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Sazetak

Diplomskog rada studentice Petre Franci¢, naslova

MOLEKULARNA | FENOTIPSKA KARAKTERIZACIJA AUTOHTONIH SOJEVA RIZOBIJA KOJE
NODULIRAJU SLANUTAK (CICER ARIETINUM L.)

Simbiozni fiksatori dusika (rizobije) omoguéuju unos znacajnih koli¢ina bioloski vezanog dusika
u tlo stvarajudi simbiozne odnose s brojnim leguminozama. Autohtoni sojevi rizobija ¢esto su
vrlo kompetitivni radi dobre prilagodbe na razlicite uvjete u tlu. Selekcija visoko ucinkovitih
sojeva rizobija koje noduliraju slanutak jedan je od preduvjeta uspjesne primjene inokulacije
sjiemena slanutka. S ciljem izolacije i odabira najkvalitetnijih autohtonih sojeva rizobija
prikupljeni su uzorci tla s razli¢itih podrucja uzgoja slanutka u Hrvatskoj i Hercegovini. Pocetna
identifikacija provedena je sekvenciranjem 16S rRNA gena kojim je utvrdeno da vecina izolata
iz kvrzZica slanutka pripada rodovima Rhizobium, Mesorhizobium i Sinorhizobium. Uvid u
biolosku raznolikost i simbiozna svojstva izolata provedeno je sekvenciranjem nifH gena kojim
je utvrdena velika varijabilnost izmedu vrsta. Ispitivanjem fenotipskih karakteristika izolata
utvrdena je znacajna otpornost na razliCite nepovoljne cimbenike poput povisene
temperature, povisene koncentracije NaCl-a, niske pH vrijednosti te in vitro tolerantnosti na
susu. Bududi da se radi o pocetnim fazama istrazivanja raznolikosti prirodnih populacija
rizobija koje noduliraju slanutak, od izuzetne vaznosti je dobivene izolate ukljuciti u daljnji
program detaljne identifikacije i karakterizacije.

Kljucne rijeci: simbiozna fiksacija dusika, slanutak (Cicer arietinum L.), rizobije, 16S rRNA gen,
nifH gen, fenotipske karakteristike



Summary

Of the master’s thesis - student Petra Francic, entitled

MOLECULAR AND PHENOTYPIC CHARACTERIZATION OF INDIGENOUS RHIZOBIAL STRAINS
NODULATING CHICKPEA (CICER ARIETINUM L.)

Symbiotic nitrogen-fixing bacteria (rhizobia) enable the entry of significant amounts of
biologically fixed nitrogen into the soil, creating symbiotic associations with numerous
legumes. Indigenous rhizobial strains are often very competitive because of their good
adaptation to different soil conditions. The selection of highly effective rhizobial strains
nodulating chickpea is one of the preconditions for a successful application of chickpea
inoculation. In order to isolate and select the highest quality of rhizobial strains, soil samples
were collected from different areas of chickpea cultivation in Croatia and Herzegovina. Initial
identification was conducted by sequencing the 16S rRNA gene and the results revealed that
most of the chickpea isolates belonge to the genera Rhizobium, Mesorhizobium and
Sinorhizobium. The insight into biodiversity and the symbiotic characteristics of the isolates
was performed by sequencing the nifH gene which determined high variability between
species. Phenotypic characterization of isolates revealed considerable resistance to
unfavorable environmental conditions such as elevated temperature and NaCl concentration,
low pH values and drought. In this paper, the initial results of studying biodiversity of
indigenous chickpea rhizobia, are presented. Therefore, it is important to include the obtained
strains in further programs of detailed identification and characterization.

Keywords: symbiotic nitrogen fixation, chickpea (Cicer arietinum L.), rhizobia, 16S rRNA gene,
nifH gene, phenotypic characteristics



1. Uvod

Danas je poljoprivredna proizvodnja pod velikim pritiskom radi sve veceg porasta svjetske
populacije. Postavlja se vazno pitanje kako osigurati dovoljnu koli¢inu hrane za rastuéu
populaciju i posti¢i maksimalne prinose, a da pri tom ne dode do oneciS¢enja okolisa radi
intenzivne poljoprivredne proizvodnje odnosno prekomjerne uporabe agrokemikalija. To
pitanje predstavlja veliki izazov za poljoprivrednike kao i za samu odrzivu proizvodnju
hrane i oCuvanje ekosustava. Kako bi se osigurala dostatna koli¢ina hrane dolazi do Sirenja
poljoprivrednih povrsina, povedanog unosa agrokemikalija (sredstva za zastitu bilja,
mineralna gnojiva), prekomjerne obrade tla i dr. Sto dovodi do velikog pritiska na okolis.
Kako bi se smanjilo onecis¢enje okolisa (tla, zraka i vode) uvodi se alternativa intenzivnoj
poljoprivrednoj proizvodnji u vidu odrzive poljoprivede u kojoj je ograni¢ena koli¢ina
primjene agrokemikalija te se potiCe i uporaba bioloske fiksacije dusika kao jedne od
mogucénosti iskoriStavanja prirodnih procesa u zamjenu za primjenu mineralnih gnojiva
(Hajdukovi¢ i Radi¢ Lakos, 2010).

Biljkama je opcenito za rast i razvoj neophodna suncéeva energija, voda i izvor hranjivih
tvari. Za postizanje visokih prinosa kao jedan od glavnih ogranicavajucih ¢imbenika izdvaja
se dusik. On je jedan od najvaznijih esencijalnih biljnih elemenata o kojemu ovisi rast i
razvoj same biljke. Najvece koli¢ine dusika prisutne su u atmosferi (78,1 %) u
molekularnom obliku (N3) i takav oblik biljkama nije dostupan. Ukupan sadrzaj dusika u tlu
izrazen je u vrlo malim koli¢inama, a varira ovisno o fizikalnim i kemijskim znacajkama tla,
klimi, vegetaciji i dr. Tijekom godine biljkama je na raspolaganju samo 1 do 5 % dusika radi
¢ega je gnojidba dusi¢nim gnojivima neizostavna agrotehnic¢ka mjera. Dusik se u tlu nalazi
u organskom i anorganskom obliku. Biljkama je dusik pristupaan u samo dva oblika;
amonijskom (NH4*) i nitratnom (NOs"). Kolicine pristupa¢nog oblika dusika koje se nalaze
u rezervama u tlu nisu dostatne za opskrbu biljke tokom cijelog razvoja stoga je potrebno
nadomjestiti potrebne koli¢ine primjenom mineralnih dusi¢nih gnojiva (Coga i Slunjski,
2018).

Prekomjernim koristenjem mineralnih gnojiva tlo je podloino negativnim promjenama.
Smanjuje se kvaliteta tla (povecani salinitet), teski metali akumuliraju se u tlu, dolazi do
ispiranja nitrata u podzemne vode te naposljetku i smanjenja plodnosti tla (Krznari¢, 2018).
Kako bi se upotreba mineralnih gnojiva smanijila, nastoji se Sto vise iskoristiti proces
bioloske fiksacije dusika. BioloSka fiksacija dusika je proces u kojem mikroorganizmi uz
pomo¢ enzima nitrogenaze pretvaraju atmosferski dusSik u dostupan amonijski oblik
(Sikora i sur., 2008). Najznacajniji oblik bioloske fiksacije dusSika za poljoprivrednu
proizvodnju je simbiozna fiksacija dusSika. To je simbiozni odnos izmedu biljke i
mikroorganizama u tlu. Rizobije su jedna od skupina tih mikroorganizama koji imaju
sposobnost stvaranja simbioznih odnosa sa mahunarkama (leguminozama). U simbioznom



odnosu, rizobije opskrbljuju biljku reduciranim oblikom dusika dok biljke osiguravaju
bakterijama izvor ugljika (Topol i Kanizai Sari¢, 2013).

Slanutak (Cicer arietinum L.) se u poljoprivrednoj proizvodnji izdvaja kao vrlo znacdajna
kultura. Ona je jedna od najstarijih kultura mahunarki s dugom povijesti upotrebe i
proizvodnje (Laranjo i sur., 2014). Smatra se vrlo kvalitethom i gospodarski vrijednom
kulturom. Visoko je kvalitetna namirnica za ljude i stoku radi bogatog izvora bjelancevina i
drugih nutritivnih vrijednosti (ugljikohidrati, vitamini i dr.). Konzumacija sjemenki slanutka
moze sluZziti kao prevencija u smanjenju rizika od raznih bolesti. Zbog Sirokog nutritivnog
sadrZzaja i zdravstvenih pogodnosti slanutak je prihvaéen kao jedna od namirnica u
kategoriji funkcionalne hrane (Jukanti i sur, 2012). Uzgoj slanutka u svijetu vrlo je rasiren
te se uzgaja u oko 80 razlicitih zemalja od kojih se Indija i Pakistan izdvajaju kao najvedi
proizvodaci. Medutim, proizvodnja slanutka u Hrvatskoj koncentrirana je na malim
povrsinama pa je sve visSe prisutan uvoz iz drugih zemalja (Ozimec i sur. 2015). Za uzgoj
slanutka pogodna su dobro drenirana (ilovasta ili glinasta) tla s neutralnim do blago
alkalnim pH. lako se smatra najotpornijom mahunarkom na suSu radi svog dobro
razvijenog korijena, nedostatak vode u tlu mozZe biti ograni¢avajuci ¢imbenik visokih
prinosa posebno u vrijeme formiranja pupova i cvatnje kada je slanutku potrebno najvise
vode.

S obzirom na mali broj hektara raspolozivih poljoprivrednih povrsina za uzgoj slanutka u
nasem podneblju, vazno je pratiti da pri tom ne dolazi do prekomjerne primjene
gnojiva moguce je osigurati vece iskoristavanje procesa bioloske fiksacije dusika. U tu
svrhu, primjenjuje se predsjetvena inokulacija sjemena mahunarki sa odgovaraju¢im
sojevima rizobija. U procesu bioloske fiksacije iskoriStava se dusik iz atmosfere kojeg
mikroorganizmi prevode u oblik koji biljke mogu iskoristavati. Kako bi se fiksacija dusika
odnosno simbiozna fiksacija dusika Sto uspjesnije iskoristila jedan od uvjeta je odabir
najpogodnijih sojeva simbioznih fiksatora dusika (rizobija) za inokulaciju. Jedan od
mogucih pristupa u selekciji rizobija je proucavanje genetske raznolikosti prirodnih
populacija i karakterizacija autohtonih sojeva. Neke od najcesée koristenih molekularnih
metoda za identifikaciju i karakterizaciju simbioznih fiksatora dusika su: sekvenciranje 16S
rRNA gena, RAPD-PCR (engl. random amplified polymorphic DNA), Rep-PCR (engl.
repetitive sequence-based), AFLP (engl. amplified fragment length polymorphism) i DNA-
DNA hibridizacija (DDH).

Sekvenciranje 16S rRNA gena osnovna je metoda u proucavanju mikrobne filogenije i
koristi se kao standard i u identifikaciji rizobija. Medutim, kako ova metoda nema
mogucnost razlikovanja bliskih vrsta, identifikacija rizobija na razini vrste temelji se na
analizama konstitutivnih gena koji imaju kljuénu ulogu u svim funkcijama bakterijskog
rasta. Metode poput MLSA (Multilocus sequence analysis) i MLST (Multilocus sequence
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typing) temelje se na analizi nekoliko konstitutivnih gena i vrlo su korisne u filogenetskim
analizama i identifikaciji konkretnih skupina rizobija (Rivas i sur., 2009). Nadalje, RAPD-PCR
metoda smatra se pouzdanom metodom za filogetenske odnose izmedu i unutar blisko
srodnih vrsta radi svoje brzine i prakti¢nosti (Naz i sur., 2009). Ova metoda pokazala je
veliki znacaj u odredivanju raznolikosti razli¢itih sojeva roda Rhizobium (Koskey i sur.,
2018). Za procjenu genetske varijabilnosti mikroorganizama znacajna je Rep-PCR metoda
(Hameed i sur., 2016) te AFLP metoda (Portier i sur., 2006). U svrhu identifikacije na razini
vrsta koristi se metoda DNA-DNA hibridizacije (DDH) koja se temelji na analizi genomske
slicnosti dvaju organizama. Prema Rossello-Mora i sur. (2011) smatrana je najvaznijim
kriterijem za klasifikaciju bakterijskih vrsta. Ormeno-Orrillo i sur. (2015) uspostavili su
metodu temeljenu na usporedbi sekvenci cijelog genoma (genotaksonomija) dok su
Rashid i sur. (2015) koristili metodu temeljenu na prosjecnom nukleotidnom identitetu
(ANI) sekvenci genoma. Zakljuéno se moZe re¢i da prema najnovijim literaturnim
podacima (Rajkumariisur., 2022), taksonomija temeljena na kompletnom slijedu genoma
(genotaksonomija) te prosje¢nom identitetu nukleotida, sada se smatra primarnim
pristupom, Sto rezultira stalnim promjenama taksonomiji rizobija.



1.1. Ciljevi istrazivanja

Cilj rada je detaljno karakterizirati izolate rizobija koji su u prethodnim istrazivanjima
identificirani do razine roda odnosno vrste.

Specifi¢ni ciljevi istraZivanja:

1. Karakterizacija autohtonih sojeva rizobija sekvenciranjem simbioznog nifH gena
koja ¢e dati podatke o bioloSkoj raznolikosti i simbioznim svojstvima prirodnih
populacija rizobija koje noduliraju slanutak.

2. Fenotipska karakterizacija sojeva koja ¢e dati uvid u njihovu sposobnost rasta u
razli¢itim ekoloSkim uvjetima te u stresnim uvjetima suse.



2. Pregled dosadasnjih istrazivanja

2.1. Bioloska fiksacija dusika

Dusik je Cesto ogranicavajuci ¢imbenik o kojemu ovisi rast i razvoj biljaka. Dva su oblika
dusika koje biljka moZe usvajati, a to su nitratni (NO3™) i amonijski (NH4*). Atmosferski dusik
je molekula sastavljena od dva atoma dusika povezana trostrukom vezom koja ga Cini vrlo
stabilnim i inertnim (Topol i Kanizai Sari¢, 2013). U procesu bioloske fiksacije dusika (BNF)
neki prokariotski mikroorganizmi pomocu enzima nitrogenaze reduciraju atmosferski dusik
(N2) prevodecdi ga u biljkama dostupan oblik. Prokariotski mikroorganizmi koji provode ovaj
proces nazivaju se diazotrofima (Zehara, 2021). Neki od njih mogu fiksirati dusSik bez
direktne povezanosti sa biljkama (Azotobacter), tvoreéi asocijativne odnose sa biljkama
(Azospirillum) ili pak u simbioznom odnosu s leguminozama (Lehnert i sur., 2018).
Opcenito, bioloska fiksacija dusika dijeli se na asimbioznu, asocijativnu i simbioznu fiksaciju
dusika (Topol i KaniZai Sari¢, 2013).

2.1.1. Simbiozna fiksacija dusika

S obzirom da je dusik glavno limitirajuée hranjivo za vedinu usjeva, simbiozna fiksacija
dusika smatra se vaznim bioloSkim procesom odrzive poljoprivredne proizvodnje (Sikora i
sur., 2008). Nedostatak mineralnog dusika u tlu ¢esta je pojava koja ogranicava rast i razvoj
biljaka. Zbog toga se taj koristan proces nastoji iskoristiti u biljnoj proizvodnji primjenom
inokulanata. Inokulacijom sjemena povecava se koli¢ina dusika koji je biljci dostupan. Za
inokulaciju sjemena mogu se koristiti mikroorganizmi koji su sposobni provoditi fiksaciju
atmosferskog dusika. U ovom slucaju to su kvrzi¢ne bakterije-rizobije (mikrosimbiont) koje
stvaraju simbiozne odnose s biljkama iz porodice Fabaceae (makrosimbiont). Simbioza se
temelji na obostranoj koristi simbionta. Biljka domacin-leguminoza putem procesa
fotosinteze osigurava bakterijama energiju potrebnu za provodenje fiksacije dusika. S
druge strane, bakterije opskrbljuju biljku dusikom u amonijskom obliku. U simbioznoj
fiksaciji dusika najznacajnije rizobije za uspostavu simbioznog odnosa su bakterije rodova
Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium i Mesorhizobium. Mjesto
odvijanja procesa simbiozne fiksacije dusika su kvrzZice (nodule) koje stvaraju rizobije na
korijenu biljke domadéina (Topol i Kanizai Sari¢, 2013).



2.1.2. Odnos leguminoze - rizobije

Uspostava simbioznog odnosa (slika 1) temelji se na stvaranju kvrZica na korijenu biljaka
(Sikora i sur., 2008). Bakterije posjeduju tri skupine simbioznih gena; nod, nif i fix koje
kontroliraju simbioznu fiksaciju dusSika (Remigi i sur, 2016). Nif geni odgovorni su za
kodiranje kompleksa nitrogenaze kao i za ostale regulatorne proteine koji su ukljuéeni u
proces fiksacije (Kelly i sur., 2017) dok fix geni imaju klju¢nu ulogu u samom procesu
simbiozne fiksacije dusSika (Kaji¢, 2020). Interakcija izmedu biljke i rizobija zapocinje
davanjem signala i prepoznavanjem simbioznog partnera.
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Slika 1. Shematski prikaz simbioznog odnosa izmedu biljke domadina i rizobija (Izvor: Clua
isur.,, 2018)

U prvoj fazi uspostave simbioznog odnosa biljka domacin-leguminoza stvara fitokemijske
signale u obliku flavonoida koje ispusta u rizosferu putem korijena dok bakterija proizvodi
Nod faktore ¢ija je produkcija kontrolirana nod genima. Pri tom flavonoidne tvari privlace
kompatibilne rizobije i odbijaju ne odgovarajuée vrste prisutne u tlu. Interakcija rizobija s
korijenom biljke uspostavlja se pomocu recpetora nodD proteina koji ima sposobnost
vezanja na specificne flavonoide. NodD zatim aktivira produkciju ostalih nod gena. Kao
reakcija na infekciju rizobija, dolazi do produljivanja korijena i biljka stvara infekcijske niti
u blizini korijenovih dla¢ica (Topol i Kanizai Sari¢, 2013). U drugoj fazi dolazi do ulaska
rizobija u kortikalne stanice biljke domacina kroz infekcijsku nit. Istodobno rizobije ulaze u
korijen, a kortikalne stanice se dijele miotickom diobom i dolazi do stvaranja primordijalne
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kvrZice koja zatim formira meristem (Kaji¢, 2020). Rastom infekcijske niti rizobije putuju
kroz korijen i neprekidno stvaraju nod faktore koji poti¢u diobu stanica unutar korijena.
Time dolazi do stvaranja novih kvrZica. Rizobije se zatim otpustaju u novonastale biljne
stanice citoplazme gdje biljna stanica stvara peribakteroidnu membranu koja okruzuje
bakterije. U trecoj fazi primordijalna kvrZica pretvara se u zrelu dok se rizobije dalje dijele
i diferenciraju u bakteroid. Tako nastali oblik rizobije sintetizira nitrogenazu i
leghemoglobin (Godini¢, 2020). Rizobije se potom oslobadaju iz infekcijske niti, a
umnazanjem stanica meristema formira se kvrzica (Kaji¢, 2020). Proces nodulacije zavrsava
i dolazi do fiksacije duSika u nastalim kvrzicama. Naime, fiksacija se odvija samo u
ucinkovitim kvrzicama koje se raspoznaju po crvenoj boji na presjeku koja potjece od
pigmenta leghemoglobina. Uglavhom se nalaze na primarnom i lateralnom korijenju.
Neucinkovite kvrzZice su manje, blijede do blijedo zelene boje na presjeku i rasporedene su
po Citavom korijenu (Krznari¢, 2018).

2.2. Makrosimbiont- slanutak

2.2.1. Botanicka klasifikacija i podrijetlo slanutka

Slanutak (Cicer arietinum L.) je jednogodisnja leguminoza koja pripada porodici Fabaceae
i rodu Cicer. Latinsko ime roda Cicer potjece od grcke rijeéi , kikus“ Sto znadi sila ili snaga.
Ime vrste Arietinum dolazi od grcke rijeci , krios” $to je drugi naziv za ovna koji je asocijacija
na sjeme slanutka ciji oblik podsjec¢a na glavu ovna (Ereso, 2017). Rod Cicer obuhvaca 9
jednogodisnjih i 35 viSegodisnjih vrsta Cije je srediSte raznolikosti u jugozapadnoj Aziji (Van
der Maesen i sur., 2007). Sve jednogodisnje vrste su diploidi sa 16 kromosoma (2n = 16).
Vrsta C. recitulatum najblize je povezana s kultiviranim slanutkom i smatra se njenim
pretkom (Flowers i sur., 2010).

Pripitomljavanje vrste se dogodilo prije oko 10 000 godina u jugoisto¢noj Turskoj u djelu
zvanom ,Plodni polumjesec”. Do toga je dosSlo zbog ograni¢ene zemljopisne
rasprostranjenosti populacije divljih vrsta i vrlo niske genetske varijacije kultivara. Postoje
razliCite teorije podrijetla slanutka, no vjeruje se da je nastao na podrudjima danasnje
jugoistocne Turske i u susjednim podrucjima Sirije (Knights i Hobson, 2016).

Slanutak je jedna od najstarijih kultura mahunarki koja ima dugu povijest upotrebe i
proizvodnje (Laranjo i sur., 2014). Uzgoj je rasiren po cijelom svijetu, a najviSe se uzgaja na
podrucju Mediterana, Bliskog Istoka, u Etiopiji, Meksiku i zapadnoj Aziji (Ereso, 2017).
Poznata su dva priznata tipa slanutka koje se uzgajaju u svijetu, a to su Desi (sitnozrnati) i
Kabuli (krupnozrnati) (Flowers i sur., 2010).



2.2.2. Morfoloske karakteristike slanutka

Slanutak je jednogodisnja zeljasta biljka koja, ovisno o sorti i vanjskim uvjetima sredine,
uvelike varira u morfoloskim karakteristikama (Ahmad i sur., 2005).

Korijenski sustav slanutka je vretenast, razgranat i dug do 1 m dubine. U dobro
strukturiranim tlima korijen se moZe razviti i do viSe od 1 m. Rast korijena je najbrzi u
vrijeme cvatnje, a pod povoljnim uvjetima raste sve do zrelosti biljke (GRDC, 2017Aa).
Ponekad na povrsini korijena nastaju kvrzice (slika 2) koje se pojavljuju u velikom broju te
mogu biti velike kao i sjeme slanutka. Korijen slanutka sastoji se od glavnog korijena s
nekoliko bocnih. Vrlo dobra razvijenost korijena osigurava dobru mo¢ upijanja te
omogucuje opskrbu korijena vodom i hranivima iz dubljih slojeva tla. Takoder, duljina
korijena doprinosi vec¢oj otpornosti biljke na susu (Sudar, 2016).

Slika 2. Korijen slanutka s kvrZicama
(Izvor: GRDC, 2017b)

Stabljika. U pocetku vegetacije je zeljasta i takav oblik zadrzava sve do kraja vegetacije
kada odrveni. Visina se razlikuje ovisno o kultivaru i uvjetima uzgoja. Poznato je da Kabuli
sorte imaju visu stabljiku od Desi sorte. Opcenito, visina stabljike slanutka varira izmedu
201100 cm (Sudar, 2016). Stabljika je uspravna s malim dladicama na povrsini te se grana
na tri do pet glavnih grana koje mogu stajati pod vecéim ili manjim kutom. Grane koje se
razviju iz prva tri nodija osiguravaju najveci dio prinosa. Stoga je vrlo vazno pratiti razvoj
biljke posebno u fazi razvoja prvih grana.

Listovi. Na stabljici se nalaze naizmjeni¢no duz grane. Neparno su perasti, obrnuto ovalnog
oblika (Pole, 2021). Prvi pravi list sastoji se od dva do tri para liski sa jednim terminalnim.
Nakon faze razvijanja Seste grane (nodija), dolazi do potpunog formiranja listova sa pet do
osam pari nazubljenih liski (10 do 16). Listovi kao i cijela povrsSina izdanka biljke osim
cvijeta, prekriveni su gustim Zljezdanim dladicama (trihomima) koje izlu€uju jaku kiselinu



(uglavnom jabuénu). Te izlu€evine sluze biljci kao zastita od raznih $tetocina. Sto se tice
boje listova i stabljike, Desi sorte karakteriziraju tamniji tonovi dok su kod Kabuli sorte
izraZeni svjetlo zeleni listovi i stabljika (GRDC, 2017Aa).

Cvijet. Sitni cvjetovi, leptirastog oblika nalaze se pojedina¢no u pazuhu listova na kratkim
stapkama. Cvijet je pentameran (Sudar, 2016) te moZe sadrzavati pigment antocijanin
prema ¢emu se boje latica razlikuju od bijele, ruZi¢aste do svjetlo plave. Cvjetovi sorte Desi
su ljubicasti dok su kod sorte Kabuli bijele do krem boje radi nedostatka pigmenta. Pojava
poja¢ane pigmentacije na cvjetovima pokazatelj je okolisnih stresova kao $to su niske
temperature, visak vode, stres soli, susa i virusne infekcije. Slanutak je biljka dugog dana.
Vrlo je osjetljiva na fotoperiod koji je jedan od glavnih okolisnih ¢imbenika, uz genotip i
temperaturu, Sto odreduje vrijeme cvatnje i pojavu prvog cvijeta. Cvatnja slanutka je
neodredena kao i sami rast biljke te moZe trajati do 60 dana (Croser i sur., 2003). U fazi
prelaska lisnih pupova u cvjetne, dolazi do stvaranja niza pseudocvjetova ili laznih cvjetnih
pupova na stabljici. Ova karakteristika slanutka moze uzrokovati razdoblje neucinkovite
cvatnje; kada se mahune ne zametnu. Nadalje, prvi cvjetovi pojavljuju se na glavnoj
stabljici i donjim granama unutar tri do Cetiri dana. Oprasivanje slanutka odvija se prije
otvaranja cvjetnog pupa. Slanutak je uglavnom samooplodna kultura, no u nekim
istrazivanjima spomenuto je unakrsno oprasivanje (GRDC, 2017Aa).

Plod slanutka je sithna mahuna, ovalnog, jajolikog ili valjkastog oblika duga 1-4 cm. Sadrzi
jedno do cCetiri sjemena zametka koja se rijetko sva oplode. Na jednoj biljci razvije se do
100 mahuna (Pole, 2021). Pod povoljnim uvjetima temperature i vlage u tlu, vrijeme
potrebno od oplodnje do prve pojave mahune je oko Sest dana. Tada se sjeme puni
sliedeca tri do Cetiri tjedna. Veli¢ina mahune razlikuje se medu sortama i uglavnom nije
osjetljiva na promjene okoline. Medutim, punjenje sjemena i kasnija veli¢ina uvelike ovisi
o sorti i vremenskim uvjetima. S time, kod Kabuli sorte proces punjenja sjemena traje duze
nego u Desi sorta.

Sjeme. Oblik sjemena slanutka je nepravilno okruglast s ispupéenim hilumom (LeSi¢ i sur.,
2004) sto mu daje karakteristican , kljunasti“ oblik. Sjeme je ponekad omedeno glatkom ili
izbrazdanom ovojnicom. Boja sjemena varira ovisno o sorti, a odredena je bojom i
debljinom ovojnice sjemena te unutraSnjom bojom kotiledona. U Desi sorta pojavljuje se
sitno sjeme oblika glave ovna s neravnom povrsinom crno obojane ljuske (Pole, 2021).
Oblik sjemena sorte Kabuli je krupnog i nepravilnog oblika te podsjeca na sovinu glavu dok
je povrsSina naborana s neobojanom ljuskom. Vazna karakteristika slanutka prema kojoj se
izdvaja od drugih mahunarki je upravo boja sjemena. Brojnim istraZivanjima otkrivena je
21 razlicita boja te nijansa sjemena (Godini¢, 2020).



2.2.3. BioloSke karakteristike i agroekoloski uvjeti uzgoja slanutka

Slanutak je tijekom svog rasta i razvoja izloZzen razlicitim ekoloskim cimbenicima koji
reguliraju njegov rast i produktivnost. Medu vaznijim ekoloskim ¢imbenicima mogu se
istaknuti temperatura, vlaga (koli¢ina dostupne vode) i tlo (tip tla, pHidr.) (GRDC, 2017Aa).

Spomenuti ekoloski ¢imbenici uvelike utje¢u na vegetacijsko razdoblje slanutka koje u
prosjeku traje od dva do cetiri mjeseca. Tijekom tog razdoblja potrebna je kontinuirana
opskrba fosforom (P) kako ne bi doslo do njegovog nedostatka. Slanutak je u odnosu na
druge mahunarke i Zitarice manje osjetljiv na nedostatak P. Razlog tome je Sto korijenski
eksudati s organskim kiselinama otapaju P ¢ime se izbjegava njegov nedostatak. Neki
netopljivi minerali (Cu, Zn Mn i Fe) koji nisu dostupni slanutku kao i veéini biljaka takoder
se otapaju uz P putem korijenskih eksudata te na taj nacin postaju dostupni.

Temperatura. Klijanje sjemena slanutka odvija se pri minimalnoj temperaturi 2-3°C, a
nicanje pri 5-6°C u trajanju od tri tjedna. U pocetnim fazama rasta slanutak podnosi niske
temperature od -6 do -8°C, a moZe podnijeti i nize do -16°C (Godini¢, 2020). Optimalna
temperatura rasta u vegetativnoj fazi je izmedu 20 i 24°C, a za vrijeme cvatnje oko 25°C.
Niske temperature nize od optimalnih lose utje¢u na razvoj reproduktivnog sustava biljke.
Naime, niske temperature uzrokuju odgodu cvatnje, ali dolazi do veceg grananja. Kod
veéine danasnjih sorti, kritiCna srednja ili prosje¢na dnevna temperatura za pobacaj
cvjetova je <15°C. Ispod te temperature pelud postaje sterilan i ne razvijaju se
reproduktivni organi biljke. Temperature ispod nistice tijekom zime i u proljece mogu
uzrokovati razna osSteéenja na lis¢éu. Medutim, slanutak ima sposobnost regeneracije
ostecenih organa pa tako nastala ostec¢enja nisu dugotrajna (GRDC, 2017Aa). Osim niskih
temperatura, na razvoj reproduktivnih organa utjecu i visoke temperature koje uzrokuju
velike gubitke prinosa. Temperature iznad 35°C uzrokuju pobacaj cvjetova i smanjuju
vrijeme potrebno za punjenje sjemena $to na posljetku rezultira smanjenjem prinosa. lako
su posljedice visokih temperatura velike, u usporedbi s drugim mahunarkama, slanutak se
smatra visoko tolerantnim (Kaushal i sur., 2013).

Vlaga. Slanutak se smatra najotpornijom mahunarkom na susu radi svog dobro razvijenog
korijenovog sustava. Biljci je potrebno najviSe vode u vrijeme formiranja pupova i cvatnje
kako ne bi doslo do odgode ili prestanka cvatnje. Nakon bolesti, susa je drugo glavno
ograniéenje produktivnosti slanutka. Stres od suse ima znacéajne ucinke na unos hranjivih
tvari, otezava stvaranje kvrzica te negativno utjeCe na prinos i komponente prinosa
(Magbool i sur., 2017). Takoder ima znacajan ucinak na morfoloske i fizioloSke procese te
moze dovesti do smanjenja prinosa i do 60 % (Godini¢, 2020). Radi toga je potrebno
redovito i ravhomjerno navodnjavati tlo tokom cijele godine. Optimalan prinos sjemena
moze se postiéi redovitim odrzavanjem vlaznosti tla u fazama grananja, cvatnje i
formiranja mahuna.

Tlo. Razliciti kemijski i fizikalni ¢cimbenici tla ogranicavaju rast i razvoj biljaka. Jedan od njih
je slanost tla. Visak soli u tlu upucuje na povecanu koli¢inu natrija (Na) Sto se uocava kod
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povecane gustode mase, niske infiltracije vode i loSe aeracije. Slanutak ima nisku
toleranciju na ionske neravnoteze koje inhibiraju njegov rast i produktivnost uslijed
usporenog rasta korijena i loSe nodulacije. Drugi vazni ¢imbenik je kiselost tla koja je
povezana sa loSom nodulacijom. Slanutku odgovara neutralni do blago alkalni pH (7-8).
Nedostatak Zeljeza (Fe) i cinka (Zn) te nedostatak ili toksi¢nost bora (B) takoder su jedni od
ogranicavajucih ¢imbenika za rast slanutka. Dobro drenirana tla (ilovasta ili glinasta)
najpogodnija su za uzgoj slanutka radi dobre sposobnosti zadrzavanja vode (Knights i
Hobson, 2016).

2.2.4. Agrotehnicke mjere za uzgoj slanutka

Za uspjesnu proizvodnju s visokim prinosima prvenstveno je vazno odabrati prikladnu
sortu za odredeno podrucje uzgoja. U izboru sorti bitno je voditi racuna o morfoloskim i
fizioloskim karakteristikama sjemena kako bi odabir bio $to precizniji. Nakon izbora sorte
vazno je utvrditi kvalitetu sjemena (Vargas i sur., 2021). Prije same sjetve potrebno je
obratiti paznju na plodored. U pravilu bi trebalo izbjegavati sadnju na tlima na kojima su
prethodno bile posijane viSegodisnje Zitarice, mahunarke i suncokret. Takoder se ne
preporuca sadnja slanutka u blizini polja luka, ¢eSnjaka, vlasca i poriluka. Naime, slanutak
ima ulogu ,poboljSivaca tla“ pa je time dobra pretkultura u plodoredu za psSenicu (Pole,
2021). Mahunarke opdéenito imaju vedi potencijal apsorpcije ugljika u odnosu na
monokulture. Poljoprivrednici imaju velike koristi od uvodenja mahunarki u plodored jer
se time povedava produktivnost koja se onda prenosi na iduéu Zetvu. Osim toga, njihova
prisutnost u tlu povecava mikrobnu aktivnost koja obogaduje poljoprivrednu
bioraznolikost tla. Na taj nacin tlo se lakSe odupire iscrpljivanju i poveéava se njegova
plodnost (Vargas i sur., 2021).

Obrada tla takoder je jedan od vaznih agrotehnickih zahvata koji definiraju uspjesnu
proizvodnju. Prilikom rane sjetve, tlo se za obradu priprema na jesen kako bi ostalo
dovoljno vremena za agrotehnicke zahvate u proljec¢e. Glavna obrada obavlja se na dubini
od 30 do 35 cm. Vrlo je vazno provesti duboko oranje kako bi tlo postalo prozracno i
nakupilo se dovoljno vlage za pravilno razvijanje korijena. Na lakSim tlima dovoljno je
provesti samo plitku obradu tla.

U nasem podneblju (Mediteran) slanutak se sije u razdoblju od kasne jeseni do ranog
prolje¢a. Nacin sjetve prilagoden je razli¢itim podrucjima uzgoja te ovisi o mogucénosti
upotrebe mehanizacije. Da bi se posijalo 50-150 kg/ha sjemena, ovisno o krupnodi,
potreban je razmak redova 30-70 cm te razmak u redu 10-30 cm (Pole, 2021). Kod Sireg
razmaka preporuca se meduredna kultivacija. Dubina sjetve ovisi o strukturi tla. Opcenito
se sije na dubini od 5-7 cm. Kod lakih i suhih tala sije se dublje dok se kod teskih i vlaznijih
tala sjetva obavlja pli¢e (Agroklub, 2022).
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Slanutak nema velike zahtjeve za gnojidbom. Potrebe za duSikom zadovoljava simbioznom
fiksacijom u simbiozi s bakterijama iz skupine rizobija. Ipak, u vrijeme sjetve primjenjuju se
male doze N (10-20 kg/ha) kao ,starter” prije simbioze. Koli¢ina pristupacnog fosfora bitna
je radi duljine vegetacijskog razdoblja. Za postizanje visokih prinosa, u tlo je potrebno
unijeti 40-70 kg/ha P,0s, dok se kalij dodaje samo ako je uocen nedostatak. Nedostatak
Fe, Zn i Mo moZe se nadograditi folijarnim prskanjem (Vargas i sur., 2021).

2.2.5. Prehrambeni i poljoprivredni znacaj slanutka

Danas se slanutak smatra vrlo zna¢ajnom kulturom te je treéa po zastupljenosti medu
mahunarkama u svijetu koje se koriste u ljudskoj prehrani, nakon graha (Phaseolus
vulgaris) i graska (Pisum sativum) (Flowers i sur., 2010). Ova kultura pronalazi veliki znacaj
u prehrambenoj industriji, medicini te tekstilnoj industriji.

Slanutak se uglavnom konzumira kao sjemenska hrana u razlic¢itim oblicima (Jukanti i sur,
2012) poput kavovine (nadomjestak za kavu), przeno ili kuhano sjeme te kao brasno za
kruh. Slanutak je jedan od glavnih mahunarki u svijetu koja se koristi kao primarni izvor
hrane za ljude. Razlog tome su sjemenke koje su jedini jestivi dio biljke za ljude te ujedno
i bogat izvor bjelancevina (17 — 31 %) (Magbool i sur., 2017). U sjemenu slanutka su
takoder zastupljene znacajne koli¢ine ugljikohidrata od 50 — 60 %, manje koli¢ine ulja (>
3%), celuloze (oko 3 %) i mineralnih tvari (oko 4 %) te neki antinutrijenti (Jukanti i sur.,
2012). Sjemenke slanutka su takoder bogate vitaminima kao sto su riboflavin, tiamin,
vitamin A, niacin i B-karoten, a od vaZnijih minerala nalaze se P, Mg, Ca i K (Grasso i sur.
2022).

Istrazivanja su pokazala da konzumacija slanutka ima potencijalne zdravstvene pogodnosti
te da u kombinaciji s drugim mahunarkama i Zitaricama mozZe utjecati na smanjenje rizika
od raznih bolesti poput CVD-a (kardiovaskularne bolesti), dijabetesa, raka i bolesti
probavnog sustava (lbrikci i sur., 2003). Zbog svoje nutritivne i zdravstvene pogodnosti
slanutak je prihvacen kao jedna od namirnica u kategoriji funkcionalne hrane (Jukantii sur,
2012).

Osim za ljude, koristi se i kao hrana za stoku. Takav nacin upotrebe slanutka doprinosi
velikom znacaju u poljoprivrednim sustavima. Uvodenjem ove mahunarke u plodored
postize se odrZivost proizvodnje, a potreba za gnojidbom duSikom je smanjena radi
sposobnosti kvrzicnih bakterija na korijenu slanutka da fiksiraju atmosferski dusik
(Magbool i sur., 2017). Bioloska fiksacija dusika kod slanutka pridaje veliku vaznost u
odrzavanju plodnosti tla posebno u kisnim te suhim podrucjima jer vrlo dobro podnosi
susSu (Wubie i sur., 2021).
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2.2.6. Proizvodnja slanutka u Hrvatskoj i svijetu

Pocetak uzgoja slanutka poznat je joS od 8. stolje¢a prije Krista kada se uzgajao na
podrucjima Sirije (Redden i Berger, 2007). Azija je u razdoblju od 2009. do 2013. godine
proizvodila slanutak u vrijednostima koje su Cinile 85,1 % svjetske proizvodnje. Manje
znacajne proizvodnje odvijale su se i u Australiji (5,3 %), Africi (5 %) i Americi (3,8 %) dok
je Europa zauzimala samo 0,9 % svjetske proizvodnje. Od 2011. do 2013. ukupna
proizvodnja slanutka u svijetu odvijala se na 13 milijuna ha Sto je zabiljezeno najve¢om
proizvodnjom do tada. Danas se slanutak uzgaja u oko 80 zemalja. Indija se mozZe izdvojiti
kao primarni proizvodac jer proizvodi dvije trecine svjetskih usjeva, a kao sekundarni
proizvodac isti¢e se Pakistan (Godini¢, 2020).

Proizvodnja slanutka u Hrvatskoj najvise je razvijena u primorskim krajevima, na podrucju
Istre i Dalmacije radi velike otpornosti na susu. Slanutak se moze uzgajati kao ratarska
kultura i tada se koristi sitnozrni tip (De