolor koji
povecava otpornost na bolesti, stimulira druge pozeljne simbioze 1 §titi biljke od utjecaja
ksenobiotika u kontaminiranim tlima. Dobro su prou¢eni PGPR vrste kao §to su Pseudomonas

flourescens 1 Bacillus subtilis (Deka 1 sur., 2015.).

4.1. Direktni mehanizmi djelovanja PGPR bakterija

Direktni mehanizam PGPR-a ukljucuje proizvodnju stimulativnih bakterijskih hlapljivih
tvari 1 fitohormona, sniZavanje razine etilena u biljci, bolja nutritivna svojstva (oslobadanje
fosfata i mikronutrijenata iz netopljivih izvora, asimbiozna fiksacija dusika) i stimuliranje
rezistentnosti na bolesti. Popis direktnih mehanizama prikazan je u Tablici 2. gdje se naglasak
stavlja na proizvodnju fitohormona i njihovog reguliranja (etilen), hlapljivih organskih

spojeva i njihovih stimulacijskih u¢inaka (Deka i sur., 2015.).

Tablica 2. Direktni mehanizmi PGPR-a

MEHANIZMI POSLJEDICE

Produkti PGPR bakterija Biomasa (okolni dijelovi i korijen)
Inhibicija sinteze etilena Duzina korijena

Otpornost Vitalnost biljke

Povecanje permeabilnosti korijena Biomasa i1 vece usvajanje hranjivih tvari
Mineralizacija organskih tvari (P,S,N) Biomasa i hranjivi sadrzaj

Asocijacija mikoriznih gljiva Biomasa 1 pristupacnost fosfora
Kontrola insekata Vitalnost biljke

4.1.1. PGPR i produkcija hormona rasta

Navedeno je da su PGPR bakterije povezane s proizvodnjom regulatora rasta biljaka.
Regulatori rasta biljaka su tvari koje reguliraju rast, razvoj i fiziologiju biljaka. Glavni
regulatori rasta biljaka su auksini, giberelini, etilen, citokinini i apscisinska kiselina. Od
navedenih najznacajnija je sinteza hormona rasta. Sli¢no tome, proizvodnja giberelina je
utvrdena u nekoliko PGPR bakterija koje pripadaju rodovima Achromobacter, Bacillus spp.,

Herbaspirillum 1 Gluconobacter. Dokazano je da je inokulacija bakterijom Azospirillum
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brasilense povecala sadrzaj apscizinske kiseline kod biljke roda Arabidopsis, posebno kada se
uzgaja pod osmotskim stresom (Hayat 1 sur., 2010). Prema procjeni, oko 80 % bakterija
izoliranih iz rizosfere moze proizvesti indol octenu kiselinu. Proizvodnja citokinina pomocu
PGPR bakterija takoder je povezana s rastom biljaka. Nedavno izvjes¢e daje vazne
informacije o ulozi koju imaju receptori citokinina u poticanju rasta biljaka kod bakterije
Bacillus megaterium. Inokulacijom s bakterijom B. megaterium, soj izoliran iz rizosfere graha
(Phaseolus vulgaris L.), utvrdeno je da potiCe proizvodnju biomase talijinog urocka
(Arabidopsis thaliana) 1 graha kako u laboratoriju, tako i u polju (Ortiz-Castro, Lopez-Bucio i
sur. 2007). Ucinak je bio povezan s promijenjenom gradom korjenovog sustava u
inokuliranim biljkama. Nadalje, ucinci bakterijske inokulacije na rast i razvoj biljaka utvrdeni
su neovisno o signalizaciji auksina i etilena, te neuspjeh aktiviranja ekspresije auksin-reporter
markera. Proizvodnja giberelina ogranicena je na nekoliko vrsta bakterija roda Bacillus.

PGPR bakterije imaju vaznu ulogu u smanjenju koncentracije etilena koji se smatra biljnim
hormonom i vaznim dijelom mehanizma kontrole rasta i razvoja biljaka. Istrazivanja pokazuju
da pojedine vrste i/ili sojevi pospjesuju toleranciju biljnih vrsta na abiotiCke stresove, poput
suSe, saliniteta, nedostatka ili suviska hranjiva 1 visokog sadrzaja teSkih metala. Najznacajniji
mehanizam mnogih bakterija koje direktno pospjesuju rast biljaka je produkcija enzima 1-
aminociklopropan-1-karboksilne kiseline (ACC). U stresnim uvjetima ovaj bakterijski enzim
olakSava rast biljaka jer razlaze biljni ACC (etilenski prekursor u biljkama). Smanjivanjem
razine etilena biljka je otpornija na stresne uvjete u zivotnoj sredini. PGPR ima sposobnost
preusmjeravanja biosinteze etilena, osobito u korjenovom sustavu, upotrebom aktivnosti
amino-ciklopropankarboksilne kiseline (ACC) deaminaze. Razgradnja ovog spoja proizvodi
gradijent koncentracije ACC izmedu unutrasnjeg i vanjskog dijela biljke, omogucuje njegovo
izlu€ivanje, Sto uzrokuje smanjenje unutarnje razine etilena. Prethodno navedeno u
kombinaciji s auksinom koji moze biti proizveden od strane istog mikroorganizma, uzrokuje
znacajan utjecaj na vazne fizioloske procese kao S§to je razvoj korijenskog sustava (Slika 3.).
Bakterijska ACC deaminaza konkurentna je ACC oksidaciji biljke. Ovaj enzim je izoliran i
identificiran u nekoliko PGPR, koji imaju sposobnost koriStenja ACC kao jedinog izvora

dusika (Deka i sur., 2015.)
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Slika 3. Regulacija etilena PGPR bakterija (izvor: Saraf i sur., 2010)

Neke PGPR bakterije sintetiziraju indol-3-octenu kiselinu (IAA). Auksin kontrolira
nekoliko faza rasta i razvoja biljaka, kao $to su elongacija stanica, stani¢na dioba,
diferencijacija tkiva. Oko 80 % bakterija u rizosferi proizvodi IAA, pa se njthovom
primjenom poboljSavaju koncentracije auksina koji ima znacajan utjecaj na rast biljke. IAA
koji su oslobodile rizobakterije uglavnom utjece na korijenski sustav povecanjem njegove
veliine, tezine, povrsine, a utjeCe i na sposobnost grananja. Sve ove promjene dovode do
boljeg prodiranja korijena u tlo pa samim time 1 na bolje usvajanje hranjiva. Razlic¢ite PGPR
bakterije koriste razli¢ite nacine za sintezu [AA.

Citokinini predstavljaju drugu skupinu fitohormona koje proizvede neki
mikroorganizmi. Sli¢no kao i TAA, citokinin poboljSava podjelu stanica, razvoj korijena,
oblikovanje korjenovih dlaCica i inhibira elongaciju korijena. Ostali procesi kao §to su
formiranje vaskularnog embrija, proSirenje listova, razgranatost, proizvodnja klorofila, rast
korijena, poticanje klijavosti sjemena takoder su jako pod utjecajem citokinina. ZabiljeZeni su
razliciti bakterijski rodovi (Proteus, Klebsiella, Escherichia, Pseudomonas 1 Xanthomonas)
koji posjeduju sposobnost proizvodnje citokinini (Dweipayan i sur., 2016.).

Giberelini su velika skupina fitohormona koji €¢ine 136 razlic¢itih strukturnih molekula. To

je skupina fitohormona koji utjeCu na mnoge razvojne procese u visim biljkama, ukljucujuci
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klijavost sjemena i stani¢nu elongaciju. Djelovanje PGPR bakterija kod biljaka koje
proizvode giberelin nije to¢no poznat, ve¢ se takve bakterije koriste za klijavost sjemena.

Gljive koje proizvode giberelin mogu biti fitopatogene (Dweipayan i sur., 2016.).

4.1.2. Bioloska fiksacija duSika

Bakterijski sojevi koji imaju svojstvo vezanja duSika klasificiraju se u dvije kategorije.
Prva kategorija ukljucuje simbiozne bakterije povezane s korijenjem tj. leguminozne
simbiotske bakterije koje imaju sposobnost inficiranja korijena i stvaranja kvrzica, npr. rod
Rhizobium. Druga skupina bakterija su tzv. asocijativni fiksatori duSika koji nemaju
specificnost za biljke. Primjeri takvih asocijativnih fiksatora dusika ukljucuju bakterije iz
rodova Azospirillum, Azotobacter, Burkholderia, Herbaspirillum i Bacillus. lako asocijativni
fiksatori duSika ne prodiru u biljna tkiva, Zive u blizini korijena biljke tako da atmosferski
dusik fiksiran od strane bakterija, koji ne koriste za vlastitu korist, biljci omogucava bolju
apsorpciju dusika. Vrste koje pripadaju rodu Azotobacter i Azospirillum najcesée su koristeni
u poljoprivrednim pokusima. Nekoliko sojeva tih rodova stekli su vaznost u fiksaciji dusika,
proizvodnji fitohormona (giberelin, citokinin, indol-3-octena kiselina) te poboljSavaju rast
biljke. Stoga se fiksacija duSika smatra vaznom osobinom PGPR bakterija zbog izravnog

osiguravanja biljke duSikom (Oberson i sur.,2013.)

4.1.3. Otapanje fosfata

Nakon duSika, fosfor je najvaznije biljno hranjivo. Unato¢ velikim zalihama, fosfor nije
dostupan u oblicima pogodnim za biljku. Biljke su u moguénosti apsorbirati fosfor samo u
anionskom obliku kao H2PO4 i HPO4?" . Mikroorganizmi mineraliziraju organski fosfor u tlu
otapanjem kompleksnih fosfata u anorganski oblik koji biljka moze usvojiti (Slika 4.). Ove
fosfomobiliziraju¢e bakterije koriste razli¢ite mehanizme kako bi otopile netopive oblike
fosfata. Primarni mehanizam otapanja fosfata temelji se na izluevinama mikroorganizama
zbog metabolizma Seéera. Organizmi koji Zive u rizosferi koriste Secere iz eksudata korijena i
metaboliziraju ga kako bi se dobile organske kiseline. Mikroorganizmi oslobadaju te kiseline
koje djeluju kao dobri kelatori Ca®" kationa za oslobadanje fosfora iz netopivog oblika. Mnogi
mikroorganizmi koji se otapaju fosfate smanjuju pH medija lucenjem organskih kiselina kao
§to su octena, mlijecna, jabuc¢na, sukcinska, vinska, glukonska, 2-ketoglukonska, oksalna i

limunska kiselina.(Dweipayan i sur., 2016.)
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Slika 4. Shematski prikaz otapanja fosfora pomoc¢u PGPR bakterija (izvor: Goswami i sur., 2016)

4.1.4. Stvaranje hlapljivih organskih spojeva

Hlapljivi organski spojevi koje proizvode neke PGPR bakterije takoder imaju vaznu
ulogu u rastu biljaka. Hlapljivi organski spojevi definiraju se kao spojevi koji imaju dovoljno
visok tlak pare u normalnim uvjetima kako bi mogli ispariti u atmosferu. Emisija hlapljivih
organskih spojeva ima vaznu ulogu u vecini mehanizama koje PGPR bakterije koriste u
interakciji s biljkama. Mehanizam koji je dobio najveéu paznju u posljednjem desetljecu jest
uloga hlapljivih organskih spojeva na antibiozu 1 bioloSku kontrolu biljnih patogena. Otkrice
rizobakterija koje proizvode hlapljive organske spojeve predstavlja vazan mehanizam za
induciranje rasta biljaka pomocu rizobakterija. Proizvodnja bioaktivnih hlapljivih organskih
spojeva PGPR bakterijama je specifi¢ni fenomen. Na primjer, PGPR sojevi, Bacillus subtilis,
B. amyloliquefaciens 1 Enterobacter cloacae oslobadaju mjesavinu hlapljivih sastojaka,
osobito 2,3-butandiola 1 acetoina, za koje je potvrdeno da stimuliraju rast biljke talijin
uroénjak (Arabidopsis thaliana). Danas je utvrdeno da proizvodnja hlapljivih organskih
spojeva od rizobakterijskih sojeva moZe djelovati kao signalna molekula u interakciji biljaka 1
mikroorganizama. To je moguée zato Sto se hlapljive tvari dobivene kolonizacijom korijena

PGPR bakterijama proizvode pri dovoljnim koncentracijama kako bi potaknuli reakciju
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biljaka. Nacin signalizacije hlapljivih organskih spojeva i njihovo sudjelovanje u otpornosti

biljke na bolesti jos uvijek je nepoznat (Deka 1 sur., 2015.).

4.2. Indirektni mehanizmi djelovanja PGPR bakterija

Indirektni mehanizmi PGPR bakterija nisu u potpunosti razjaSnjeni. Stoga, vrlo je tesko
imati cjelokupan pogled na indirektne mehanizme djelovanja PGPR bakterija. Indirektni
mehanizmi povezani su s biokontrolom, uklju¢ujuéi proizvodnju antibiotika, keliranje
raspolozivog Fe u rizosferi, sintezu ekstracelularnih enzima koji hidroliziraju stani¢nu stjenku
gljiva i konkurenciju za niSe unutar rizosfere. Spomenuti su neki vazni indirektni mehanizmi
hormonalnog djelovanja zajedno s pridruZzenim PGPR bakterijama (Tablica 3.) (Deka 1 sur.,

2015).

Tablica 3. Neki od indirektnih mehanizama PGPR bakterija

MEHANIZMI PGPR

Produkti siderofora Rhizobium meliloti
Pseudomonas sp.

Pseudomonas fluorescens

Fosfomobilizatori Azospirillum spp.
Azotobacter
Bacillus
Burholderia
Enterobacter
Erwinia
Pseudomonas

Rhizobium spp.

Patogeni Pseudomonas solanacearum

Pseudomonas cepacia

4.2.1. Proizvodnja siderofora

Zeljezo je vazan mikroelement za biljke. Djeluje kao kofaktor u brojnim enzimima

koji su bitni za vazne fizioloSke procese kao Sto su disanje, fotosinteza i fiksacija duSika.
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Zeljezo se nalazi u velikim koli¢inama u tlu, ali &esto u nedostupnom obliku za biljke ili
mikroorganizme tla. Fe’" je oksidirani oblik koji reagira na stvaranje netopivih oksida i
hidroksida koji su nedostupni biljkama i mikroorganizmima. Biljke su razvile dvije strategije
za ucinkovitu apsorpciju Zeljeza. Prvi je oslobadanje organskih spojeva sposobnih za
kelatiranje zZeljeza, kojim se prevodi u topivi oblik, difundira do biljke, reducira 1 apsorbira
pomocu enzimskog sustava prisutnog u stanicnoj membrani biljke. Druga strategija sastoji se
od apsorpcijskog kompleksa kojeg ¢ine organski spojevi i Fe**, gdje se Zeljezo reducira
unutar biljke i lako apsorbira.

Siderofori su spojevi niske molekularne mase, koji sadrZze funkcionalne skupine koje
mogu vezati zeljezo na reverzibilan naCin. Bakterije koje proizvode siderofore najcesce
pripadaju rodu Pseudomonas (Pseudomonas fluorescens 1 Pseudomonas aeruginosa).
Bakterije rizosfere oslobadaju ove spojeve kako bi povecale konkurentnost buduéi da te
supstance imaju antibiotsko djelovanje i poboljsavaju hranidbenu vrijednost Zeljeza za biljku.
Takoder sprjecavaju rast patogena (gljivica) ograni¢avanjem njima dostupnog zeljeza

(Dweipayan i sur., 2016.).

4.2.2. Stvaranje antibiotika od PGPR bakterija

U suzbijanju patogena vaznu ulogu imaju PGPR bakterije koje pripadaju vrstama iz
rodova Bacillus 1 Pseudomonas. Ovi bakterijski antagonisti poticu inhibiciju biljnih patogena
izluCivanjem izvanstani¢nih metabolita koji su inhibitori ¢ak i pri niskim koncentracijama.
Bakterije koje pripadaju rodu Bacillus 1 Pseudomonas (P. fluorescens 1 P. aeruginosa)
proizvode razne antibakterijske 1 antifungalne antibiotike. Antibiotici posjeduju antivirusne,
antimikrobne, insekticidne, fitotoksi¢ne, antioksidanske, citotoksi¢ne, antitumorske i PGP
sposobnosti. Osim spomenutih svojstava PGPR bakterija, funkcije koje provode ti organizmi
u rizosferi su prikazane na Slici 5. PGPR bakterije mijenjaju eksudate korijena (direktno ili
indirektno) preko drugih korisnih mikroorganizama kao $to su arbuskularne mikorizne gljive
(AM), cime se olaksava kolonizacija korijena. PGPR bakterije mogu degradirati toksine

proizvedene putem korijena ili patogena (Dweipayan i sur., 2016.)
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Diskadi :
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i aminokisalina i zaitita
Proimvedeni taksni
Poboljiana kodonizackjas
Patogeni - {KI:IF-IEEHD'U'-E izlucevine J

d
Korijen biljke

Slika 5. Interakcije izmedu korijena biljke, patogena, PGPR bakterija i drugih korisnih
mikroorganizama u rizosferi (izvor: Goswami i sur., 2016)

4.2.3. PonaSanje PGPR bakterija pod uvjetima stresa

Poljoprivredni usjevi su izlozeni mnogim stresovima koji su izazvani razliitim
biotickim i abiotickim faktorima. Stresovi smanjuju prinos i usjeve te limitiraju izbor kultura
za uzgoj na odredenom podrucju. Razli¢iti bioloski faktori 1 karakteristike same kulture utjecu
na brojnost i1 aktivnost mikroorganizama u tlu. Abioti¢ki stres ukljucuje: visoke i niske
temperature, salinitet tla, suSu, poplave, UV zraenje, zracna zagadivala i teske metale.
Utjecaj abiotickih stresova moze uzrokovati smanjenje prinosa od 50 % do 82 % ovisno o
usjevu. U mnogim semi-aridnim 1 aridnim podruc¢jima, prinos usjeva je ograni¢en povecanjem
saliniteta navodnjavanjem §to uzrokuje smanjen rast listova zbog otezanog usvajanja hranjiva
te smanjenje ucinka fotosinteze. Biljka na suSu i salinitet reagira razliitim metaboli¢kim 1
fizioloskim promjenama te se dodavanjem PGPR sojeva moze umanjiti utjecaj stresa.

Salinitet je jedan od najtezih ¢imbenika koji ogranicavaju nodulaciju, prinos i fizioloSku
reakciju kod soje (Hu, 2005.). Porast saliniteta u tlu izaziva fizioloSku reakciju ili poremecaja
kod salate. Sinteza i aktivnost nitrogenaze Azospirillum brasilense inhibirana je povecanim
salinitetom. Kod Azospirillum sp., akumulacija kompatibilnih otopljenih tvari kao §to su
glutamat, prolin, glicin betain i trehaloza odgovorna je za salinitet / osmolarnost. Prolin ima
vaznu ulogu u osmoregulaciji. Njegovim povecanjem, osmotski stres potice prijenos

dominantnih osmolita iz glutamata na prolin u A. brasilense. Inokulacijom s bakterijom
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Azospirillum, sirak ima veci sadrzaj vode 1 veéi potencijal za vodu. Dakle, sirak koji je
inokuliran bolje podnosi suSu nego neinokulirani (Tripathi i sur., 2002.).

PGPR sadrze ACC deaminaze koje su prisutne u razli¢itim tlima. Koriste se kao bakterijski
inokulum za poboljSani rast biljaka, posebno u nepovoljnim uvjetima okoline (teski metali,
poplave, fitopatogeni, susa i visoka koncentracija soli).

Etilen je vazan fitohormon, tijekom njegove sinteze pod stresnim uvjetima moze do¢i do
smanjenog rasta biljaka ili uvenuc¢a. Proizvodnja mikrobnih metabolita rezultira smanjenje pH
vrijednosti tla, Sto ima vaznu ulogu u otapanju. Odnos izmedu pH i fosfatnih otapala
primjeceni su kod vrsta: Arthrobacter ureafaciens, Phyllobacterium
myrsinacearum, Rhodococcus erythropolis 1 Delftia sp. One se po prvi put koriste kao
bakterije koje provode proces fosfomobilizacije nakon $to je potvrdena njihova sposobnost da
otapaju znatnu koli¢inu trikalcij fosfata u mediju izlu€ivanjem organskih kiselina i
smanjenjem pH tla. Inokulacija nekih mikroorganizama koji otapaju netopive fosfate, u
neplodnim jezerskim podruc¢jima znacajno pospjesuje rast biljaka.

Savane su prirodni ekosustavi koji prevladavaju u tropskim krajevima. Ovi sustavi obi¢no
imaju kisela tla sa smanjenom plodno$¢u u kojima su hranjive tvari rijetke, osobito fosfor.
PGPR bakterije otporne na metale mogu se ucinkovito iskoristiti u izdvajanju metala i kao
bioinokulant za poticanje rasta u tlima bogatim metalima. Stetan utjecaj teskih metala na
biljke moze biti smanjen koriStenjem PGPR bakterija ili mikoriznih gljiva. Vaznu ulogu u
fitoremedijaciji ima mikrobioloska populacija, PGPR, bakterije koje otapaju fosfor,
arbuskularne mikorizne gljive u rizosferi biljaka koje rastu u tlima kontaminiranim s
tragovima metala. Fitoremedijacija je jeftina, energetski efikasna detoksikacijska metoda koja
omogucuje biljci da usvaja teSke metale iz tla i na taj na¢in ih akumulira u izdanke. Lu¢enjem
kiselina, proteina, fitoantibiotika i drugih kemikalija, mikroorganizmi ublazuju toksi¢ni
utjecaj teSkih metala na biljke. Rizobakterije imaju znafajnu ulogu u fitoremedijaciji
kontaminiranih teSkih metala u tlu. Kadmij u tlu uzrokuje biljni stres biosintezom etilena 1
vjerojatno doprinosi akumulaciji ACC u korijenu koje smanjuju proizvodnju etilena. PGPR
bakterije Stite biljke od inhibicijskih efekata kadmija. ACC deaminaze smanjuju proizvodnju
etilena u uvjetima povecane koncentracije kadmija kod psSenice. PGPR bakterija, Kluyvera
ascorbata smanjuje toksi¢nost nikla u sadnicama 1 njena prisutnost stimulira rast biljke 1 Stiti
ju od teskih metala, ima mali utjecaj na koncentraciju metala u biljnom tkivu, ali proizvodi
puno vecu nadzemnu biomasu i uzrokuje oscilacije u pristupacnosti metala u tlu. Bakterija
Pseudomonas putida je takoder tolerantna na mnoge teske metale u visokim koncentracijama.

Ove karakteristike ¢ine ju poZeljnom za unoSenje u kontaminiranim tlima. P. fluorescens
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moze prezivjeti u uvjetima suSe i u hiperosmolarnosti. PGPR imaju pozitivan utjecaj na
energiju 1 produktivnost, posebno u stresnim uvjetima. Sjeme ljekovite Sparoge, inokulirano
PGPR bakterijama, pokazuje pozitivno djelovanje na rast biljke u suSnim uvjetima.
Mikroorganizmi koji otapaju fosfor mogu pozitivno utjecati na rast kao i na usvajanje fosfora
kod kukuruza, Sto vodi ka boljoj toleranciji biljke na nedostatak vode u tlu. MPPS (multi-
process phytoremediation system) koristi interakciju izmedu biljaka i PGPR bakterija

ublaZzava ucinak stresa, povecava prinos, osobito u podrucju rizosfere (Saharan 1 sur., 2011.).
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5. BIOLOSKA FIKSACIJA DUSIKA

Bioloska fiksacija duSika je proces poznat kao izuzetno znacajan u odrzivoj
poljoprivrednoj proizvodnji koja se temelji na smanjenju primjene duSi¢nih gnojiva i
sredstava za zaStitu bilja, s naglaskom na iskoriStavanje prirodnih resursa i obnovljivih izvora
energije (Komesarovi¢ i sur., 2007.).

Organizmi koji mogu fiksirati duSik odnosno prevesti stabilan plinoviti dusik atmosfere u
bioloski iskoristiv oblik, svi pripadaju bioloSkoj skupini organizama poznati kao prokarioti
(Zahran, 1999.). Prokarioti su jednostani¢ni organizmi jednostavnije stanicne grade, vrlo
zivotnim sredinama pa se zbog toga 1 smatraju najrasprostranjenijim organizmima u prirodi.
Na osnovu klasifikacije mogu se podijeliti na Eubacteria ili Bacteria (eubakterije ili prave
bakterije) 1 Archaebacteria ili Archaea (arheobakterije ili bakterije). Velika raznolikost
fiksatora duSika osigurava da ¢e vec¢ina ekoloSkih niSa sadrzavati barem jedan ili dva
predstavnika od ovih vrsta organizama te da ¢e se uz pomo¢ njih izgubljeni dusik uvijek moci
nadoknaditi (Zahran, 1999.).

Pregled povijesti istrazivanja bioloske fiksacije duSika pokazuje da je interes uglavnom
bio usmjeren na simbiotski sustav leguminoznih biljaka i rizobija zbog toga S§to ove
asocijacije imaju najveci kvantitativni utjecaj na ciklus kruzenja dusika u prirodi (Zahran,
1999.). Unosi u kopnene sustave od bioloske fiksacije duSika odnosno od simbiotskog odnosa
izmedu leguminoznih biljaka i rizobija iznose najmanje 70 milijuna tona duSika godiSnje
(Brockwell i sur, 1995.). Upravo iz ovog razloga, ti simbiozni odnosi imaju najveci znacaj za
poljoprivredu, budu¢i da omogucavaju da se poljoprivredna tla obogate dusikom. Ucinkovita
simbiozna fiksacija duSika moZe znatno smanjiti upotrebu umjetnih duSi¢nih gnojiva u
poljoprivrednoj proizvodnji. Zahvaliti se moZe bioloskim fiksatorima dusika §to za mnoge
biljne vrste nije potrebno unositi duSicna mineralna gnojiva, dok se za neke procesom
fiksacije dusika osigurava i do 50 % potrebnog dusika.

U svijetu, mnoga tla su degradirana i krajnje je vrijeme da se zaustavi destruktivno
koriStenje tla te pokrene remedijacija tla (Burris, 1994.). Klju¢nu ulogu u tome mogla bi imati

bioloska fiksacija dusika.
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5.1. Asocijativna fiksacija duSika

Asocijativna fiksacija duSika predstavlja prijelaz izmedu simbiozne i asimbiozne
(slobodne) fiksacije dusika. Asocijativni fiksatori aktivni su na povrsini korijena, te na njoj
formiraju finu 1 tanku ovojnicu. Ove bakterije pokazuju stupanj specificnosti prema pojedinim
vrstama jer ¢e odredeni sojevi bakterija nastaniti 1 biti aktivni na korijenu samo nekih
odredenih vrsta biljaka. Kod ovog oblika fiksacije, takoder oba ¢lana imaju pogodnosti koje
su rezultat ovog zanimljivog odnosa. Bakterije ve¢inom kao izvor energije koriste razne biljne
eksudate koji se otpustaju u tlo, dok biljke mogu koristiti fiksirani dusik iz atmosfere kojim se
obogacuje rizosfera oko njihovog korijena. Asocijativnom fiksacijom fiksira se veca koli¢ina
duSika nego kod slobodnih fiksatora. Tako se fiksira oko 130 kg N/ha. Koli¢ina fiksiranog
dusika ovisi o uvjetima i vrsti bakterije. Na samu brojnost i aktivnost asocijativnih fiksatora
dusika u zoni korijena utjece biljka svojim eksudatima, tako Sto fiksatori od nje dobivaju
potrebnu energiju, a biljku potom opskrbljuju amonijskim dusikom nastalim u procesu

fiksacije (Milakovi¢, 2013.).

5.1.1. Asocijativni fiksatori dusika

Asocijativnim fiksatorima duSika pripadaju bakterije roda Azotobacter, Azospirillum,
Bacillus, Klebsiella (Slika 6.). Koriste se za inokulaciju neleguminoznih biljaka kao §to su
kukuruz, pSenica, krumpir, Seéerna repa i1 suncokret (Milosevi¢ i Govedarica, 2001.).
Sposobni su fiksirati atmosferski dusik te ga ostavljaju u tlu ili vodi gdje ga koriste biljke 1
drugi mikroorganizmi za svoj rast (Milakovi¢, 2013.).

Inokulacijom sa ovim fiksatorima duSika mogucée je povecanje prinosa ratarskih
biljaka (MiloSevi¢ i Govedarica, 2001.). Istrazivanja primjene nesimbiotskih fiksatora
(Azotobacter, Azospirillum, Pseudomonas, Klebsiella 1 dr.) kao biofertilizatora u proizvodnji
pSenice, kukuruza i Secerne repe pokazuju da, u ovisnosti od soja, postoji moguénost zamjene

mineralnog dusika od 20-60 kg/ha (MiloSevi¢ i sur.,2003.).
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Slika 6. gore: bakterije roda Azospirillum; dolje: bakterije roda Azotobacter

(izvor: https://www.jic.ac.uk/SCIENCE/molmicro/Azot.html )

5.1.1.1. Bakterije roda Azotobacter

Vaznost korisnih bakterija roda Azotobacter koje promicu rast biljaka u
poljoprivrednoj proizvodnji je, uz sposobnost fiksacije duSika, sposobnost sintetiziranja
antibiotika, vitamina, te proizvodnje pigmenata. Kao primjer moze se navesti Azotobacter
chroococcum koji proizvodi tamno smedi, vodotopivi pigment melanin, u procesu fiksacije
dusika da bi zastitio enzim nitrogenazu od utjecaja kisika.

Azotobacter kao PGPR takoder sintetizira hormone rasta kao $to su auksini, citokinini
1 giberelini. Ovi hormoni potje€u s povrSine korijena 1 utjeCu na rast biljaka. Takoder,
pospjesuju otapanje fosfata, povecavaju aktivnost fosfataze Sto utjeCe na usvajanje hranjiva,
povecavaju usvanje minerala i vode (Vikhe, 2014.).

Ove bakterije prisutne su u slabo kiselim i neutralnim tlima. Bez obzira na hladnu
klimu 1 relativno nisku pH vrijednost, moze ih se pronaci i na Arktiku i na Antarktiku.
Azotobacter u suhim tlima moZe preZivjeti u obliku cista i do 24 godine. Rod Azotobacter je
otkrio Martinus Beijerick, 1901. godine. Bakterije roda Azotobacter posjeduju nekoliko
metabolickih moguénosti, ukljucujuci 1 atmosfersku fiksaciju dusika konverzijom u amonijak.

Azotobacter spp. sadrze viSe DNK od ve€ine ostalih bakterija, ali zato je veliina
njihovog genoma tipi¢na za veéinu prokariota. Razlog takve koli¢ine DNK nije poznat,

vjerojatno zbog toga $to su stanice Azotobacter spp. veée nego kod ostalih bakterija.
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Azotobacter spp. ima sposobnost proizvodnje proteina koji ¢e Stititi nitrogenazu od stresa koji
bio mogao biti izazvan kisikom. Druga posebna osobina Azotobacter je njihova sposobnost da
sintetiziraju vise, odnosno ne jednu nego tri nitrogenaze. Azotobacter bakterije mogu imati
razli¢ite oblike:

e uspavane stanice (ciste) okruglog oblika koje su metabolic¢ki neaktivne

e kratki tupi Stapici velic¢ine 2 x 4 um

e okrugle stanice promjera 2-3 um koje se pojavljuju u lancima ili nakupinama

e sitni tupi Stapici ili okrugle stanice manje od 1um, a najcesée dolaze u parovima

e vece stanice nepravilnog 1 vlaknastog oblika

Organizmi poput Azotobacter bakterija igraju vaznu vitalnu ulogu u svakom
ekosustavu, jer omogucavaju dostupnost duSika drugim organizmima. Bakterije roda
Azotobacter 1 sli¢ne bakterije mogu prevesti dusik do amonijaka kroz proces fiksacije dusika,
nakon ¢ega se naposljetku amonijak pretvara u proteine.

Bakterije roda Azotobacter korisni su mikroorganizmi tla koji imaju pozitivan utjecaj
na rast i razvoj biljaka. Njihova prisutnost u zemlji oznacava plodno tlo. U Sumskom
zemljiStu gotovo da je i nema, u neobradenom i toksi¢nom zemljiStu takoder nije prisutna.
Njezin broj u obradivanom zemljiStu se kre¢e od nekoliko tisu¢a do nekoliko desetaka tisuca
u gramu zemljiSta (Narula, 2000.).

Azotobacter chrococcum luci biljne faktore rasta kao Sto su: giberelini, citokinini,
indol octena kiselina itd. (Narula, 2000.). Fitohormoni ili biljni hormoni su regulatori procesa
rasta 1 razvitka, a dijele se u 5 grupa: auksini, giberelini, citokinini, apscizinska kiselina
(ABA) i etilen.

Osim navedenih svojstava, bakterije ovog roda imaju sposobnost:

e bioloske razgradnje pesticida (lindana), fenolnih spojeva i sl.

e otapanja fosfata

e proizvodnje enzima

e proizvodnje vitamina B12 1 C vitamina

5.1.1.2. Bakterije roda Azospirillum

Bakterije roda Azospirillum su mikroaerofilne, vrlo pokretne bakterije, Gram-
negativne, Stapicastog oblika, promjera 1 um, a duzine 2,1-3,8 pum, Cesto sa Siljastim

krajevima. Pripadaju redu Rhodospirillales. Pokrecu se bi¢evima. U teku¢em mediju pokrec¢u
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se uz pomo¢ jednog bica, dok se u ¢vrstom mediju, pri temperaturi od 30 °C ( Tarrand i sur.,
1978.).

Ovi asocijativni fiksatori duSika imaju sposobnost usvajati duSik iz atmosfere, a
aktivne su na samoj povrsini korijena biljke. Svojom aktivnoséu poticu rast biljaka, a time i
povecanje prinosa (Okon i Labandera-Gonzales, 1994.; Bashan 1 Holguin, 1997.). Znatno
povecanje prinosa postize se kombinacijom inokulanata Azospirillum 1 Rhizobium (Singh i
Subba Rao, 1979.). Mogu se koristiti kod vecine poljoprivrednih kultura, kao i u razli¢itim
podru¢jima i1 klimatskim regijama. Obitavaju u podru¢jima umjerenog klimata, kao i u
tropskim podru¢jima. Otkrio ih je nizozemski mikrobiolog 1 botani¢ar Martinus Beijerinck
1922. godine, koji je takoder jedan od osnivaca mikrobiologije okoliSa. Azospirillum
predstavlja jedne od najbolje karakteriziranih slobodno Zivué¢ih diazotrofa koji povoljno
djeluju na biljke (Bashan i Holguin, 1997.).

Direktne koristi koje biljka ima od korisnih bakterija rodova Azotobacter i
Azospirillum su :

e poboljSanja u razvoju korijena
e povecanje usvajanja vode 1 mineralnih hranjiva
e Dbioloska fiksacija dusika

e dislociranje patogenih gljiva i bakterija iz rizosfere korijena

Takoder utjeCu na brojnost populacije korisnih mikroba, te pravce mikrobioloskih
procesa u tlu, a time i na njegovu plodnost. Njithovom primjenom se smanjuje upotreba
duSi¢nih gnojiva, ¢ime se Cuva i povecava organska tvar tla, odnosno njegova kvaliteta
(Cvijanovi¢ i sur., 2007.)

Po Tarrand i sur. (1978.) rod Azospirillum je u pocetku podijeljen na dvije vrste:
o Azospirillum lipoferum
o Azospirillum brasilense
Kroz daljnja istrazivanja utvrdeno je jos 8 vrsta:
e A. amazonense
e A halopraeferens
o A irakense
o A. largimobile
e A. doebereinerae

e A oryzae
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o A melinis

e A. canadensis

Od navedenih vrsta najznacajnije i naj¢esce istrazivane su A. lipoferum i A. brasilense.
Azospirillum spp. je jedan od najceS¢ih diazotrofa u rizosferi i1 koristi se kao inokulant u
proizvodnji kukuruza. U istrazivanjima Mrkovacki i sur. (2012.) dokazano je da koriste¢i A.
lipoferum 1 A. indigens kao inokulant, oni utjecu na povecanje prinosa kukuruza.

A. lipoferum je prvi put izoliran na polju rize 1982. godine. Dobra hranjiva podloga je
glukoza i fruktoza. Optimalna tepmeratura za razvoj A. lipoferum je 30°- 41°C (Okon, 2000.).
Azospirillum je primarni komercijalni fitostimulator za inokulaciju Zzitarica u svijetu.
Primjerice, u Meksiku je velik broj usjeva kukuruza uspje$no inokulirano ovim bakterijama.

Ove vrste rizobakterija se u biofertilizaciji mogu primjenjivati kao pojedinacni sojevi
odredene vrste ili kao smjesa sojeva jedne ili viSe vrsta u razli¢itim formama. NajcesSce se
primjenjuju nanoSenjem na sjeme (inokulacija sjemena) neposredno pred sjetvu, putem
navodnjavanja sustavom kap po kap, ili aplikacijom u tlo. Moraju imati dobru sposobnost
prezivljavanja u novoj sredini, dobre kompetitivne odnose sa biljkom domaéinom i
autohtonom mikrobnom populacijom u tlu. Zato se vrsi njihova selekcija u laboratorijima na
osnovu dugogodiSnjih istrazivanja u zatvorenim i otvorenim prostorima.

Nadalje, vrste roda Azospirillum poboljSavaju usvajanje P i/ili K kod kukuruza,
pSenice, sirka i rize, te utjeu na promjenu ravnoteze makro i mikro hranjiva kod pSenice i
soje. Medutim, takvi ucinci na mineralnu ishranu mogu znacajno varirati izmedu razlicitih
kombinacija sorata biljaka i bakterijskih sojeva (Murty i Ladha, 1988.; Bashan i sur., 1990.)

Kombinirana inokulacija sjemena (Dobbelaere i Okon, 2007.) pospjesuje usvajanje
mineralnih hranjiva, Sto direktno utjece na povecanje duzine korijena. To dovodi do boljeg
usvajanja molibdena, fosfora 1 zeljeza koji su od iznimne vaznosti za formiranje kvrzica i
usvajanje atmosferskog dusika.

U radu Dalla Santa i sur. (2004.) ispitan je utjecaj inokulacije sjemena pSenice, je¢ma i
uoceno znacajno povecanje prinosa, dok kod zobi nije bilo porasta u odnosu na sjeme kod
kojeg nije bilo inokulacije bakterijom Azospirullum spp. RAMT7.

Azospirillum brasilense fiksira atmosferski duSik u zoni korijena, obogacujuéi tlo
dusikom. Takoder producira hormone rasta auksine i citokinine koji utjecu na morfologiju

korijena, a time i1 poboljSavaju unos hranjivih tvari iz tla (Barea 1 sur., 2005.). Ova vrsta ima
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pozitivan utjecaj na klijavost, povecava imunitet biljke i povecava prinos (El-Katatny,
2010.).

Ispitan je utjecaj Sest vrsta bakterija koje poticu rast biljaka na klijanje, rast i prinos
biljaka kukuruza. Sve vrste izuzev Azospirillum lipoferum povecale su klijavost sjemena za
18,5 % u odnosu na kontrolu. Poljski 1 laboratorijski pokusi pokazali su da diazotrofi znac¢ajno
utjeCu na povecanje kvalitete zna, biomasu, sadrzaj dusika u zemljiStu 1 na prinos (Gholami 1

sur., 2009.).

5.2. Endofiti

Pojam "endofit" (gr¢.endon, unutar; phyton, biljka) prvi je uveo De Bary (De Bary,
1866.). Endofiti su mikroorganizmi (bakterije ili gljive) koji cijeli ili samo dio Zivota provedu
unutar biljke, kolonizirajuéi njeno zdravo tkivo. Pri tome ne uzrokuju nikakve negativne
posljedice niti bolesti biljke.

Brazilski znanstvenici, 1986. godine otkrili su prisutnost endofitske bakterije, kao
fiksatora dusika, Gluconoacetobacter diazotrophicus u stabljici Se€erne trske. Njihovo otkrice
je kasnije potvrdeno od strane drugih znanstvenika iz SAD-a, Njemacke i Ujedinjenog
Kraljevstva. To je dovelo do otkrica jo§ dvije vrste endofitskih fiksatora duSika,
Herbaspirillum seropedicae 1 Herbaspirillum rubrisubalbicans.

Kada se govori o lokaciji na biljci na kojoj se odvija kolonizacija putem korijena,
bakterije se dijele u dvije skupine: asocijativne i endofitske. Asocijativne bakterije se nalaze
ili na samoj povrSini korijena biljke ili u blizini korijena, Sto ukljucuje i dio rizosfere, dok se
endofitske bakterije nalaze unutar biljke domacina. Pojam endofitske bakterije, odnosi se na
one bakterije koje ulaze i koloniziraju unutarnje dijelove biljke (korijen, stabljika, sjeme), bez
ikakvog negativnog efekta za biljku (Hallmann i sur., 1997.).

Te bakterije imaju pozitivan u¢inak na prinos 1 rast biljaka time Sto poticu nicanje,
povecavaju biomasu, utjecu na sadrzaj klorofila, dusika i1 proteina te na duzinu korijena i
izdanaka. Takoder povecavaju toleranciju biljaka na abioticke stresove poput poplava, suse 1
povecanog saliniteta. Bitno je spomenuti da endofitske bakterije takoder pozitivno utjecu na
regulaciju osmotskog tlaka, morfologiju korijena, usvajanje minerala i dusika (Compant i sur.,
2005.).

PAB (Plant Associated Bacteria), mogu imati direktan utjecaj na rast biljaka kroz
proces bioloske fiksacije dusSika te kroz niz drugih procesa kao Sto su: proizvodnja

fitohormona, solubilizacija fosfata, inducirana tolerancija na stresove putem inhibicije sinteze
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etilena, itd. Indirektan utjecaj na rast je takoder prisutan, a najvise se ocituje kroz povecéanu
rezistenciju na patogene.

PAB (Plant Associated Bacteria) su klasificirane kao bakterije koje poticu rast biljaka
pomocu osnovnih mehanizama biljaka kroz koje se rast povecava na jednak nacin kao S$to to
rade PGPR (Plant Growth Promoting Bacteria) (Bhattacharya 1 Jha, 2012.).

Dakle, asocijativne i endofitske bakterije su klasificirane kao bakterije koje poticu rast biljaka,
odnosno kao PGPR.

Endofitske bakterije, koje obitavaju u unutrasnjosti biljke gotovo kroz cijeli zivot
biljke (Bacon 1 Hinton, 2007.), koriste se za bioloSku kontrolu bolesti, te takoder za povecanje
tolerancije na susu i bolje usvajanje dusika. One ukljucuju aerobne i anaerobne vrste, hrane se
nutrijentima 1 nisu patogene (Surette i sur., 2003.). Medu njima se nalaze vrste koje stvaraju
nodule (Rhizobium) na korijenju biljaka, ali i one koje ith ne stvaraju (npr. Azospirillum).
Budu¢i da su izolirane iz biljaka velike medusobne raznolikosti (Rosenblueth i Martinez-
Romero, 2006.), pojavljuju se u manjem broju nego rizosferne bakterije ili patogene bakterije
(Long i sur., 2003.).

Endofitske bakterije dijele se na one potpuno ovisne o Zivotu unutar biljke domacina
(obligatni endofiti), i vrste koje odredeni period Zzivota provedu izvan biljke domacina
(fakultativni endofiti) (Hardoim 1 sur., 2008.). Velika vecina tih bakterija su upravo
fakultativni endofiti, odnosno bakterije koje potjecu iz tla, pa kroz pukotine na lateralnom
korijenju ulaze u biljku i koloniziraju je. Ako se usporedi kolonizacija endofitima i
kolonizacija rizobijima, radi se o vrlo slicnom nacinu kolonizacije, pogotovo u inicijalnom
dijelu procesa koje zapocinje na samom korijenu.

Neke vrste rizobakterija takoder su pronadene i u unutarnjim dijelovima biljke, a
pripradaju rodovima Pseudomonas, Azospirillum 1 Bacillus (Pedraza i sur., 2007.; Mano i
Morisaki, 2008.).

Zanimljivo je spomenuti da su endofiti, koji se koriste kao bioloska kontrola za mnoge
biljne bolesti, zapravo na neki nacin zasti¢eni od drugih bakterija u tlu i svega Sto se nalazi u
samoj blizini korijena biljke domacina. Ponekad se razvijaju u istim biljnim tkivima u kojima
su otkriveni patogeni (Bulgari i sur., 2009.). Istrazivanja su zasada pokazala pozitivan u¢inak
endofita na rast rajcice, rize 1 krumpira, te povecanu otpornost na stresove (Surette i sur.,
2003.).

Najproucavanije i najdominantnije vrste endofita spadaju u tri velika reda bakterija, a
to su Actinobacteria, Proteobacteria i Firmicutes. Rodovi koji sadrze najvise endofitskih

vrsta bakterija su Azoarcus, Acetobacter, Enterobacter, Bacillus, Serratia, Herbaspirillum,
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Burkholderia i Streptomyces (Pedrosa i sur., 2011.). Vrste ovih rodova rasprostranjene su u tlu
1 rizosferi koji predstavljaju glavni izvor endofita (Hallmann, 2010.).

Mikrobioloske zajednice u tlu imaju jedinstvenu i vaznu ulogu u ekosustavu i jedne su
od najslozenijih, najraznolikijih i najvaznijih u biosferi. Razna istrazivanja tvrde da su
endofiti sveprisutni u gotovo svim viSim biljkama, te se u jednoj biljci domacina moze
pronaci vise razli¢itih rodova 1 vrsta endofitskih bakterija ( Ryan i sur., 2008.).

Jos uvijek nije u potpunosti jasno imaju li biljke vise koristi od simbioznog odnosa sa
rizobijima ili sa endofitskim bakterijama. Svakako, utvrden je pozitivan u¢inak endofitskih

bakterija (Surette 1 sur., 2003.).

5.2.1. Rod Rhizobium

Rhizobium (grC. rhiza- korijen, bios- zivot, tj. zivot na korijenu) su gram negativne
Stapicaste bakterije koje ne mogu samostalno fiksirati dusik. Vrlo su pokretljive, brzorastuce
bakterije koje zive slobodno u tlu. Njihovo generacijsko vrijeme je od 2 do 4 sata i nastaju
velike kolonije promjera 2-4 mm na povrSini agara nakon tri do pet dana uzgoja u laboratoriju
(Saharan 1 Nehra, 2011.). Godine 1889. identificirana je prva vrsta Rhizobium
leguminosarum. Klasifikacija ovog roda se mijenjala tijekom godina zbog napredovanja
metoda analize. Rhizobium bakterije ne fiksiraju dusik samostalno, te im je za to potrebno
ostvariti simbiozu sa biljkom domac¢inom. Simbiozni odnos se uspostavlja sa leguminoznim
biljkama iz umjerenog podruc¢ja pri ¢emu se na korijenu leguminoza stvaraju kvrzice kao
produkt infekcije. U nodulama se uz pomo¢ enzima nitrogenaze vrsi usvajanje atmosferskog
dusika 1 prevodenje u oblike pristupacne biljkama i viSim mikroorganizmima.

U Tablici 4. su navedene neke od najznacajnijih bakterija roda Rhizobium i vrste leguminoza

koje noduliraju.

Tablica 4. Neke od najznacajnijih vrsta kvrzi¢nih bakterija iz roda Rhizobium i leguminoze koje

noduliraju

VRSTA RHIZOBIUM

BILJKA DOMACIN

R. leguminosarum

grasak, bijela djetelina, grah

R. phaseoli

grah, bijela djetelina

R. pisi

grasak, bijela djetelina, grah

R. tropici, R. etli, R. lusitanum

Grah

R. fabae

Bob
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5.2.2. Rod Bradyrhizobium

Predstavnici roda Bradyrhizobium su gram negativne bakterije Stapicastog oblika,
veli¢ine (0,5 — 0,9) x (1,2 — 3,0) pum (Brenner i Krieg, 2006.). To su bakterije s jednim
subpolarnim ili polarnim bi¢em. Spororastuée kvrzicne bakterije koje noduliraju soju su
prvotno nazvane Rhizobium japonicum ali su se kasnije odvojile u rod Bradyrhizobium zbog
svog sporog rasta (Maheshwari, 2014.). Generacijsko vrijeme ovog roda je preko 6 sati.
Nakon 7 dana uzgoja u laboratoriju nastaju male kolonije promjera 1 mm na povrsini hranjive
podloge.

Bradyrhizobium bakterije su asporogene i aerobne, a za ishranu iskorisStavaju Siroki
raspon ugljikohidrata i soli organskih kiselina, optimalna temperatura rasta za vecinu sojeva je
od 25 do 30 °C dok je maksimalna temperatura rasta od 33 do 35 °C. Sojevi tolerantni na
kiselost ¢e vecinom rasti kada je pH 4,5. Preko 30 % sojeva ¢e rasti kada je pH 4,0 i samo
nekoliko sojeva moze rasti kada je pH 3,5. Rast je inhibiran kada je pH iznad 9,0. Sojevi
Bradyrhizobium ne mogu rasti u okolisu koji sadrzi 2 % NaCl-a (Brenner i1 Krieg, 2006.).

U Tablici 5. su navedene najvaznije vrste roda Bradyrhizobium 1 vrste leguminoza koje

noduliraju.

Tablica 5. Vrste roda Bradyrhizobium i leguminoza koju noduliraju

VRSTA BRADYRHIZOBIUM BILJKA DOMACIN

B. japonicum

B. elkanii soja

B. liaoningense

5.3. Asimbiozna (slobodna) fiksacija duSika

Kod asimbiozne fiksacije dusika fiksatori zive u tlu i vodi, te su sposobni fiksirati
elementarni duSik bez izravnog utjecaja biljke ili drugih mikroorganizama. Energiju za
fiksaciju dusika dobivaju iz organske tvari tla. DuSik vezan ovim fiksatorima na raspolaganju
je svim biljkama.

Zastupljenost slobodnih fiksatora dusika ovisi o tipu tla i njegovim fizikalno

kemijskim karakteristikama, dok na njihovu brojnost utjece niz ekoloskih faktora, kao Sto su

30



pH, temperatura, koli¢ina kisika, sadrzaj vode, sadrzaj organske tvari, mineralni oblici dusika
1 mikroelementi (Milakovi¢, 2013.).

Slobodna fiksacija duSika u tlu uglavnom se javlja kao rezultat aktivnosti bakterija iz
roda Clostridium 1 Azotobacter, ali i1 nekoliko rodova slobodno zivuéih bakterija i
cijanobakterija. Neki od njih su aerobni, a neki anaerobni. Aerobni mikroorganizmi mogu
razli¢itim mehanizmima stvoriti anaerobne uvjete potrebne za fiksaciju duSika. Organizmi
koji mogu Zivjeti 1 u aerobnim i u anaerobnim uvjetima fiksiraju dusSik samo u anaerobnim

uvjetima (Topol i Kanizaj Sari¢, 2013.).

31



6. ZAKLJUCAK

Prirodna svojstva tla uvelike se narusavaju koriStenjem zaStitnih sredstava i mineralnih
umjetnih gnojiva. Flora i fauna tla se osiromaSuju, tla postaju kiselija i teze obradiva. Vazno
je znati da je na jednom hektaru povrsine u tlu oko 20-30 t Zivih organizama, a od toga je oko
Razvoj poljoprivrede u ovom stolje¢u biti ¢e zasnovan na konceptima koje predvidaju
znacajne promjene u tehnologiji uzgajanja usjeva i oplemenjivanja bilja koji bi pridonijeli
uspostavljanju ravnoteze 1 stabilnosti prirodnih resursa u agroekosustavu. Ovakav nacin
uzgoja trebao bi biti zasnovan na ekonomsko efektivnoj osnovi. Biofertilizacija je vrlo bitna
stavka u tom konceptu, a ona predstavlja unoSenje Zivih mikroorganizama u tlo sa ciljem
poboljsanja opskrbe biljaka hranjivima koji su im neophodni. To je nain na koji se moze
poboljsati opskrba biljaka dusikom, fosforom, sumporom, kalijem, zeljezom, ali i stimulirati
rast korijena.

Prilikom unoSenja ovih bakterija u rizosferu, procesi transformacije organske tvari se
ubrzavaju i biljkama se omogucuju potrebna hranjiva. Pored dusika, vrlo bitan element je i
fosfor koji je takoder najcesce prisutan u nedostupnim oblicima. Bakterije koje sintetiziranjem
organskih kiselina 1 fosfataza mogu prevesti fosfor iz nepristupacnog oblika u oblik
pristupacan biljkama pripadaju rodu Bacillus i Azotobacter. Takoder, kalij, koji je u tlu
zarobljen u obliku alumosilikata, zahvaljujuéi bakterijama roda Bacillus postaje pristupacan
biljkama. Opskrba biljaka zeljezom odvija se zahvaljuju¢i prisustvu siderofora u nekim
bakterijama. Bakterija iz roda Pseudomonas transformiraju organske forme sumpora u
anorganski i na taj na¢in on postaje pristupacan.

Ovo sve ukazuje da se opskrba biljaka neophodnim hranjivima uz istovremeno ocuvanje
zivotne sredine 1 proizvodnju zdravstveno neophodne hrane, moze poboljsati primjenom
mikrobioloskih gnojiva koja u sebi sadrze mijeSane populacije mikroorganizama. Ove
bakterije takoder, uz sve ostalo, imaju sposobnost sinteze biljnih hormona kao S§to su
giberelini i auksini, §to dodatno potice biljni rast i utjece na otpornost biljaka.

Koristenje mikrobioloSkih gnojiva ima utjecaj na usmjeravanje i tok mikrobioloskih
procesa u tlu, $to utjeCe na rast i razvoj biljaka ali i na samo tlo. Odredeni mikroorganizmi
koji se unose u tlo imaju sposobnost sintetizirati sluzave materijale koji imaju vaznu ulogu u
sljepljivanju mikroagregata, a to dovodi do formiranja fine strukture zemljiSta. Nakon
odumiranja tih mikroorganizama stvara se i povecava ukupna biomasa, a posljedice su

pozitivne za narednu vegetaciju. Povecanje organske biomase pridonosi povecanju plodnosti
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tla i stvaranju neophodnih biljnih hranjiva. Upravo iz tog razloga, mikrobioloska gnojiva
imaju svoje mjesto u suvremenoj konvencionalnoj, ali i1 ekoloskoj poljoprivrednoj
proizvodnji.

Mnoga istrazivanja pokazala su da koriStenje mineralnih gnojiva moze dovesti do

razli¢itih negativnih posljedica zbog sadrZzaja toksi¢nih tvari, koje djeluju na zdravlje ljudi,
reprodukciju, probleme s krvotokom 1 jetrom. Isto tako, ne smije se zaboraviti koliko je
negativan utjecaj na zivotnu sredinu prilikom prekomjernog koristenja ovih gnojiva.
Upravo to je razlog zaSto se sve vise stavlja naglasak na koriStenje prirodnih alternativa i
biofertilizatora. Bakterije koje pozitivno utjecu na rast biljke 1 porast usjeva svojim direktnim
ili indirektnim djelovanjem, a vrlo se jednostavno nanose na povrsinu biljke, sjemena ili tla,
¢ine osnovu biofertilizatora. Organsko porijeklo biofertilizatora doprinosi primarnoj
poljoprivrednoj proizvodnji, popravlja plodnost, produktivnost i fizicka svojstva tla na kojem
se biofertilizatori koriste. Upotrebom biofertilizatora smanjuje se koli¢ina kemikalija u
poljoprivrednoj proizvodnji.

U zadnjim desetlje¢ima intenzivno se prihranjivalo samo mineralnim gnojivima, a to
je dovelo do drastiénog pada broja bakterija i drugih mikroorganizama u tlu, na nekim
mjestima je broj pao na ¢ak samo 1/10 od normalnog broja. Kako bi se osigurala moguénost
veceg prinosa, novi hibridi u ratarskim kulturama su veéeg i snaznijeg nadzemnog i
podzemnog dijela. Time se dobiva i ve¢a biomasa koju je potrebno razgraditi. Medutim, ti
biljni ostaci se mogu humificirati kroz 2-4 godine zbog nedostatka i osiromasene mikroflore
(bakterije, gljivice). Ovakva situacija za sobom povlacéi negativan utjecaj jer svi nerazgradeni
ostaci predstavljaju izvor hrane za patogene gljive i1 bakterije koje pospjesSuju i1 pridonose
bolestima pa samim time 1 gubicima u proizvodnji. To za proizvodaca moze znaciti veliki
gubitak pa ¢ak i propadanje.

Budu¢i da je raznim istrazivanjima dugi niz godina utvrdeno djelovanje korisnih bakterija,
odnosno bakterija koje potiCu rast biljaka (PGPR), poljoprivrednim proizvodacima pruza se
obecavajuce rjeSenje za odrzivu i ekoloski prihvatljivu poljoprivredu. Primjenom ovih
bakterija kao biofertilizatora smanjuje se potencijalan negativan utjecaj na okoli§, hranu, a
time i zdravlje ljudi (Denton, 2007.). Primjena PGPR na biljkama daje obecavajuce rezultate
u buduénosti (Ali 1 Hj, 2010.). Vrlo je jasno da PGPR sojevi pospjeSuju rast biljaka kroz
razli¢ite mehanizme, koji nisu jo§ sasvim detaljno istraZeni, ali se to ocekuje u bliskoj

buduénosti.
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