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Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Darije Godini¢, naslova

BIORAZNOLIKOST | ZNACAJ KVRZICNIH BAKTERIJA KOJE NODULIRAJU SLANUTAK, LECU |
LUPINE

Ocuvanje mikrobne raznolikosti tla i iskoristavanje korisnih mikrobioloskih procesa postaje
vrlo znacajno u novim konceptima razvoja poljoprivrede. Mahunarke se uzgajaju prvenstveno
zbog sjemena i vrlo su znacajne u prehrani zbog visokog sadrZaja proteina. lznimno je vazna i
njihova uloga kao krmnih kultura te primjena u zelenoj gnojidbi. Za agroekosustave vrlo je
znacajna simbioza rizobija i mahunarki. Rizobije su skupina bakterija tla koje noduliraju
mahunarke i uspostavljaju simbiozni odnos u kojemu se odvija fiksacija atmosferskog dusika.
U cilju iskoriStavanja simbiozne fiksacije dusika, provodi se inokulacija sjemena mahunarki
¢ime se smanjuje potreba za primjenom mineralnih gnojiva. U novije vrijeme, otkrivene su
nove vrste rizobija Sto je dovelo do znacdajnih promjena u taksonomiji i novih mogucénosti
njihove primjene. Za uspjeh inokulacije vaino je izabrati sojeve koji moraju biti visoko
ucinkoviti, kompatibilni sa odredenim sortama mahunarki, adaptirani na nepovoljne uvjete
stanista i kompetitivni sa autohtonim sojevima. Stoga se isti¢e vaznost selekcije sojeva rizobija
s ciljem odabira najkvalitetnijeg za inokulaciju i uzgoj odredene mahunarke sa svrhom

povecanja prinosa i kvalitete proizvoda te veceg iskoriStavanja procesa fiksacije dusika.

Kljucne rijeci:
bioloska fiksacija dusika, mahunarke, rizobije, Lupinus spp., Lens culinaris Medik. subsp.
culinaris., Cicer arietinum L.



Summary

Of the master’s thesis — student Darija Godini¢, entitled

BIODIVERSITY AND SIGNIFICANCE OF RHIZOBIA NODULATING CHICKPEA, LENTIL AND
LUPIN

Preservation of soil microbial diversity and utilization of beneficial microbiological processes
is becoming crucial in new concepts of agricultural development. Legumes are grown primarily
for their seeds and are essential in the human diet due to their high protein content. Their
role as forage crops as well as green manure is also very important. The symbiosis of rhizobia
and legumes is of great significance for agroecosystems. Rhizobia are a group of soil bacteria
that nodulate legumes and establish a symbiotic relationship in which fixation of atmospheric
nitrogen takes place. In order to utilize symbiotic nitrogen fixation, inoculation of legume
seeds is performed thus reducing the need for the application of mineral fertilizers. More
recently, new species of rhizobia have been discovered which has led to significant changes in
taxonomy and new possibilities for their application. For the success of inoculation, it is
necessary to choose strains that must be highly efficient, compatible with certain varieties of
legumes, adapted to adverse environmental conditions and competitive with indigenous
strains. Therefore, the importance of rhizobial selection is emphasized with the aim of
choosing the highest quality strain for inoculation and cultivation of a specific legume in order

to increase yield and product quality and allow greater use of nitrogen fixation process.

Keywords:
biological nitrogen fixation, legumes, rhizobia, Lupinus spp., Lens culinaris Medik. subsp.
culinaris, Cicer arietinum L.



1. UVOD

Mahunarke su skupina biljaka koja pripada razdjelu Magnoliophyta, razredu
Magnoliopsidae i redu Fabales te porodici Fabaceae (Cardoso i sur. 2013.). Rasprostranjene su
od tropskih podruéja do subpolarnih zona. Veéina vrsta su zeljaste, jednogodisnje i
visSegodisnje biljke, ali ima i drveda i grmova. Veliki je broj vrsta koje se uzgajaju za ljudsku i
sto¢nu hranu kao $to su leca, slanutak, grah, bob odnosno lupina, a odlika im je visok sadrzaj
proteina. Za ljudsku prehranu koriste se kao zrele ili nezrele sjemenke. U mnogim zemljama
one su glavniizvor proteina i nadopuna Zitaricama. Unatoc povoljnim agroekoloskim uvjetima,
uzgoj leée, slanutka i lupine u Republici Hrvatskoj je zanemaren i u padu.

Za poljoprivrednu proizvodnju vrlo je znacajna simbioza kvrZzi¢nih bakterija i
mahunarki. Mahunarke mogu zadovoljiti velik dio svojih potreba za dusSikom na ekoloski
prihvatljiv nacin simbioznom fiksacijom dusika. KvrZicne bakterije imaju jedinstvenu
sposobnost tvorbe kvrzica na korijenu mahunarki u kojima pomoc¢u enzima nitrogenaze
pretvaraju inertni atmosferski dusik u biljkama pristupacan amonijacni oblik.

Dusik je vazan segment rasta i razvoja biljaka Ciji nedostatak u tlu je ¢esto limitirajuci
faktor u biljnoj proizvodniji. Sposobnost mahunarki da s rizobijama fiksiraju elementarni dusik
iz atmosfere ima veliku energetsku, ekoloSku i ekonomsku vaznost. Proizvodnja visoko
kvalitetne, proteinima bogate hrane uglavnom ovisi o dostupnom dusiku. Da bi se postigla
simbioza korijena mahunarke i kvrziéne bakterije potrebno je provesti inokulaciju sjemena.
Vrlo bitno je prilagoditi soj bakterija kulturi koju se inokulira. Inokulacijom se bakterije fiksatori
dusika nanose na sjeme ili u tlo te tako svaka pojedina biljka nakon $to razvije korijen dolazi u
kontakt s kvrzicnim bakterijama koje nastanjuju korijen mahunarke. Na taj nacin, bakterije
dobivaju hranu od biljke, a biljci pruzaju dusik koji fiksiraju iz atmosfere. Fiksirani dusik
obogacuje tlo te je dostupan i narednim usjevima.

Brojne vrste rizobija mogu tvoriti simbiozne odnose s le¢om, slanutkom i lupinama i u
tlu su Cesto prisutni kompetitivni autohtoni sojevi tih bakterija koji su dobro prilagodeni na
nepovoljne uvjete tla stoga je vaino odabrati visoko ucinkovite sojeve koji su kompetitivni i
otporni na razne nepovoljne uvjete u tlu.

Osim Sto mahunarke unose dusik u tlo, prorahljuju tlo i popravljaju njegove fizikalne,
kemijske i bioloske karakteristike. Neke mahunarke suzbijaju korove te umanjuju moguénost

stvaranja bolesti i razvoj Stetnika na drugim kulturama.



Osigurati hranu za rastuce stanovnistvo bez Stetnih utjecaja na okolis, jedan je od
najvecih problema danasnjice. Da bi prehranili stanovnistvo, veliki udio proizvodaca poseze za
neprihvatljivom primjenom velikih koli¢ina gnojiva i pesticida na poljoprivrednim povrSinama
kako bi postigli visoke prinose. Takvim postupcima se degradira kvaliteta tla, a posljedi¢no i
postojanje bioloskog svijeta (mikroorganizama) u tlu. Jedan od odgovora na problem
nedovoljne proizvodnje dovoljne koli¢ine hrane i zastite prirodnih resursa je u nacelima
odrzive poljoprivrede. Odrziva poljoprivreda je razvojni sustav proizvodnje koji kombinira
ekoloske i ekonomske elemente proizvodnje kao i ljudsku brigu za zdravljem (RedZepovic i sur.
2007.).

Nacela odrzive poljoprivrede su ponajprije iskoriStavanje korisnih mikrobioloskoh
procesa, bioloska zastita biljaka, obnova tla, koriStenje prirodnih neprijatelja u zastiti bilja kao
i primjena nusprodukata poljoprivrede i drugih djelatnosti. U odrzivoj poljoprivredi ogranic¢ena
je primjena sredstava za zastitu bilja i mineralnih gnojiva i svih zahvata obrade koji degradiraju
tlo i oneciséuju okolis stitedi tako biolosku raznolikost i integritet ljudi i drugih organizama koji
tamo Zive.

U sklopu odrzive poljoprivrede posebnu bi ulogu trebali imati leguminozni usjevi, bilo
da se usijavaju u okopavinske usjeve bilo da se siju kao pokrovni usjev ili kao Zivi mal¢ (Butorac
1999.). Na taj nacin se osiguravaju dodatne koli¢ine bioloski vezanog dusika i smanjuje se
opasnost od njegovog Stetnog utjecaja na podzemnu vodu u obliku nitrata. Istodobno se

smanjuje i opasnost od erozije.

1.1. CIU RADA

Glavni cilj ovog rada je prikazati ulogu simbioznih asocijacija kvrzi¢nih bakterija i nekih
mahunarki kako bi se iskoristavanjem bioraznolikosti i korisnih mikrobioloskih procesa

osigurala proizvodnja usjeva bogatih proteinima i zastitili prirodni resursi.



2. BIOLOSKA FIKSACIJA DUSIKA

Bioloska fiksacija dusika (BNF) je proces u kojem neki mikroorganizmi usvajaju
elementarni dusik iz atmosfere te ga preko enzima nitrogenaze reduciraju do amonijaka koji
se onda koristi za sintezu proteina. Iza fotosinteze, drugi je po vaznosti kao bioloski proces na
Zemlji (Rascio i La Rocca 2013.).

U procesu fiksacije dusika enzim nitrogenaza ima glavnu ulogu jer omogudéuje redukciju
atmosferskog dusika u amonijak koji je bioloski iskoristiv (Dean i sur. 1993.). Prije industrijske
revolucije, bioloska fiksacija dusika bila je dominantan izvor reaktivnog dusika u biosferi. U
novije vrijeme, ljudska aktivnost znatno je povecala stvaranje reaktivnog dusika, ponajvise
sintezom mineralnih dusi¢nih gnojiva i uzgojem kultura koje podrzavaju BNF, a takoder i
nenamjernim sagorijevanjem fosilnih goriva (Galloway i sur. 2008.).

Bioloska fiksacija dusika dijeli se na asimbioznu u kojoj mikroorganizmi Zive slobodno
u tlu i vodama, asocijativnu u kojoj Zive na povrsini korijena i simbioznu gdje Zive u zajednici s
odredenim biljkama. Organizmi koji mogu fiksirati atmosferski dusik pripadaju skupini
prokariota i nazivaju se diazotrofi. Asimbiozni fiksatori dusik fiksiraju u slobodnozivuéem
stanju, dok ga ostali fiksiraju tvoreéi asocijativne ili simbiozne odnose sa raznim biljkama.

Dusik (N) je sastavni element mnogih esencijalnih tvari biljnog metabolizma poput
aminokiselina, proteina, nukleinskih kiselina, klorofila. U prirodi, najveée koli¢ine dusika nalaze
se u atmosferi u molekularnom obliku Ny, ali s obzirom da biljke dusik mogu usvajati u samo
dva oblika, amonijaénom i nitratnom, sav dusik iz atmosfere nisu u moguénosti iskoristiti.
Njegov nedostatak uzrokuje usporen rast cijele biljke i kloroze, a visSak uzrokuje tvorbu velike
lisne mase, biljke su krhke i neotporne na bolesti, Cuvanje i okus povréa su losi zbog smanjene
sinteze Secera (LeSi¢ i sur. 2004.). Ulazak organskog dusika u lance hrane prirodnih ekosustava
u osnovi je posljedica aktivnosti fotoautotrofnih organizama (cijanobakterija, alga i kopnenih
biljaka). Ti primarni proizvodaci preuzimaju dusik iz okolisa uglavnom kao nitrat, reduciraju ga
u amonijak, a zatim amonijak asimiliraju u organske spojeve kako bi tvorili aminokiseline
(Stacey 2007.).

Medutim, ovaj postupak asimilacijske redukcije nitrata nije jedina promjena kroz koju
prolazi dusik. Dusik u biosferi prolazi kroz mnoge oblike, u rasponu od reduciranog, NHs; (ili

NHs*), do najoksidiranijeg NO3™ u biogeokemijskom ciklusu.



Mineralizacija dusika je pretvaranje organskog dusika u anorganski dusik.
Amonifikacija je pretvorba organskog dusika u amonijak, a u tlu se amonijak brzo oksidira u
nitrate pod djelovanjem nitrifikatora. Amonifikaciju provode saprofitne bakterije i gljive koje
odvajaju NHs od organskih dusi¢nih spojeva i otpustaju ovaj reducirani oblik anorganskog
dusika u okolis. Nitrifikacija je oksidacija amonijaka preko nitrita do nitrata, a odvija se posvuda
u tlu. Provode ju pretezno kemoautotrofne bakterije koje crpe energiju iz oksidacije amonijaka
u nitrite (npr. Nitrosomonas spp.) i od nitrita do nitrata (npr. Nitrobacter spp.). Konacni
produkt nitrifikacije je nitrat, visoko mobilan anion u tlu koji se lako ispire u podzemne vode.
Ciklus se zatvara asimilacijom amonijaka u aminokiseline koja dovodi do oporavka organskog
dusika (Rascio i La Rocca 2013.).

Bez obzira na to, postoje i bioloski putevi nepovratnog gubitka dusika. Jedan od njih
provode fakultativne anaerobne bakterije. Ti mikroorganizmi (npr. Pseudomonas spp. i
Alcaligenes spp.) dovode do procesa disimilacijske redukcije nitrata koji se naziva
denitrifikacija. U anoksi¢nim uvjetima aktiviraju anaerobno disanje koristeci nitratne i druge
oksidirane oblike dusika umjesto kisika kao zavrSne akceptore elektrona u respiratornom
lancu. To dovodi do nastanka plinovitih oblika duSika (N2O ili N2) koji se gube u atmosferi.

Jo$ jedan Siroko rasprostranjen postupak koji u znatnoj mjeri doprinosi gubitku
fiksiranog dusika kao Nz u razlic¢itim prirodnim okruzenjima otkriven je nedavno. Ovaj postupak
se naziva anaerobna amonijeva oksidacija (anammox) koju provode kemoautotrofne
,anammox”“) bakterije, poput Brocadia anammoksidans i Scalindua spp. koje dobivaju
energiju za rast iz oksidacije NHs* u N2 u potpunoj odsutnosti kisika koristeci nitrite kao

akceptore elektrona.
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Slika 2.1. Pojednostavljena shema dusi¢nog ciklusa koja pokazuje korake koje provode Zivi
organizmi: (1) amonifikacija; (2,3) nitrifikacija; (4, 5) asimilacijsko smanjenje nitrata; (6)
asimilacija amonijaka; (7) denitrifikacija i (8) fiksacija dusika.

Izvor: Rascio i La Rocca (2013.)

U prirodnim ekosustavima dolazi do obnavljanja dusika, potrebnog za zadovoljavanje
prehrambenih potreba organizama kroz biolosku fiksaciju dusika. Ovaj je proces od vitalne
vaznosti zbog redukcije molekularnog dusika (N2) do amonijaka (NHs), ¢ime se ekosustavima
Zemlje osigurava oko 200 milijuna tona N godisnje (Rascio i La Rocca 2013.). Procijenjeno je
da 80 do 90 % dusika koji je dostupan biljkama u prirodnim ekosustavima potjece od bioloske
fiksacije dusika.

Dusik ¢ini gotovo 80 % atmosfere, ali biljkama je metabolicki nepristupacan zbog
izuzetne stabilnosti trostruke kovalentne veze. Sposobnost kataliziranja enzimske redukcije N2
u NHs ogranicena je na neke prokariote koji su definirani kao mikroorganizmi koji fiksiraju
dusik ili dijazotrofni mikroorganizmi koji su Siroko rasprostranjeni u svim ekosustavima kao
slobodnoZivudi organizmi ili u simbiozi s mahunarkama. Ti prokarioti koji fiksiraju N2 mogu biti
anaerobni, fakultativni aerobi, aerobni ili fotosintetski organizmi. Svi provode redukciju Nz
enzimatskim kompleksom nazvanim nitrogenaza. Kompleks nitrogenaze sastoji se od dva
razlicita enzima: dinitrogenaza reduktaza i dinitrogenaza. (lgarashi i Seefeldt 2003.).
Dinitrogenaza reduktaza je homodimerni (a2) Fe-protein od oko 70 kilodaltona(kDa) s 4Fe-4S
klasterom, koji veze adenozin-trifosfat (ATP) i prenosi elektrone u dinitrogenazu. Potonji
enzim je tetramerni (a2b2) FeMo protein od oko 220 kDa. Sadrzi dva Mo — Fe — S klastera i
promjenjivi broj Fe — S klastera i veZe N,. Oba enzima su vrlo osjetljivi na kisik, koji ih brzo

inaktivira (Dixon i Wheeler 1986.).



Prema Newton (2007.) molibden nitrogenaza je dugo proucavan enzimski kompleks
koji se nalazi u svim dijazotrofima. Medutim, ostale dvije alternativne nitrogenaze
identificirane su u nekim slobodnozivu¢im bakterijama koje pripadaju rodovima Azotobacter i
Rhodopseudomonas i u nekim cijanobakterijama. Ovi osebujni dijazotrofni organizmi mogu
sintetizirati, osim Mo-Fe-nitrogenaze, vanadij-nitrogenazu (V-Nz.aza) i nitrogenazu koja
zahtijeva samo Fe (Fe-Nz-aze).

Alternativne nitrogenaze mogu sluziti kao zamjenski putevi za fiksaciju dusika u
uvjetima nedostatka molibdena. One su strukturno sliéne Mo-N;-azi i djeluju i na isti nacin te
imaju iste zahtjeve za aktivnost i reaktivni su na isti raspon supstrata (Stacey 2007.)

U redukciji dusika koju provodi Mo-N-aza, koja se takoder naziva i konvencionalna
nitrogenaza, oksidirana dinitrogenaza reduktaza prihvaca elektron od davatelja (reducirani
feredoksin ili reducirani flavodoksin) i veZze dvije molekule ATP-a.

Konaéno, FeMo protein vrsi prijenos elektrona (i protona) na vezno N, mjesto na MoFe

kofaktoru (Rascio i La Rocca 2013.).

2.1. SIMBIOZNA FIKSACIJA DUSIKA

Simbiozni odnos bakterija i biljaka je glavni nacin na koji dusik dospjeva u zemljinu
biosferu. Provode ga aktinomicete roda Frankia, a fiksiraju dusik u kvrzicama na korjenju ne-
leguminoznih biljaka, zatim neke cijanobakterije s biljkama iz roda Azolla, a najpoznatiji
simbiozni odnos je izmedu rizobija i mahunarki. Najznacajniji tip simbiotske fiksacije dusika za
poljoprivredna tla je simbioza bakterija iz rodova Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium,
Azorhizobium i Mesorhizobium s ve¢inom biljaka iz porodice mahunarki.

Simbioza se temelji na obostranoj koristi partnera u kojoj mahunarke opskrbljuju
bakterije ugljikom odnosno energijom koja im je potrebna za odvijanje procesa fiksacije, dok
mahunarke dobivaju dusik koji je reduciran do amonijskog oblika (Sulieman i Phan Tran 2014.).
Simbioza je rezultat molekularnog dijaloga izmedu biljnog domadina i simbionta (Keller i sur.
2017.).

Medusobna interakcija rizobija i mahunarki zapocinje razmjenom signala i

prepoznavanjem simbiotskih partnera, nakon Cega slijedi pri¢vrséivanje rizobije na korijenove



dlacice. Preko svog korijena, biljke otpustaju u rizosferu flavonoide. Kao reakcija na biljne
flavonoide, kod mikrosimbionta (rizobija) dolazi do produkcije i aktivacije signalnih molekula -
Nod faktora. Prepoznavanjem Nod faktora od strane biljke dolazi do deformacije korjenovih
dlacica, a bakterije napadaju biljku novoformiranom infekcijskom niti koja raste kroz nju.
Istodobno, kortikalne stanice se mitotic¢ki aktiviraju, stvarajuci primordijalnu kvrZicu.
Infekcijske niti rastu prema primordijalnoj kvrZici, a bakterije se zatim otpustaju u citoplazmu
stanica domadina, okruzenu biljnom peribakteroidnom membranom (PBM). Nakon toga
primordijalna kvrZica se razvija u zrelu kvrZicu, dok se bakterije diferenciraju u svoj
endosimbiotski oblik koji je poznat i pod nazivom bakteroid. Bakterioidi zajedno s okolnim
PBM-om nazivaju se simbiozom. U ovoj fazi bakterije sintetiziraju nitrogenazu koja katalizira
redukciju dusika. Produkt fiksacije dusSika, amonijak, tada se transportira u biljku (van Kammen
1984.).

Zahvaljujuéi ovom procesu mogude je uzgajati brojne mahunarke poput lupina, graha,
lece, boba, graska, slanutka i soje diljem svijeta ¢ak i na tlima koja su iscrpljena i siromasna

dusikom.

2.1.1. ZNACAJ BIOLOSKE FIKSACIJE DUSIKA

Dusik je vazan element svih Zivih organizama, a opskrba dusikom je presudna za
ekologiju i biogeokemiju kopnenih i vodenih ekosustava. Dostupnost bioloSkog dusika u
ekosustavima ogranicava niz fizikalnih procesa kao Sto su otopljeni nitrati koji se otpustaju iz
otpadnih voda te bioloskih kao Sto su denitrifikacija i anamoks. Bioloska fiksacija dusika je
proces koji pruza najveéi izvor dusika u prirodnom okruzenju radi nadoknade njegovih
gubitaka. Medutim, koli¢ine vezanog dusika uvelike variraju u razli¢itim ekosustavima (Rascio
i La Rocca 2013.). BioloSkom fiksacijom dusika biljke direktno iskoriStavaju dusik.

Degradacija tla rezultat je niza procesa od kojih je najocitija i najostrija erozija tla zato
Sto rezultira gubitkom samog tla. Tijekom erozije gornji sloj tla se uklanja Sto dovodi do gubitka
organske tvari i mnogih hranjivih tvari. Erodirano tlo se gubi i istodobno se smanjenjuju
koncentracije preostalih hranjivih sastojaka u tlu. Cak i tamo gdje erozija tla nije veliki problem,
postoji kontinuirani gubitak hranjivih tvari iz poljoprivrednih tala zbog uklanjanja usjeva,

ispiranja, a posebno su znacajni gubici dusika u plinovitom obliku. Gubici dusika se mogu
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uravnoteziti i s dodatkom dusi¢nih gnojiva i bioloskom fiksacijom dusika.

Degradacija tla moZe se dogoditi i kao rezultat onecis¢enja. Posebno treba uzeti u obzir
fiksaciju N, tamo gdje je tlo zagadeno teSkim metalima. U koncentracijama premalim da
uzrokuju fitotoksicne ucinke, dugotrajno onecis¢enje tla teSkim metalima rezultira
izumiranjem asimbioznih i simbioznih fiksatora dusika (Brookes i sur. 1986.; Lorenz i sur.
1992.) sto moZe dovesti do kompletnog prestanka fiksacije.

Uloga BNF-a u zadovoljenju buduéih prehrambenih potreba rastu¢eg stanovnistva vrlo
je vazna. Odrzivost poljoprivredne proizvodnje je predmet mnogobrojnih istrazivanja i politike
u posljednjem desetljeéu, ali s razli¢itim interpretacijama o tome $to se smatra odrzivim.
Proizvodnja mora biti prihvatljiva i mora se povedati u mnogim podrucjima kako bi se
zadovoljile potrebe sve vece populacije.

BNF smanjuje oneciséenje podzemnih voda do kojih dolazi zbog prekomjernog
koriStenja mineralnih dusi¢nih gnojiva stoga je ovaj proces od velike ekoloSke vaznosti. Biljke
mogu apsorbirati samo mali dio dusi¢nih gnojiva, a Jensen i sur. (2012.) procjenjuju da se ¢ak
30-50 % gubi iz tla u podzemne vode uzrokujuéi globalno oneciséenje. U procesu denitrifikacije
viSak dusika u tlu razlazu mikroorganizmi kojim nastaje N;O. IskoriStavanje procesa simbiozne
fiksacije duSika pridonosi ocuvanju kvalitete tla te smanjenju emisije staklenickih plinova.

Da bi se proizvelo mineralno dusi¢no gnojivo potrebno je iskoristavanje neobnovljivih
fosilnih izvora Cije se zalihe svakodnevno smanjuju, a istovremeno potreba za njima raste.
Spaljevanjem fosilnih goriva emitiraju se staklenicki plinovi. Stoga se moZe govoriti i o
ekoloSkom i o energetskom znacaju simbiozne fiksacije dusika jer ovaj proces koristi sunéevu

energiju za konverziju dusika u amonijak.

2.1.2. FIKSATORI DUSIKA

Najpoznatiji simbiozni odnos je onaj izmedu rizobija i mahunarki koji ima i najveéu
vaznost u poljoprivrednoj proizvodniji. Veéina vrsta mahunarki moze fiksirati atmosferski dusik
(N2) putem simbiotskih bakterija (rizobija) u korijenovim kvrzicama. Jedna od najbolje
proucenih interakcija biljaka i mikroorganizama je simbioza izmedu rizobija i mahunarki, poput
soje, slanutka, lece, graska, graha, lucerne i djeteline (Poole i sur. 2018.). Rizobije (gr¢. rhiza-

korijen, bios- Zivot, tj. Zivot na korijenu) su gram negativne Stapicaste bakterije koje ne mogu
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samostalno fiksirati dusik. To su pokretljive, brzorastuce bakterije koje Zive slobodno u tlu.
Njihovo generacijsko vrijeme je od 2 do 4 sata, a na povrsini agara stvaraju velike kolonije
promjera 2-4 mm nakon tri do pet dana uzgoja u laboratoriju (Saharan i Nehra 2011.). Rizobija
mora preZivjeti Cesto teSke uvjete u tlu i natjecati se s autohtonom mikrobiotom prije
uspostavljanja simbioze (Poole i sur. 2018.). Mogu Zivjeti potpuno slobodno u tlu kao saprofiti,
no tada su zastupljeni u mnogo manjem broju nego u rizosferi biljaka. Na korijenu biljaka Zive
kao endofiti. Tipska vrsta roda je R. leguminosarum (Frank 1889.). Rod Rhizobium sadrii vise
od 70 vrsta, a one ukljuéuju sojeve koji na korijenu induciraju kvrZice u kojima moZe i ne mora
dodi do simbiozne fiksacije dusika.

Do danas je opisano vise od 130 vrsta rizobija koje su razvrstane u 15 rodova. Do naglog
porasta broja novootkrivenih vrsta doslo je zbog sve veéeg broja istrazivanja mikrosimbionata
nekih egzoti¢nih vrsta mahunarki. Zbog velikog napretka u metodama cesto dolazi do
reklasifikacija, reorganizacija unutar rodova i porodica te promjena kriterija za opisivanje
pojedinih taksonomskih jedinica (Rajnovi¢ 2017.).

Taksonomija rizobija zapocela je 1888. godine kada je Martinus Willem Beijerinck
izolirao bakterije iz kvrzica na korijenu graska i utvrdio da su one odgovorne za proces fiksacije
dusika. Te je bakterije nazvao Bacillus radicicola (Beijerinck 1888.). Kasnije je Frank promijenio
ime u Rhizobium s izvorno samo jednom vrstom, R. leguminosarum (Frank 1889.) nakon c¢ega
su sve otkrivene vrste koje noduliraju biljke pripadale rodu Rhizobium. Poéetkom 20. stoljeéa,
klasifikacija rizobija se temeljila na vrsti mahunarki koje mogu nodulirati. Wilson je predlozio
da se ovakav pristup napusti jer su pronadene brojne vrste koje mogu nodulirati biljke izvan
ovako definiranih skupina (Wilson 1944.). Zatim slijedi podjela rizobija na temelju brzine
njihova rasta na hranjivom mediju u dvije skupine: brzorastuée (Rhizobium) i spororastuce
(Bradyrhizobium) (Jordan 1984.).

Woese je svrstao bakterije koje noduliraju mahunarke u razred alfaproteobakterija na
temelju analize sekvenci 16S rRNA gena Cime je zapoceo veliku promjenu u taksonomiji
rizobija (Woese i sur. 1984.). Od tada je sekvenciranje ovih gena postalo osnovna metoda koja
je omogudila identifikaciju brojnih novih vrsta i rodova, ali i dovela do nekoliko znacajnih
promjena u klasifikaciji rizobija. Prva vrsta u Cijem je opisu koristeno sekvenciranje 16S rRNA
gena je Rhizobium tropici (Martinez-Romero i sur. 1991.).

Godine 1992. izolirano je Sest bakterija iz kvrzica mahunarke Neptunia natans. 1zolati

su bili fenotipski i genotipski razliCiti od do tada poznatih vrsta te su svrstani u novi rod
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Allorhizobium (De Lajudie i sur. 1992.). Jarvis i sur. (1997.) opisali su rod Mesorhizobium i
utvrdili da vrste Rhizobium loti, Rhizobium ciceri i Rhizobium meditteraneum pripadaju ovom
rodu. Druge dvije vrste iz roda Rhizobium (Rhizobium fredii i Rhizobium meliloti) reklasificirane
su u rod Sinorhizobium koji je kasnije preimenovan u Ensifer.

Tijekom istraZzivanja raznolikosti rizobija doslo je do brojnih promjena u njihovoj
taksonomiji, a ni danas njihova taksonomija nije jednoznacno prihvaéena. Pod pojmom
rizobija neki znanstvenici i dalje smatraju sve bakterije koje mogu nodulirati biljke, drugi ih
dijele na ,stare, klasi¢ne” i ,nove” rizobije (Peix i sur. 2015.). U ,stare” rizobije ubrajaju se
vrste rodova Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Ensifer (Sinorhizobium),
Mesorhizobium, Neorhizobium, Pararhizobium i Rhizobium. Nedavno su opisana dva nova
roda Neorhizobium (Mousavi i sur. 2014.) i Pararhizobium (Mousavi i sur. 2015.). Ovi rodovi
pripadaju porodici Rhizobiaceae, redu Rhizobiales, razredu alfaproteobakterija

»Novim“ rizobijama nazivaju se atipi¢ne bakterije koje mogu nodulirati biljke (Peix i
sur. 2015.). One pripadaju alfaproteobakterijama, ali porodicama koje ne ukljucuju klasi¢ne
rodove rizobija. Mahunarke mogu nodulirati i vrste iz razreda betaproteobakterija. Moulin i
sur. (2001.) su izolirali iz kvrzica Mimosa spp. vrste roda Burkholderia. Pripadaju
alfaproteobakterijama, ali porodicama koje ne ukljucuju stare rodove rizobija. Lemaire i sur.
(2015.) su utvrdili da su betaproteobakterije rasprostranjene u kvrzicama nekoliko redova
mahunarki. ,Nove” rizobije ukljuéuju rodove Aminobacter, Devosia, Methylobacterium,
Microvirga, Ochrobactrum, Phyllobacterium i Shinella iz razreda alfaproteobacteria i rodove
Paraburkholderia (prije Burkholderia) i Cupriavidus iz razreda betaproteobakteria
(www.ncbi.nlm.nih.gov).

Simbiozni geni poput nodA, nifH ili nodC koje nazivamo pomoc¢ni (engl. auxiliary,
accessory) su vrlo korisni u proucavanju biogeografije izolata te su osnova za definiranje
simbioznih biovarijeteta. Biovarijeteti su grupe sojeva unutar iste vrste koji mogu uspostaviti
simbiozu s odredenom mahunarkom. Jordan (1984.) je ovakve grupe nazvao , biovar” uocivsi
da se nodulacijski plazmidi mogu prenositi izmedu sojeva. Definirao je biovare viciae, trifolii i
phaseoli unutar vrste R. legquminosarum prema biljkama koje mogu nodulirati. Vinuesa i sur.
(2005.) su opisali prvi biovar iz roda Bradyrhizobium, vrste Bradyrhizobium japonicum. Rogel i
sur. (2011.) su predlozili termin ,simbiovar” koje je i prihvaéen te zamjenjuje dotadasnji

,biovar”.
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Neke znacajne vrste iz roda Rhizobium su R. leguminosarum koji ima 3 simbiovara R.
leguminosarum sv. viciae, sv. trifolii i sv. phaseoli, R. etli, R. tropici, R. galegae, R. lupini, R.
phaseoli, R. fabae, R. pisi.

Vecina rizobija ima uzak raspon domacina na primjer, Rhizobium leguminosarum sv.
trifolii nodulira samo djetelinsku rod Trifolium.

Bioloska N fiksacija odrazava aktivnost filogenetski raznolikog popisa bakterija.
Genetske i molekularne tehnike sada pruzaju efikasna sredstva za identifikaciju organizama
koji fiksiraju dusik, a primjena ovih tehnika u razli¢itim okruZenjima proSsirile su znatno nase
razumijevanje tih organizama.

U proslosti se vecina evaluacije BNF-a smatrala rizobijalnim i aktinoriznim simbiozama.
Novija istrazivanja pokazala su da postoji mnostvo mikroorganizama koji su sposobni za BNF,
ukljuujuéi arheje, kao i mnoge prethodno neotkrivene bakterije (Reed 2011.) Cak je i za
najpoznatiju simbiozu izmedu mahunarki i rizobija otkriveno da je mnogo raznovrsnija i
kompleksnija nego Sto se prije mislilo. S novim otkricima u rasponu od dodatnih
mikrobioloskih partnera koji noduliraju mahunarke i uc¢inkovito fiksiraju N2 (Gyaneshwar i sur.
2011.) do raznolikih puteva kojim se noduliraju i inficiraju (Sprent 2007.)

Vitousek i sur. (2013.) isticu kako je nasa povedana sposobnost identificiranja
organizama koji vrSe BNF nadmasila je naSe razumijevanje nacina reguliranja BNF-a u tim
razli¢itim organizmima. Okolisni i fizioloski uvjeti koji mogu ograniciti BNF su niska razina
raspolozive energije, visoka razinu O, na mjestu fiksacije, visoka razina reaktivnhog N u
okruzenju i niska dostupnost drugih resursa, a posebno fosfora (P), Zeljeza (Fe), kalija (K) i

molibdena (Mo).

2.2. PREDSJETVENA BAKTERIZACJA MAHUNARKI

Proces primjene cjepiva na sjeme ili u tlo zove se inokulacija, sinonim je i bakterizacija.
Guthrie je 1896. izjavio "da ¢e se pokazati da je bakterizacija jedan od najvrednijih doprinosa
koje je znanost ikada dala prakti¢noj poljoprivredi,. Najveéi uspjeh proizasao iz znanstvenih
istrazivanja BNF-a nesumnjivo je razvoj rizobijalnih cjepiva. Upotreba cjepiva omogudila je

uspjesno uvodenje mahunarki u nove sustave uzgoja gdje kompatibilnih rizobija nije bilo
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prisutno u tlu. Primjeri uklju¢uju unosenje soje u SAD-u i Brazilu. Unato¢ dugogodisnjim
istrazivanjima bakterizacije, jedini primjer gdje se Siroko prihvaca bakterizacija rizobija je na
soji (Giller i Cadisch 1995.).

Rani pokusaji bakterizacije bili su osnovni, poput premjestanja tla s polja dobro
noduliranih mahunarki na polja bez mahunarki (Fred i sur. 1932.). Bakterizacija sjemena
mahunarki koristenjem Cistih kultura rizobija pocela se provoditi u Europi 1880-ih nakon
revolucionarnog rada Hellriegela i Beijerincka (Perret i sur. 2000.). Beijerinck je prvo izolirao i
uzgajao Ciste kulture rizobija i koristio ih za infekciju mahunarki koje su rasle u sterilnom tlu.
U roku od nekoliko godina, kulture rizobija bile su dostupne na europskim trziStima da bi
poljoprivrednici mogli inokulirati ¢itav niz vrsta (Guthrie 1896.). Zagovaralo se cijepljenje i
sjemena i tla. Od tog vremena, proizvodnja i distribucija cjepiva postala je ustaljena praksa u
mnogim zemljama. Herridge (2008.). navodi kako se misljenja razlikuju o trenutnoj kolicini
cjepiva koje koriste poljoprivrednici. Singleton i sur. (1997.) navode da svjetska proizvodnja
cjepiva na bazi treseta iznosi oko 2000 tona godisnje, $to je dovoljno za 20 milijuna hektara tla
gdje su zasijane mahunarke, dok je Phillips (2004.) izradunao da povrsSina inokuliranih
mahunarki svake godine iznosi 44 milijuna ha ili 25 % povrsina zasijanih mahunarkama.

Primjenom bakterizacije sjemena na mahunarkama utjece se na povecanje prinosa i
mase bez dodavanja znacajnih kolic¢ina dusi¢nih gnojiva. Kod poljoprivrednih proizvodaca to je
veoma pozitivno jer ne moraju dodatno ulagati, a time se pojeftinjuje i proizvodnja.

Cjepivo bi trebao sadrzavati samo bakterije koje mogu stvarati kvrzice i fiksirati velike
koli¢ine dusika da bi bilo efikasno. Treba sadrzavati samo jedan soj rizobija ili njih nekoliko
(FAO 1984.). Danasnja cjepiva sadrze visoke selekcionirane i kvalitetne sojeve kvrzi¢nih
bakterija kojima se fiksira velika koli¢ina dusika. Za visoki prinos mahunarki, nedostatak dusika
je vrlo ¢esto ogranic¢avajuéi faktor, sama bakterizacija ga sprjeava ¢ime se smanjuje i unos
mineralnog dusi¢nog gnojiva. Time se otklanja i rizik da ¢e koli¢ina fiksiranog dusika biti
premala ili da ¢e sama fiksacija izostati.

Cjepiva se danas nasSiroko koriste u raznim dijelovima svijeta. Jeftina su, prihvatljiva za
okoli$ i jednostavna za upotrebu bez nuspojava u vecini slu¢ajeva. Tamo gdje tla ne sadrze
specificnu rizobiju potrebnu za uspostavljanje ucinkovite simbioze, bakterizacija je nuzna zbog
osiguravanja da su u rizosferi biljke dostupne velike i u¢inkovite populacije rizobija (Beck i Duc

1991.).
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Postoje dva nacina aplikacije cjepiva. NajceS¢e se upotrebljavaju cjepiva koja se
apliciraju na sjeme zbog lake aplikacije i ucinkovitosti. Aplikaciju cjepiva direktno u tlu
potrebno je uciniti kad se sjeme mahunarki sije u toplo, suho i kiselo tlo te pri drugim
nepovoljnim uvjetima.

Koriste se razlicite formulacije cjepiva: praskasti, granulirani, tekuci, prethodno
inokulirano sjeme i liofilizirani pripravci. U nasoj zemlji postupak bakterizacije najcesce se
upotrebljava prije sjetve primjenom praskastog cjepiva izravno na sjeme (BlaZinkov i sur.
2015.). Vazno je da cjepivo koje sadrzi Zive bakterije bude ¢uvano u adekvatnim uvjetima,
zasti¢eno od sunca i topline.

Kako bi bakterizacija bila uspjesna najvaznije je odabrati kvalitetne sojeve rizobija. Cilj
selekcije rizobija je pronadi soj koji ¢e biti kompetitivniji od autohtonih sojeva iste vrste kako
bi inficirao odredenu mahunarku i stvorio dovoljan broj kvrZica te pronadi soj koji ¢e biti
otporan na nepovoljne uvjete u tlu. Poznato je da se razliCiti sojevi rizobija razlikuju po
svojstvima kao $to je simbiozna ucinkovitost, kompatibilnost s drugim rizobijama u tlu,
kompatibilnosti s biljikom domacinom i sposobnosti prilagodbe stresnim uvjetima u tlu (Sikora
i sur. 2014.). Genetska stabilnost, osobito u uvjetima stresa, bitna je za bilo koji soj koji se
preporucuje za upotrebu u komercijalnim cjepivima (Hungria i sur. 2000.).

Brojni bioticki i abioticki ¢imbenici mogu nepovoljno utjecati na bakterizaciju zbog ¢ega
moze doci do izostanka nodulacije. Bioti¢ki cimbenici podrazumijevaju prisutnost autohtonih
sojeva rizobija koji mogu biti zastupljeni u velikom broju u tlu, no neucinkoviti su, ali
kompetitivni jer su dobro prilagodeni na uvjete koji ondje prevladavaju.

Vazan abioticki faktor je optimalna temperatura. Za vecinu kvrzi¢nih bakterija optimum
se kreée u rasponu od 25 do 30 °C dok su gornje granice izmedu 32 i 47 °C. Rizobije su izloZzene
nepovoljnim temperaturama i kada Zive slobodne u tlu, ali i unutar kvrzica.

Povedan salinitet tla je jedan od glavnih abiotickih ¢imbenika koji utje¢u na uspjeh
bakterizacije i simbiozne fiksacije dusika. Visoke koncentracije soli mogu Stetno utjecati na
rizobije kao rezultat toksi¢nosti ili kao posljedica osmotskog stresa (Zahran 1999.). Sadrzaj
vode u tlu takoder je vazan abioticki ¢imbenik koji ima utjecaj na rast rizobija i simbioznu
fiksaciju dusika. U suhim tlima dolazi do slabije nodulacije mahunarki zbog smanjenja broja
rizobija, ali i zbog utjecaja takvih uvjeta na rast biljke. Susni uvjeti nepovoljno utjeu na
infekcije korijenovih dlacica i formiranje infekcijske niti Sto uzrokuje smanjenje broja kvrzica

(Graham 1981.). Nodulaciju mogu potaknuti niske koli¢ine nitrata ili amonijaka prisutnog u tlu,
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a visoke koncentracije mineralnog dusika mogu ograniciti uspjeh simbioze mahunarki i
rizobija. Dokazano je da NOs zaustavlja infekciju korijena, razvoj nodula i aktivnost nitrogenaze

(Muller i Perreira 1995.).

3. MAHUNARKE

Porodica mahunarki (Fabaceae) sastoji se od oko 19.300 vrsta unutar 750 rodova,
rasprostranjenih po cijelom svijetu, a pojavljuju se kao zeljaste i drvenaste biljne vrste (Lewis
i sur. 2005.). Mahunarke su skupina biljaka koja pripada razdjelu Magnoliophyta, razredu
Magnoliopsidae i redu Fabales te porodici Fabaceae. Trenutno je porodica mahunarki
podijeljena u tri potporodice, Caesalpinioideae, Mimosoideae i Papilionoideae (Cardoso i sur.
2013.). PredlozZena je nova klasifikacija mahunarki sa Sest potporodica na temelju sekvenci
gena plastid matK (LPWG 2017.). Sest predloZenih potporodica su Caesalpinioideae,
Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae, Duparquetioideae i Papilionoideae ( Andrews i
Andrews 2017.).

Saraf i sur. (2017.) navode da se pojedine mahunarke se uzgajaju zbog zrna, a neke se
koriste kao krmne kulture. Zrnata mahunarka koja se najvise koristi kao ratarska kulture je soja
(Glycine max L. Merr.). U ishrani ljudi i stoke uzgajaju se su grah (Phaseolus vulgaris L.), grasak
(Pisum sativum L.), bob (Vicia faba L.), slanutak (Cicer arietinum L.), le¢a (Lens culinaris
Medik.), sjekirica (Lathyrus sativus L.), lupina (Lupinus spp.) i crnookica (Vigna unguiculata L.).
Najvaznije krmne mahunarke su lucerna (Medicago sativa L.) i crvena djetelina (Trifolium
pratense L.).

Mahunarke koloniziraju puno razli¢itih ekosustava, od kisnih Suma i arkticko-alpskih
regija do pustinja (Schrire i sur. 2005.). Kako navode Lewis i sur. (2005.) tre¢a su najbrojnija
obitelj cvjetnih biljaka iza porodica Asteraceae i Orchidaceae. Uzgajaju se kao usjevi za
prehranu ljudi i Zivotinja, a upotrebljavaju se za proizvodnju papira, goriva, drva, ulja, izvor su
sirovina za proizvodnju kemikalija i lijekova te se uzgajaju kao ukrasne biljke.

Glavni su element svjetske poljoprivrede i vazan C¢imbenik u prehrani ljudi i hranidbi
Zivotinja zato Sto su glavni izvor biljnih i kompleksnih proteina. Svake godine mahunarke
doprinose poljoprivredi s 21 milijuna tona fiksiranog dusika (Herridge i sur. 2008.).

Sadrze dijetalna vlakna, malo masti, ne sadrZe zasi¢ene masti i trans masne kiseline,
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te su bez kolesterola. Vazan su ¢imbenik u prirodnom ciklusu dusika, a u poljoprivredi su
korisne zbog poboljSanja plodnosti tla vezanjem atmosferskog dusika (De Ron 2015.).
Zahvaljujuéi svojim vazinim bioloskim znadajkama, mahunarke predstavljaju najvrijednije
izvore hrane koji se konzumiraju u cijelom svijetu i osiguravaju dostupnost hrane u gotovo
svim dijelovima svijeta. Mahunarke imaju visoku hranidbenu vrijednost za ljude i Zivotinje,
nadopunjuju usjeve Zitarica kao izvor prehrambenih proteina i znatno doprinose ukupnom

unosu proteina, uglavnom u vegetarijanskoj prehrani (Shafique 2014.).

3.1. UPOTREBA MAHUNARKI

Prema prehrambenoj i poljoprivrednoj organizaciji (FAO 2015.), mahunarke (grah,
grasak, slanutak i le¢a) predstavljaju vaznu komponentu zdrave prehrane jer nude jeftiniji
alternativni izvor proteina u usporedbi s proteinima Zivotinjskog podrijetla.

Uz velika hranjiva svojstva, njihovu raznolikost i povezanost s rizosfernim
mikroorganizmima, mahunarke nude ucinkovitu alternativu za poboljsanje biljne proizvodnje,
obnavljanje degradiranih tala i ravnotezu njihovih ekosustava (Beebe i sur. 2013.). Uzgajanje
vaznih kultura kao Sto su mahunarke, mora biti odrzZivo, jer se predvida da ¢e klimatske
promjene utjecati na smanjenje prihoda za poljoprivrednike (Bozzola i sur. 2018.) posebno u
Sjevernoj Africi, gdje su strukturna agronomska pitanja intenzivirana teskim socioekonomskim
uvjetima. Pruzaju mnogo koristi tlu pa se obi¢no koriste kao pokrovni usjev. Produciraju znatne
kolicine organskog dusika (poboljSanje prinosa mahunarki inokulacijom rizobijama),
povecavaju organsku tvari u tlu, poboljSavaju poroznost i strukturu tla, smanjuju pH i zbijensot
tla i ublazavaju probleme bolesti (SAD Ministarstvo poljoprivrede 1998.).

Vrste kao Sto su lupina, leéa, grasak i grahorica unosile su se u tlo kao zelena gnojidba
prije 2000 godina. Zelena gnojidba je jedan od najucinkovitijih nacina povecanja plodnosti tla,
vodozraénih rezima i uvjeta za rad mikroorganizama tako Sto se zaoravaju kultivirane biljke,
cijele ili dijelovi, te se razgraduju u tlu i obogacuju ga organskom tvari (LeSi¢ i sur. 2004.).
Znacdajna je jer mahunarke simbiotski vezu molekularni dusik iz atmosfere. Visestruko
pozitivno djeluje na svojstva tla i prinos. Zelenom gnojidbom se poboljsava i struktura tla sto
se postize povedanjem sadrZaja organske tvari u tlu kako bi se uspostavila ravnoteza s
gubicima koji nastaju zbog obrade, sprjecava ispiranje biljnih hraniva u intervalima izmedu dva
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usjeva, povecava rezerve dusika u tlu kada se u tlo unose leguminozni usjevi, intenzificira
mikrobioloSke procese u tlu te sprje¢ava povrsinsku eroziju tla.

Razlikuju se leguminozni i neleguminozni usjevi za zelenu gnojidbu. Od leguminoznih
usjeva najznacajniji su lupine (plava, bijela, Zuta i viSegodisnja), lucerna, soja, bob, grahorica,
leca, crvena i bijela djetelina. Neke leguminozne usjeve treba prvenstveno koristiti za
proizvodnju krme, a tek potom kao siderate (Butorac 1999.). Koli¢ina zelene mase koja se
zaorava je oko 100 kg N/ha.

Usjeve koji se uzgajaju za zelenu gnojidbu kao Sto su leca, lupine i slanutak treba
smatrati i pokrovnim usjevima zato Sto Stite povrsinu tla od negativnih vanjskih ¢imbenika.
Pokrovni usjevi se €esto zovu pokrivac¢ima tla jer Stite povrSinu od erozije te sprje¢avaju
ispiranje nitrata i oneciSéenje podzemnih voda. Povrsinski mal¢ pruza hranjive tvari i energiju
za mikroorganizme ispod povrsine tla koji bioloski obraduju dio tla. Pokrovni usjev promice
povecanje bioloSke raznolikosti, ne samo ispod povrsine, nego i nadzemno. Broj korisnih
insekata vedi je tamo gdje su pokrovni usjev i mal¢ (Jaipal i sur. 2002.), a oni pomazu u kontroli
populacije Stetnih insekata. Pokrovni usjev Stiti tlo od erozije vodom ili vjetrom te ujedno
pospjesuje upijanje i zadrzavanje vode u tlu.

Konsocijacija ili kombinacija kultura ili zdruZena sjetva je uzgoj viSe kultura na istom
mjestu u isto vrijeme. U zdruZenoj sjetvi mogu biti koriStene razli¢ite kulture, medutim,
potrebno je paziti da ne postoji alelopatsko djelovanje izmedu kultura kako bi rast i razvoj bio
nesmetan. Primjer zdruzene sjetve je pokrovni usjev kombinacijom bijele rotkve, zobi i
mahunarki u kojem bijela rotkva nakuplja hranjive tvari iz donjih slojeva tla i razbija tvrde
agregate ispod povrsine, dok zob smanjuje zbijenost tla i sprje¢ava eroziju, a mahunarke vezu
dusik iz tla i daju obilje organske tvari za zelenu gnojidbu proljetnih usjeva (Medimurec 2018.)

Ceste su biljne smjese mahunarki i Zitarica. Zajedno se siju penica, grasak i grahorica
kao voluminozna krma ili za proizvodnju zrna. Postoji potencijal za slanutak ili le¢u kao
predusjev ili kao ozime kulture u toplijim krajevima. Prednost ovakvog uzgoja je visok prinos
kvalitetne krme i rano napustanje tla Sto omogucuje planirani uzgoj narednih usjeva (Gantner
i sur. 2015.).

Mahunarke uvelike doprinose odrZzivom gospodarenju okoliSem zahvaljujudi
sposobnosti fiksacije dusika sa simbioznim bakterijama pri éemu moZe doéi do poveéanog
prinosa i smanjenja uporabe mineralnih gnojiva, ¢ime se izbjegava zagadenje tla. Posljednjih

desetlje¢a postignut je slab napredak kako bi se poboljsala njihova proizvodnja. Problem u
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njihovom uzgoju odnosi se na nestabilan prinos, bolesti i Stetnike te slabu prilagodbu (De Ron

i sur. 2015.).

3.2. OGRANICAVAJUCI CIMBENICI PRINOSA MAHUNARKI

Primjenom mahunarki u poljoprivredi koja se temelji na bioloSkoj raznolikosti,
znacajno se povecavaju moguénosti ekosustava, poput otpornosti na biotski stres, smanjenja
pesticida i gnojiva te odrZivosti oprasSivaca. Stoga je od velike vaZznosti stvoriti nova znanja i
inovativne biotehnoloSke alate za potpuno iskoristavanje, valorizaciju i Sirenje germplazmi
mahunarki kao odgovor na poja¢anu susu i slanost uzrokovanu klimatskim promjenama,
posebno u vrlo osjetljivim podrucjima, poput Mediterana (Martinelli i sur. 2020.) .

Osim nedostatka fosfora i / ili dusika, suSa i salinitet su ogranicavajuéi ¢imbenici
prinosa zrna mahunarki, a ta ée ograniéenja biti pogorsana klimatskim promjenama, posebno
kod malih gospodarstava. Smanjenje raspoloZivosti vode posebno je prijetece za mahunarke,
Sto pokazuje redukcija proizvodnje graha od 60 % Sirom svijeta i 80 % smanjenja prinosa zrna
u nekim susnim regijama (Cuellar-Ortiz i sur. 2008.). Susa takoder smanjuje unos vode i utjece
na brze i dugoro¢ne mehanizme prilagodbe biljnih vrsta na klimatske promjene.

Reakcije na biljni stres mogu se okarakterizirati po¢etnom fazom alarma, u kojem se
aktiviraju mehanizmi za suocavanje sa stresom koji usporavaju procese povezane s rastom,
nakon cega slijedi faza otpornosti u kojoj biljka pokusSava izdrzati stres i popraviti s tim
povezane Stete. Ako biljka ostaje pod tim stresom, ona ¢ée zadrZati ,,dojam” stresa koji ¢e
utjecati na reakciju u slucaju slicnog naknadnog stresa ¢ak i u sljedeéim generacijama.
Molekularni mehanizmi takve biljne memorije nisu jasno razumljivi, premda se smatra da
epigenomske modifikacije igraju klju¢nu ulogu u ovom fenomenu (Conrath i sur. 2015.).

Medutim, ovo je istrazivacko podrucje jos uvijek u velikoj mjeri nedovoljno istrazeno,
jer je provedeno vrlo malo studija na temu epigenomike leguminoza (Kim i sur. 2015.).
Epigenomika oznacava sve ono Sto utjeCe na mijenjanje, izraZzavanje i oCitovanje gena, a ne

dolazi od promjena u samom genetickom kodu. Koliko je poznato nema objavljenih
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epigenomskih studija za slanutak i grah, a vrlo malo studija bavi se njihovim odgovorima na
abioticke stresove ukljucujudi i susu.

Veza izmedu prisutnosti specifi¢nih rizobijalnih sojeva i tolerancije na susu takoder se
moze utvrditi kako bi se identificirali oni sojevi koji zna€ajno doprinose toleranciji na susu
genotipova razliCitih mahunarki, a posebno za slanutak i grah. U mahunarkama dolazi do
znacajnog kasnjenja starenja listova izazvanog susom u noduliranim u odnosu na nenodulirane
biljke, neovisno o soju rizobije. Glavni se mehanizmi sastoje u poveéanim koncentracijama
kalija, uravnoteZivanju raspodjele ugljika izmedu Skroba i Secera i pojaCavanjem rezervi
osmolata tijekom suse. Slijedom toga, nodulirane biljke opéenito bi se oporavile od suse za

razliku od nenoduliranih biljaka (Martinelli i sur. 2020.)

3.3. LUPINA

Medu mahunarkama vazno mjesto zauzima lupina. Lupine imaju dugu povijest kao
ukrasne biljke u vrtovima i kao poljoprivredni usjevi. Cetiri vrste lupine stekle su
poljoprivrednu vaznost, uskolisna ili plava lupina (Lupinus angustifolius L.), bijela lupina
(Lupinus albus L.), Zuta lupina (Lupinus luteus L.) i andska lupina (Lupinus mutabilis L.) (Van de
Noort 2017.). Iz latinskog naziva Lupinus, sto znaci vuciji, izveden je hrvatski naziv vucike. U

Hrvatskoj je lupina poznata i pod nazivima: vuéji grah, vucéak, bob vucak, vucji bob, bucjak,

vucnjak, vucjak, vucac, divlja ili turska kava (Kolak 1998.)

3.3.1. PODRUETLO LUPINA

Lupina ima 4000 godina dugu povijest u poljoprivredi (Kurlovich 2002.). Nastale su od
divljih vrsta iz Sredozemlja i Amerike (Gagro 1997.) Adaptacija se najprije dogodila u
mediteranskoj regiji, nakon c¢ega se kultivirala na americkom kontinentu. Medutim, pravi
proboj koji je lupinu ucinio modernim poljoprivrednim kulturom dogodio se u Europi i
Australiji (Van de Noort 2017.).

Lupina (Lupinus spp.) je uzgajana u drevnoj Grékoj i Egiptu 2000. godina prije Krista za
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prehranu ljudi i Zivotinja, kao i za kozmetiku i lijekove. Oko 1000-800 godine prije Krista,
Lupinus albus koriSten je za zelenu gnojidbu u starom Rimu, a kasnije i u drugim mediteranskim
zemljama. Dva stoljeca kasnije (700. do 600. pr. Kr.), vrsta L. mutabilis adaptirana je na uvjete
klime i tla na ameri¢ckom kontinentu. Godine 1860. vrsta L. angustifolius koristena je za
proizvodnju stajskog gnoja u baltickim zemljama, a kasnije i u Njemackoj. Metode za odabir
mutanta s niskoalkaloidnim lupinom razvijene su u Njemackoj krajem 1920-ih. Kasnije su se
slatke vrste lupine razvile izmedu 1930-tih i 1970-tih.

U devedesetim godinama proslog stoljec¢a, nekoliko vrsta lupine, ukljucujuéi Lupinus
cosentinii, L. atlanticus, L. pilosus i L. polyphyllus Lindl., uzgajano je u Australiji i Rusiji
(Clements i sur. 2005.; Kurlovich 2002.). Starije vrste lupina imale su gorak okus zbog
prisutnosti alkaloida. Zbog toga su se namakale u slanoj vodi kako bi se uklonili gorki sastojci
alkaloida, u svrhu konzumacije. Klasi¢ne tehnike uzgoja stvorile su slatke vrste lupine s niskim
sadrZajem alkaloida bez potrebe za namakanjem. Visok udio bjelan¢evina (30-40 %) zajedno
sa sadrzajem slozZenih ugljikohidrata, bez probavljivog skroba, lupine ¢ini jedinstvenim medu

graskom, grahom i le¢om (Van de Noort 2017.).

3.3.2 PROIZVODNJA | GOSPODARSKA VRIJEDNOST LUPINA

Zapadna Australija najvedi je proizvodac lupina (90%) na svijetu, a dominantna vrsta je
L. angustifolius. GodiSnja prihod od proizvodnje lupina iznosi preko 2 milijuna funti. Pored
Australije, druge zemlje koje proizvode lupine su Cile, Rusija, Poljska, Maroko, Juzna Afrika i
Spanjolska (www.lupins.org).

Ona uspijeva na teZzim, manje plodnim i kiselim, ali i na pjeskovitim tlima. Dobro
razvijen korijenov sustav drenira tlo, usvaja teze topiva hraniva ¢ime popravlja bioloska,
kemijska i fizikalna svojstva tla (Gargo 1997.).

Prema Pospisil (2010.), visoka koncentracija proteina u sjemenu znacajka je lupina, dok
neke vrste imaju i visoku koncentraciju ulja kao primjerice L. mutabilis. Sije se kao glavni i
naknadni usjev te za proizvodnju krme visoke kvalitete. Zastupljena je najvise u hranidbi
Zivotinja gdje se koristi zelena masa i sjeme.

Gagro (1997.) navodi da su sve vrste lupine prikladne za zelenu gnojidbu jer daju veliku
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zelenu masu i nakupljaju velike kolic¢ine dusika. Takoder, istice da se sjeme lupina treba mociti,
pratii ispirati ili kuhati prije davanja Zivotinjama.

Zbog jako razvijenog korijenovog sustava lupine mogu usvajati teSko topive fosfate iz
tla i gnojiva, Sto omogucuje nesmetanu primjenu sirovih fosfata za tu kulturu. Time taj fosfor
postaje dostupan svim kulturama koje slijede nakon toga (Butorac 1999.)

Upotreba lupine danas je ograni¢ena zbog niske proizvodnje. U posljednjih 20 godina
otkrivena su nova svojstva lupine zbog kojih se koristi u proizvodnji razli¢ite funkcionalne
hrane (Prusinski 2017.). Lupina pronalazi znacaj i u industriji gdje se od bjelancevina proizvode
umjetna vlakna, plastika, i dr., a od ulja se dobiva boja i sapun (Pospisil 2010.). Koristi se i za

ispasu i za zelenu gnojidbu.

3.3.3. HRANIDBENA | ZDRAVSTVENA VRIJEDNOST LUPINA

Medu graskom, grahom i le¢om, lupina ima najviSe proteina i dijetalnih vlakana (Van
de Noort 2017.). Sjeme sadrZi 40-50 %, a zelena masa 4-28 % proteina. U sjemenu ima
priblizno 30 % ugljikohidrata, 4-6 % ulja, 12-14 % celuloze, a mineralnih tvari oko 3,5 % (Gagro
1997.).

Sjeme lupine bogato je bjelancevinama jedinstvenih svojstava, masnim kiselinama s
pozeljnim omjerima omega-6 i omega-3 kiselina, vlaknima i drugim specifiénim
komponentama kao $to su oligosaharidi, antioksidanti ili neSkrobni ugljikohidrati te je zbog
toga bijela lupina poZeljna u prehrani. Sastojci u sjemenu lupine imaju pozitivno djelovanje
u lije€enju dijabetesa, hipertenzije, pretilosti, kardiovaskularnih bolesti i raka debelog crijeva.
Takoder, imaju pozitivan ucinak na koncentraciju lipida, glikemiju, apetit i otpornost na
inzulin. Sjeme lupine se izmedu ostaloga koristi i za proizvodnju brasna bez glutena,
fermentiranih proizvoda, tjestenina, kao zamjena za bjelancevine mesa i jaja. Oligosaharidi
imaju potencijalnu vrijednost u imunoloSkom sustavu jer imaju antioksidativno i
antitumorsko djelovanje i smanjuju sadrzaj kolesterola. Problem alergenskih svojstava

sjemena bijele lupine veZe se za samo neke vrste bjelancevina i alkaloida (Prusinski 2017.).
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3.3.4. MORFOLOSKA SVOISTVA LUPINA

Korijen lupine je vretenast, jako razvijen, prodire duboko u tlo (viSe od 2 metra), ima
veliku upojnu snagu zbog ¢ega dobro usvaja teZze pristupacna hraniva. Korijen se dobro grana
i Siri u stranu. Na korijenu lupine razvija se veliki broj kvrzica, bez obzira na tip tla, njegovu
plodnost, kiselost ili uvjete uzgoja .

Stabljika lupine je uspravna, okrugla, manje ili viSe razgranata, posuta dlacicama, visoka
do Sezdesetak centimetara do dva metra. Cvrsta je i debela, pa ne polijeZe. Glavna stabljika i
postrane grane zavrsavaju cvjetovima, pa stabljika ima ograniceni rast.

List se sastoji od glavne peteljke, na Cijem se zavrSetku nalazi 5 do 11 listi¢a, sloZzenih
prstasto. Listici su izduZeni i elipti¢ni do ovalni i obrnuto jajoliki te su posuti dlacicama.

Cvjetovi se oblikuju na vrhu stabljike i postranih grana u skupinama s vise cvjetova. Boja
ovisi o vrsti, moZe biti plava, bijela ili Zuta. Plava i bijela lupina su samooplodne, a Zuta i
viSegodi$nja stranooplodne.

Plod je mahuna koja je gruba, koZasta, dlakava i na vrhu zasiljena. Unutar nje se nalazi
tri do deset sjemenki. Sjeme je okruglasto, sa strane spljosteno, razli¢ite veli¢ine i boje, Sto

ovisi o vrstama (Gagro 1997.).

Slika 3.4.4.1. Plava lupina (L. angustifolius L.)

Izvor: www.alchetron.com
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Slika 3.4.4.2. Bijela lupina (L. albus L.)

Izvor: www.tropical.theferns.info

3.3.5. BIOLOSKA SVOJSTVA | AGROEKOLOSKI UVJETI UZGOJA LUPINA

Lupine zahtjevaju agroekoloSke uvjete s dovoljno topline i vode. Najmanje topline
potrebno je plavoj lupini, a najvise bijeloj. Minimalna temperatura za klijanje je oko 3 °C. O
vrsti lupine ovise i najpovoljnije temperature za klijavost, a tijekom vegetacije one iznose
izmedu 20 i 25 °C. Lupinama je za rast i razvoj potrebno i puno vode jer oblikuju veliku masu
korijena i nadzemne organe. Najosjetljivija je na nedostatak vode tijekom oblikovanja cvjetnih
pupova i cvatnje. Zbog razvijenog korijenovog sustava moze se opskrbljivati vodom iz dubljih
slojeva tla pa je susa manje pogada. Za rast i razvoj lupina vazan ¢imbenik je i svjetlost zato
Sto pripadaju biljkama dugoga dana (Gagro 1997.).

Vrsta tla je glavni ¢imbenik koji odreduje rast lupina. Cini se da lupine (L. angustifolius,
L. albus) u nekim sredinama, rastu na Sirokom rasponu tla, ukljucujuéi sitno-teksturirana,
alkalna tla (Corbin 1978.). Takoder postoje razlicite preferencije medu vrstama prema tipu tla
(Gladstones 1970.). Lupine zahtjevaju dobro drenirana tla (Gladstones i Crosbie 1978.). Neke
lupine mogu rasti i na dubokim (> 50 cm) i plitkim (<20 cm) tlima, iako moze postojati
odredena varijacija izmedu vrsta. Varijacije izmedu vrsta mogu biti povezane s morfologijom
korijena (White 1990.).

Lupine mogu uspijevati na tlima Sirokog pH i teksturnog raspona. Otkriveno je da lupine
prirodno rastu na tlima s ekstremnim vrijednostima pH od 4 do ¢ak 8,5 s teksturama od grubih

pijeska do sitnih glina (Gladstones i Crosbie 1978.). Medutim, velika veéina populacije lupina
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nalazi se na lakim tlima pjeskovito ilovaste ili ilovaste teksture s pH vrijednosti izmedu 5,5i 7
(Gladstones 1974.; Gladstones i Crosbie 1978.). Od kultiviranih vrsta, Zuta lupina moze imati
najvecéu sklonost kiselim i neutralnim tlima (White 1990.). Nadena je na tlima pH manjim od

7, a najcesce na tlima izmedu pH 5 i 6 (Gladstones 1970., 1974.; Gladstones i Crosbie 1978.).

3.4. LECA

Kultivirana le¢a (Lens culinaris Medik. subsp. culinaris) je mahunarka koja se
tradicionalno uzgaja na Bliskom istoku, u Juznoj Aziji, Etiopiji, sjevernoj Africi i u manjoj mjeri
u juznoj Europi gdje je vrlo popularna zbog svoje prehrambene vrijednosti. Njezina sposobnost
da raste na siromasnim tlima i u nepovoljnim uvjetima okoli$a, a da proizvodi visokokvalitetne
bjelancevine, ucinila ju je jednim od glavnih usjeva u susnim regijama, posebno na Bliskom
Istoku, Juznoj Aziji i Sjevernoj Africi gdje je osnova prehrane. Obi¢no se uzgaja u rotaciji sa
Zitaricama (Muehlbauer i McPhee 2007.). Erskine i sur. (1994.) navode da se le¢a svrstava
medu najstarije i najcjenjenije mahunarke Starog svijeta (Azija, Afrika). Proizvodnja se u
cijelom svijetu povecavala tijekom posljednjih nekoliko desetlje¢a (FAO 2010.).

Le¢a ima udio proteina od 24 do 26 % no proteinima nedostaju aminokiseline koje
sadrze sumpor, medutim, sadrzi relativno velike koli¢ine lizina (Newman i sur. 1988.). Lizin je
esencijalna aminokiselina poznata po svojim antivirusnim svojstvima. Pomaze u sprjecavanju
izbijanja herpesa i prehlada, a potrebna je u proizvodnji hormona te rastu i odrzavanju zdravlja
kostiju, kako u djece, tako i u odraslih.

Obzirom na veli¢éinu smjemena leée razlikuju se dvije vrste: sitnosjemena le¢a (Lens
culinaris subsp. culinaris var. microsperma) koja potjece iz jugozapadne Azije i krupnosjemena
le¢a (Lens culinaris subsp. culinaris var. macrosperma) koja potjece sa Sredozemlja (Kolak
1994.). Krupnosjemena ili Cileanska le¢a ima veliko sjeme 6-9 mm u promjeru i masu 1000
sjemenki > 50 g. Sitnosjemena ili perzijska le¢a ima male sjemenke promjera 2—6 mm i mase
1000 sjemenki < 45 g. Sjemenke su obi¢no u obliku lece, a sitnosjemena lece moZe imati sjeme
okruglastog oblika. Boja sjemena mozZe biti crvena, zelena, siva, smeda, crna ili pjegava.

Kotiledoni mogu biti crveni, Zuti ili zeleni (Nleya i sur. 2016.).
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3.4.1. PODRIJETLO LECE

Leca se uzgaja od davnina, a prema nalazima sjemena u Europi je uzgajana u mladem
kamenom dobu (Gagro 1997.).

Podrijetlo leée nije jasno (Zohary 1972.). Prihvacena teorija do 1973. godine koju je
predloZio Barulin (1930.) stavlja podrijetlo uzgoja le¢e izmedu Hindu Kusha i Himalaje. Kislev i
Bar-Yosef (1988.) smatraju da je le¢a najranije pripitomljena biljka na Bliskom Istoku na
temelju prisustva mahuna medu ostacima ugljena koji su pronadeni s arheoloskih nalazista,
ali upozorili su da nema dovoljno dokaza koji bi potvrdili ovu tvrdnju.

Divlja le¢a Siroko je rasprostranjena na Mediteranu. Maxted i sur. (2010.) napravili su
in situ i ex situ analizu koristeci taksonomske, ekoloske, zemljopisne i podatke o ocuvanju za
672 divlje svojte lece prikupljene iz podataka ICARDA (Medunarodnog centra za
poljoprivredna istrazivanja u suhim podrucjima) i GBIF-a (Globalni Institut o bioloskoj
raznolikosti) kao i podatke koje su autori prikupljali tijekom 25 godina. GAP analiza, postupak
kojim se usporeduje raspodjela taksona i vegetacijskih tipova, pomaZze u identificiranju
bioloske raznolikosti (Scott i sur. 1993). Maxted i sur. (2010.) su utvrdili regije s najvise vrsta
le¢e (tri do Ccetiri vrste) od poluotoka Krima i duZ jugoistocne Turske, preko istocnih
mediteranskih zemalja Sirije, Jordana, lzraela i Palestinske uprave. Regije s dvije vrste ukljucuju

Spanjolsku, Balkan, Albaniju, Gréku i zapadnu Tursku.

3.4.2. PROIZVODNJA | GOSPODARSKA VRIJEDNOST LECE

Svjetska proizvodnja le¢e iznosi oko 3,59 milijuna tona godiSnje. Prosje¢na godisnja
svjetska proizvodnja lece u razdoblju od 1999. do 2003. godine iznosila je 3,1 milijuna tona
godisnje na 3,8 milijuna ha. Glavni proizvodaci bili su Indija (948.000 t na 1,43 milijuna ha),
Kanada (616.000 t na 554.000 ha) i Turska (473.000 t na 490.000 ha). U tropskoj Africi glavni
je proizvodac Etiopija s godiSnjom prozvodnjom od 47 000 t na 78 000 h. Oko 60 % proizvodnje

lece u Africi (uklju€ujudi Sjevernu Afriku) potjece iz Etiopije, gdje se povrsina s le¢om smanjila
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od sredine 1980-ih, ali se taj trend krajem 1990-ih promijenio. U Malaviju se le¢a uzgaja u
sjevernom dijelu kako bi se opskrbila indijska zajednica.

Svjetski izvoz le¢e u razdoblju 1998.-2002. iznosio je oko 1 milijun tona godisnje. Glavni
izvoznici s prosje¢nim godiSnjim izvozom bili su Kanada (430.000 t), Turska (127.000 t),
Australija (124.000 t) i Indija (120.000 t). Glavni uvoznici bili su Egipat (90.000 t), Sri Lanka
(86.000 t) i Turska (81.000 t) (www.uses.plantnet-project.org).

U Hrvatskoj se le¢a uzgaja relativno malo, a perspektiva da se povrSine poveéaju je mala
(Gagro 1997.). Uzgaja se za ljudsku prehranu samo na obiteljskim gospodarstvima na podrucju
Dalmacije (Cupié¢ i sur. 2012.; Ozimec i sur. 2015.). Na trZiste dolazi preteZno iz Makedonije
(LeSic i sur. 2004.). lako je poznata po prilagodbi na loSe uvjete tla i tolerantna je na susu,

populacija domace lece je gotovo nestala te joj prijeti izumiranje (Ozimec i sur. 2015.).

3.4.3. HRANIDBENA | ZDRAVSTVENA VRIJEDNOST LECE

Leéa se smatra dobrim izvorom proteina zbog ¢ega predstavlja znac¢ajnu namirnicu za
zemlje u razvoju i stanovnike s niskim prihodima. Od hranjivih tvari, sjemenke le¢e sadrze
najvise ugljikohidrata medu kojima skrob ima najveéi udio (Hoover i sur. 2010.).

Leda je vrijedan izvor ukupnih prehrambenih vlakana. Ima relativno niski udio masnoée
i prema tome nizak udio energije. Ryan i sur. (2007.) utvrdili su da sjemenke leée sadrze
ukupnu masnoéu od oko 1,4 g / 100 g. Zeljezo je takoder prisutno u zna¢ajnim koli¢inama u
ledi. Leca sadrzi cink u tragovima. Drugi minerali u tragovima koje sadrzi le¢a su bakar, mangan,
molibden i bor. Leéa je znacajan prehrambeni izvor vitamina ukljucujudi folat (B9), tiamin (B1),
riboflavin (B2) te ostale vitamine topive u vodi: niacin, pantotenska kiselina i piridoksin. Osim
toga, Ryan i sur. (2007.) u leéi su utvrdili vitamin E (a, b i c tokoferole).

Lec¢a ima i snazno antioksidativno djelovanje na ljudski organizam (Faris i sur. 2012.).
Spominjala se jos u drevnom lijecenju kao lijek, a Pedanije Dioskorid, grcki lijecnik zacetnik
farmakognozije, dokumentirao je lecu kao terapijsku biljaku (Lardos 2006.). Sjemenke lece
danas se u narodnoj medicini mnogih etnickih grupa koriste za lijeCenje razli¢itih bolesti.

Koriste se oralno za lije€enje dijabetesa, lokalno kao vodena pasta za lije¢enje koznih infekcija
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i za lijecenje opeklina, nakon pecenja, mljevenja i nanoSenja izravno na zahvaéena podrucja
(Sezik i sur. 2001.)

Leca se koristi i kao izvor lektina za lijeCenje i profilaksu retrovirusnih infekcija,
uklju€ujudi infekcije ljudskim virusom imunodeficijencije- HIV-a (Alexandre 2010.)

Snazno se sugerira da je konzumacija mahunarki korisna u prevenciji i kontroli dijabetesa.
Stoga se preporucuje konzumiranje raznovrsnih namirnica s ugljikohidratima iz leée i ostalih
mahunarki, kako za opéu populaciju, tako i za osobe s dijabetesom, posebice tip Il.

Otkriveno je da leguminozna vlakna le¢e sprecavaju poremedaj metabolicke kontrole za
Stakore s dijabetesom kada je ukupan unos ugljikohidrata poveéan, Sto ukazuje da
ugljikohidrati lece, ukljucujuci njihova prehrambena vlakna, mogu imati obeéavajuée benefite
za bolesnike s dijabetesom (Calle-Pascual i sur. 1983.)

Leéa je dijetalna komponenta koja se tradicionalno konzumira u populaciji u kojoj je
karcinom debelog crijeva, dojke i prostate nizak. U studiji na 90.630 Zena, leca ili grah bile su
jedine dvije namirnice koje su pokazale obrnutu povezanost s rizikom od raka dojke
(Adebamowo i sur. 2005.). U Turskoj je le¢a smatrana hranom za koju su epidemioloska
ispitivanja pokazala da je povezana sa smanjenim rizikom od razli¢itih vrsta karcinoma. U
dizajnu kontrolnog slucaja na 186 afroamerickih muskaraca i Zena, rezultati su otkrili da je
konzumiranje mahunarki, ukljuCuju¢i leéu, negativnho povezano s rizikom od razvoja
kolorektalnog karcinoma (Agurs-Collins i sur. 2006.). Razlozi koji stoje iza povezanosti
konzumiranja leée i smanjenog rizika od raka i pojavnosti mogu se pripisati razlicitim
naslijedenim karakteristikama i sastojcima lece.
namirnica poznatih cCovjeku. Prema najnovijim definiciama, le¢a bi se mogla smatrati
profilaktickom i terapijskom funkcionalnom hranom zbog velikog sadrZaja esencijalnih
makronutrijenata, veéinom funkcionalnih  proteina, ugljikohidrata i esencijalnih
mikronutrijenata. Sadrzi i bioaktivne fitokemikalije poput fitata i polifenola. Zapravo, leéa
sadrzi impresivan arsenal specijaliziranih metabolita, minerala i bioaktivnih sastojaka koji su
se pokazali perspektivnim u lijecenju i prevenciji nekoliko ljudskih kroni¢nih bolesti (Faris i sur.

2012.).
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3.4.4. MORFOLOSKA SVOISTVA LECE

Korijen je slabije razvijen nego sto je to sluc¢aj kod drugih mahunarki, prodire pli¢e u tlo

i manje u Sirinu, medutim, dosta dobro upija hraniva iz rizosfere. Na korijenu su prisutne
kvrzicne bakterije.

Stabljika je zeljasta, na presjeku Cetvrtasta, visine 15 do 70 cm. Posuta je dlacicama, a
zavr$ava vegetativnim vrhom.

Cvjetovi su mali, samooplodni, razli¢ite boje. Cvjetanje je dugotrajno.

Plod le¢e je mahuna romboidnog ili ovalnog oblika, duzine 0,5 do 2,0 cm. Unutar mahune
se nalaze dvije do tri siemenke. Boja sjemenki varira izmedu zelene, Zute ili tamne (Gagro

1997.).

Slika 3.5.4.1. Razlicite vrste sjemena leée

Izvor: www.uses.plantnet-project.org
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Slika 3.5.4.2. Leéa (L. culinaris L.)

Izvor: www.agroklub.com

3.4.5. BIOLOSKA SVOJSTVA | AGROEKOLOSKI UVJETI UZGOJA LECE

Leca je biljka tople klime. Minimalna temperatura za klijanje iznosi 15°C. Osjetljiva je
na niske temperature. Minimalna temperatura nicanja je 15 °C, a optimalna temperatura 18
do 21 °C. Na optimalnim temperaturama sjeme lece klija u 5-6 dana. Cvatnja zapocinje 6—7
tjedana nakon sjetve. Leca je obi¢no samoplodna, ali moZe dodéiido 1 % unakrsnog oprasivanja
insektima. Ciklus rasta kreée se od 80-110 dana za rane sorte, a 125-130 dana za kasne sorte
(www.uses.plantnetproject.org.). Leé¢a je biljka dugoga dana, ali postoji razlika medu
kultivarima (Gagro 1997.).

Ledéa se uglavnom uzgaja na razlicitim tipovima tala, podnosi bazi¢na i malo zaslanjena
tla (LeSi¢ i sur. 2004.), ali moze uspjevati i na kamenitim tlima (Gagro 1997.). Dobro podnosi
susu, ali i stagniraju¢u vodu nakon obilnog pljuska. Uzgaja se i na tlima s neravnoteziom
biogenih minerala kao Sto su Zeljezo i bor koji ograni¢avaju prinos, sto je slucaj u Indiji i Etiopiji
(Ali i sur. 2000.). U svijetu se usjev lece Cesto uzgaja u plodoredu sa Zitaricama. U
mediteranskoj regiji, sjevernoj Africi, dijelovima Etiopije, isto¢ne Europe i Sjeverne Amerike,
le¢a je komponenta plodoreda koja ukljucuje Zitarice i sto¢nu hranu (Nleya i sur. 2016.).

Leda ima veliku potraznju za biljnim hranivima jer u sjemekama akumulira veliku

koli¢inu dusika, fosfora i sumpora. Primjerena primjena esencijalnih makronutrijenata kao sto
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su fosfor, kalij i sumpor neophodna je za postizanje visokog prinosa. Dusik se akumulira putem
bioloske N-fiksacije, mineraliziranog N ili N gnojiva ili kombinacijom ovih izvora. Za visoki

prinos vazan je i mikroelement molibden (Nleya i sur. 2016.).

3.5. SLANUTAK

Slanutak (Cicer arietinum L.) je jednogodisnja zeljasta biljka iz porodice mahunarki.
Slanutak se u cijelom svijetu konzumira kao bogat izvor bjelancevina i zauzima tre¢e mjesto
medu najvaznijim mahunarkama (Jain i sur. 2013.). U prehrani baziranoj na Zitaricama u
jugoisto€noj, zapadnoj i istocnoj Aziji te sjevernoj Africi, slanutak daje visokokvalitetne
bjelancevine, posebno za vegetarijance i osobe kojima je meso preskupo. Koristi se i kao hrana
za stoku, a ima znacajnu ulogu u poljoprivrednim sustavima u plodoredu sa Zitaricama, gdje
doprinosi odrZivosti proizvodnje i smanjuje potrebu za gnojidbom duSikom fiksiranjem
atmosferskog dusika. Slanutak je jedna od najotpornijih mahunarki na susu.

Proizvodnja slanutka u vecini zemalja nije dovoljna zbog sve veée potraznje. Taj se
problem povecéava kako populacija raste, a dogada se premalo promjena u cilju povecanja
povrsina pod usjevima slanutka (Singh 1997.)

Sharmaisur. (2013.) navode tri razli¢ita oblika kultiviranog slanutka na temelju oblika,
veli¢ine i boje sjemena. Tip "desi" karakteriziraju uglavnom ruZicasti cvjetovi, smeda, sitna
sjemenka s visokim udjelom vlakna koji se primarno uzgaja u Juznoj Aziji i Africi, a tip "kabuli“,
s bijelim cvjetovima, bez, krupna sjemenka s niskim udjelom vlakna, uzgaja se na Mediteranu.
Tredi tip, ,intermedijarni ili graskasti tkz. ,,galubi” tip karakterizira srednja do mala krupnoca,

okrugle, graskaste sjemenke.
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3.5.1. PODRIJETLO SLANUTKA

Kultivirani slanutak, Cicer arietinum L., je jedna od prvih mahunarki koja je kultivirana u
starom svijetu (Afrija, Azija) (van der Maesen 1972.). Slanutak je najvjerojatnije nastao na
podrucju danasnje jugoistocne Turske i u susjednim podrucjima Sirije. Na temelju
elektroforeze proteina sjemena, Ladizinsky i Adler (1976.) smatrali su C. reticulatum divljim
potomstvom kultiviranog slanutka, a jugoisto¢nu Tursku kao srediSte podrijetla usjeva (Singh
1997.).

Botanicari su postavili nekoliko razli¢itih teorija podrijetla slanutka. De Candolle (1883.)
je utvrdio da slanutak potjece s podrucja juzno od Kavkaza i sjevera Perzije. Vavilov (1926.) je
identificirao dva osnovna izvorna sredisSta, jugozapadnu Aziju i Sredozemlje, te jedno
sekundarno srediste podrijetla, Etiopiju. Napomenuo je da linije s velikim sjemenkama obiluju
oko sliva Mediterana, dok su male sjemenske linije dominantne na istoku. Postoje jezi¢ni
dokazi da je slanutak s velikim sjemenkama stigao do Indije preko afganistanskog glavnog
grada Kabula prije otprilike dva stoljeca i stekao ime na hindskom jeziku ,Kabuli chana“ (chana
= slanutak) (van der Maesen 1972.). Kako navodi Singh (1997.) slanutak s malim sjemenkama

naziva se ,desi“, a navedeni nazivi se koriste za razlikovanje dva glavna tipa slanutka.

3.5.2. PROIZVODNIJA | GOSPODARSKA VRIJEDNOST SLANUTKA

Tijekom 1990-ih svjetska proizvodnja slanutka iznosila je prosje¢no oko 8 milijuna tona
na 10,5 milijuna hektara. U 2000-im se proizvodnja povedala na 8,5 milujuna zbog
povecanog prinosa. Najveca proizvodnja slanutka zabiljezena je u razdoblju od 2011.—2013.
s prosjeénom proizvodnom povrsinom od 13 milijuna ha. Povijesno, Azija je bila glavni
proizvodac slanutka koja je u razdoblju 2009.-2013. proizvodila 85,1 % svejetske
proizvodnje, zatim slijede Australija (5,3 %), Afrika (5,0 %), Amerika (3,8 %) i Europa (0,9 %).
Slanutak se uzgaja u oko 80 zemalja svijeta. Indija proizvodi dvije trecine svjetskih usjeva, a
nakon stalnog pada u devedesetima, proizvodnja se povecava posljednjih godina. Sli¢an se

trend dogodio i u Pakistanu, drugom najvec¢em svjetskom proizvodacu.
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Proizvodnja slanutka u europskim drzavama od 1960. godine drasticno se smanijila za
60-97 %. S druge strane, u nekim je zemljama proizvodnja znatno porasla kao Sto je
zabiljezeno u Australiji, cetvrtom najveéem svjetskom proizvodacu, gdje su se podrucja pod
slanutkom naglo povecala tijekom 2000-ih. Potrosnja slanutka je uglavnhom mnogo veca u
zemljama koje ga proizvode, kao Sto su Indija (5,1 kg per capita) i Pakistan (4,4 kg per capita),
nego u razvijenim zemljama koje ga ne proizvode, kao Sto je Velika Britanija (0,2 kg per
capita) (Knights i Hobson 2016.).

Zbog otpornosti na susu slanutak se za ljudsku prehranu u Hrvatskoj najvise uzgaja u
primorskim krajevima, Dalmaciji i Istri, ali ga se moZe pronaci i u kontinentalnim krajevima
(Cupié¢ i sur. 2012., Ozimec i sur. 2015.). Domadi sitnozrni slanutak se uzgaja kao ratarska, a
krupnozrni kao povrtna kultura. Obzirom da su sve manje prisutni u proizvodnji povrsine
zasijane slanutkom nisu poznate (Ozimec i sur. 2015.). Uzgajaju se tradicijske sorte iz vlastito
proizvedenog sjemena (Cupic i sur. 2012.; Ozimec i sur. 2015.). lako zrno i zelena masa imaju
vrijednost za prehranu domacih Zivotinja, zbog malih povrsina u Hrvatskoj nemaju znacaja za

tu svrhu (Gagro 1997.).

3.5.3. HRANIDBENA | ZDRAVSTVENA VRIJEDNOST SLANUTKA

Slanutak je vaZzan dio prehrane u vecini zemalja koje ga proizvode, a sve vise dobiva na
popularnosti i u drugim dijelovima svijeta (Knights i Hobson 2016.).

Dobar je izvor ugljikohidrata i proteina, a kvaliteta proteina smatra se viSom nego kod
ostalih mahunarki. Slanutak sadrzi znacajne koli¢ine svih esencijalnih aminokiselina osim
aminokiselina koje sadrze sumpor, a koje se mogu nadopuniti dodavanjem Zitarica u
svakodnevnu prehranu. Sjeme slanutka ima oko 20 % kvalitetnih bjelanéevina koje sadrze 18
esecijalnih aminokiselina, oko 50 do 60 % ugljikohidrata, nesto manje od 3 % ulja, oko 3 %
celuloze i oko 4 % mineralnih tvari (Gagro 1997.).

Od ugljikohidrata sadrzanih u slanutku, Skrob je glavni skladisni ugljikohidrat, a zatim
slijede dijetalna vlakna, oligosaharidi i Seceri, poput glukoze i saharoze. lako su lipidi prisutni

u malim koli¢inama, slanutak je bogat nutritivno vaznim nezasi¢enim masnim kiselinama kao
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Sto su linolna i oleinska kiselina. Od minerala prisutni su kalcij, magnezij, fosfor i posebno kalij
u sjemenkama slanutka. Slanutak je i vrijedan izvor vaZnih vitamina poput riboflavina, niacina,
tiamina, folata i prekursora vitamina A, 3-karotena.

Kao i kod ostalih mahunarki, sjemenke slanutka sadrze i tvari koje imaju potencijalno
toksi¢an ucinak na organizam, ali one se mogu smanijiti ili eliminirati razli¢itim tehnikama
kuhanja. Ima nekoliko potencijalnih zdravstvenih koristi, a u kombinaciji s drugim
mahunarkama i Zitaricama mogao bi imati blagotvorne ucinke na neke od vaznih ljudskih
bolesti poput kardio vaskularnih bolesti, dijabetesa tipa 2, probavnih bolesti i nekih vrsta raka.

U semi aridnim tropima slanutak je vazan dio prehrane stanovnistva koje si iz
ekonomskih razloga nije u mogucnosti nabavljati meso zbog cega izostaje konzumacija
Zivotinjskih bjelanéevina, a takoder su vazan dio prehrane vegetarijanaca po izboru (Jukanti
2012.). Dobar je izvor ugljikohidrata i proteina, Sto zajedno cini oko 80 % ukupne mase suhog
sjemena (Chibbar i sur. 2010.).

Potencijalno se moze smatrati funkcionalnom hranom zbog visokog udjela proteina i
vlakana. Slanutak je bez kolesterola i dobar je izvor dijetalnih vlakana, vitamina i minerala
(Wood i Grusak 2007.). Sveukupno, slanutak je vazan usjev mahunarki s raznolikim nizom

potencijalnih prehrambenih i zdravstvenih koristi.

3.5.4. MORFOLOSKA SVOJSTVA SLANUTKA

Korijen je vretenast i dobro razvijen. Ima dobru upojnu snagu, prodire do metar i vise
u dubinu. Na korijenu se mogu nadi kvrzice. Stabljika je uspravna, ravna i posuta dlacicama. U
visinu naraste od 30 do 60 cm (Gagro 1997.).

Plod je valjkasta mahuna razli¢ite krupnoce, Ciji broj po biljci varira od svega nekoliko
do 100. Oblik mahune romboidan, duguljast ili jajolik (Singh 1997.).

"Desi" tip slanutka ima uglate sjemenke oblika glave ovna, neravne povrsine i obojene
sjemene ovojnice. "Kabuli" tip ima nepravilno zaobljene sjemenke oblika sovine glave,
naborane povrsine, a sjemena ljuska nije obojana. "Gulabi“ tip ima sjemenke poput graska,
okruglaste, glatke povrsine i boje od crne preko smede do narancaste, Zute i bijele, ¢ak zelene.
Boja sjemena je vaina prepoznatljiva karakteristika slanutka obzirom da su prepoznate 21

razlicita boja i nijansa (Pundir i sur. 1988.).
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Cvjetovi su obi¢no samooplodni. Boja latica je bijela, plava, Zuta ili ruzi¢asta (Gagro

1997.).

Slika 3.6.4.1. Sjemenke slanutka

Izvor: www.seeds-gallery.com

Slika 3.6.4.2. Slanutak (C. arietinum L.)

Izvor: www.sciencesource.com
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3.5.5. BIOLOSKA SVOJSTVA | AGROEKOLOSKI UVJETI UZGOJA SLANUTKA

Slanutak klija kod 2 do 3°C, a optimalna temperatura za klijanje je izmedu 20 do 25 °C,
no moze podnijeti i niske temperature do minus 16 °C (Gagro 1997.). Slanutak dobro podnosi
povremenu susu zbog dubokog korijenovog sustava. Medutim, gubitak prinosa sjemena zbog
terminalne suSe moze biti i do 60 % (Siddique i Krishnamurthy 2016.). U vrijeme cvatnje je

Uspjesno se uzgaja na razli¢itim vrstama tla u cijelom svijetu, od grube teksture pijeska
do fine teksture praskaste gline. U idealnom slucaju, slanutak je najprikladniji za duboka,
neutralna do alkalna tla s finom teksturom (pjeS¢ana ilovaca, ilovaca i dobro isusena glina) s
pH od 5,5-9,0 i dobrim kapacitetom zadrZavanja vode (Siddique i Krishnamurthy 2016.).

Niz kemijskih i fizikalnih ¢imbenika tla ogranicava rast slanutka. Najvaznija od njih je
slanost, jer je slanutak razmjerno netolerantni prema ionskim neravnoteZzama
karakteristicnim za slana tla. Tla s povecanom koli¢inom natrija se povezuju s pove¢anom
gusto¢om mase, niskom infiltracijom vode i loSom aeracijom $to je Cesto na sjeveru Indije i
drugim regijama gdje je pH tla vrlo visok. Usporeni rast korijena i loSa nodulacija inhibiraju rast
slanutka i produktivnost u takvim uvjetima. Ostali vazni faktori tla su kiselost (loSa nodulacija),
nedostatak Zeljeza i cinka te, nedostatak ili toksi¢nost bora (Knights i Hobson 2016.).

Duljina vegetacije je od dva do Cetiri mjeseca (Gagro 1997.). Zrnate mahunarke trebaju
kontinuiranu opskrbu fosforom tijekom njihove vegetacije. Manjak fosfora je rasprostranjen
problem u Juznoj Aziji i Africi i primjena od 60 kg P2Os po 1 ha ima za posljedicu povecéan prinos
slanutka. Medutim, slanutak je manje osjetljiv na nedostupnost fosfora nego ostale
mahunarke i Zitarice jer uz pomo¢ eksudata korijena moze iskoriStavati druge izvore fosfora
koji su nedostupni veéini biljaka. Korijenski eksudati s organskim kiselinama takoder otapaju

netopljivi bakar, cink, Zeljezo i mangan ¢ime se izbjegava njihov nedostatak.
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4. RAZNOLIKOST KVRZICNIH BAKTERIJA KOJE NODULIRAJU LUPINE,
LECU | SLANUTAK

4.1. KVRZICNE BAKTERIJE KOJE NODULIRAJU LUPINE

Znacaj roda Lupinus spp. drasti¢no se povecava zbog njegovih blagotvornih svojstava
za zdravlje i prehranu ljudi (Cabello-Hurtado i sur. 2016.), te nedavnog istrazenih novih
genomskih resursa i prvog nacrta genoma (Hane i sur. 2016.). Lupine su takoder pogodne za
studije simbioze jer su do danas jedini poznati rod leguminoza koji nisu u stanju formirati
arbuskularnu mikoriznu simbiozu (Gonzalez-Sama i sur. 2004.). Stepkowaki i sur. (2007.)
navode da su lupine uglavnom nodulirane raznim sojevima Bradyrhizobium, uglavhom B.
japonicum i B. canariense u Starom svijetu (Azija, Afrika), te B. japonicum u Novom svijetu
(Europa i Amerika).

Bilijke iz roda Lupinus noduliraju se brzo i sporo rastu¢im rizobijama. Medutim,
spororastuca rizobija cesce je izolirana iz ove mahunarke (Barrera i sur. 1997.; Bottomley
1994.). Podaci dobiveni iz rRNA gena s malom podjedinicom (SSU) ukazuju na vrlo prisnu vezu
izmedu nekih bradirizobija izoliranih iz lupine i Bradyrhizobium japonicum (Barrera i sur.
1997.). U spororastuce bradirizobije koje ucinkovito noduliraju lupinu pripadaju B. canariense
i B. japonicum (Velazquez i sur. 2010.; Stepkowski i sur. 2011.), B. elkanii (Granada i sur. 2015.),
B. valentinum (Duranisur. 2014.) i B. lupini (Peix i sur. 2015.) vrste. Brzorastuce bakterije koje
noduliraju Lupinus spp. klasificirani su u rodove Ochrobactrum (Trujillo i sur. 2005.),
Microvirga (Ardley i sur. 2012.) i Phyllobacterium (Valverde i sur. 2005.).

Vrsta Rhizobium lupini izolirana je iz kvrZica Lupinus spp. i uklju¢ena je u Odobrene
popise bakterijskih imena 1980. godine. Soj DSM 30140T se smatrao izvornim sojem vrste
R. lupini (Peix 2015.). Peix i sur. (2015.) su potvrdili da soj DSM 30140T pripada vrsti B.
japonicum, ali i da ne moze biti izvorni soj R. lupini, jer je ova vrsta ucinkovito nodulirala
lupinu, dok je soj DSM 30140T uspio nodulirati soju, ali ne i lupinu. Buduéi da je izvorni soj R.
lupini uvrstio u USDA kolekciju L.W. Erdman pod pristupnim brojem USDA 3051T, analiziran
je taksonomski status ovog soja, pokazujudéi da iako pripada rodu Bradyrhizobium, a ne rodu
Rhizobium, on je filogenetski udaljen od B. japonicum i usko povezan s B. canariense. Tipski

soj R. lupini USDA 3051T i B. canariense BTA-1T dijele 16S rRNA, recA i gInll sekvence gena
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sa slicnostima od 99,8 %, 96,5 % i 97,1 %. Vrijednost DNA-DNA hibridizacije je od 36 %, a
razlikovali su se i po fenotipskim karakteristikama i neznatnim udjelima nekih masnih
kiselina. Stoga su predlozili reklasifikaciju vrste Rhizobium lupini kao Bradyrhizobium lupini
comb. nov. Tipski soj je USDA 3051T (5CECT8630T5LMG 28514T) (Peix 2015.) .

Prema izvornom opisu R. lupini (Eckhardt i sur. 1931.) karakteristike Bradyrhizobium
lupini comb. nov. su sljedeée. Gram-negativni Stapici razli¢itih veli¢ina od 1,1 do 3,3 um
duljine i Sirine od 0,1 do 0,3 um. Spororastudi, formiraju bijele, vlazne, blago uzdignute i
glatke kolonije na agaru. lzaziva nastanak kvrZica na lupinama. Sljedeée dodatne
karakteristike odredene su tijekom studije Peixa i sur. (2015). Strogo je aerobni, rast pri pH
4,5 je negativan, a optimalan pH za rast je pH 7. Optimalna temperatura za rast mu je na 28
°C. Rast je negativan u prisutnosti 1 % NaCl ili viSe. Ne reducira nitrate. Hidroliza ureaze i
eskulina slabo je pozitivha. Otporan je na ampicilin, penicilin, kloksacilin, polimiksin B,
ciprofloksacin, gentamicin i eritromicin, a osjetljiv je na tetraciklin, cefuroksim i neomicin.
Nodulira Lupinus albus, ali ne i Glicyne max (Peix i sur. 2015.).

U studiji koju su proveli Trujillo i sur. (2004.) iz kvrZica Lupinus honoratus izolirana su
dva brzorastuéa soja, LUP21 i LUP23. Filogenetska analiza zasnovana na sekvenci gena 16S i
23S rRNA pokazala je daizolati pripadaju rodu Ochrobactrum unutar razdjela Proteobacteria.
Ovaj rod pripada obitelji Brucellaceae i prvi su ga opisali Holmes i sur. (1988.) s jednom
vrstom, Ochrobactrum anthropi. Kasnije su opisane joS Cetiri vrste razli¢itog podrijetla:
Ochrobactrum intermedium iz klinickih izvora (Velasco i sur. 1998.), Ochrobactrum
grignonense i Ochrobactrum tritici iz tla i rizosfere pSenice (Lebuhn i sur. 2000.), te
Ochrobactrum gallinifaecis iz pileceg izmeta (Kampfer i sur. 2003.). Analiza profila plazmida
pokazala je prisutnost tri plazmida. Geni nodD i nifH bili su smjesteni na tim plazmidima i
dobili su njihove sekvence. Sekvence su pokazale blisku srodnost s nodD i nifH genima
rizobijalnih vrsta, sugerirajuc¢i da su nodD i nifH geni soja LUP21T steceni horizontalnim
prijenosom gena. Polifazna studija koja ukljuéuje fenotipska, kemotaksonomska i
molekularna obiljeZja sojeva izoliranih u istrazivanju pokazala je da oni pripadaju novoj vrsti
roda Ochrobactrum za koju je predloZen naziv Ochrobactrum lupini sp. nov. soj LUP21T
(Trujillo i sur. 2004.).

Valverde i sur. (2005.) izolirali su bakterijski soj PETPO2T iz kvrZica Trifolium pratense

koji raste u Spanjolskoj. Filogenetska analiza slijeda gena 16S rRNA pokazala je da taj soj

predstavlja pripadnika roda Phyllobacterium. Medutim, odstupanje koje je pronadeno sa
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sekvencom gena 16S rRNA od jedne prepoznate vrste ovog roda, Phyllobacterium
myrsinacearum, ukazalo je da soj PETPO2T pripada drugoj vrsti. Rezultati hibridizacije DNA-
DNA, fenotipski testovi i analize masnih kiselina potvrdili su da ovaj soj predstavlja novu vrstu
roda Phyllobacterium, za koju je predloZen naziv Phyllobacterium trifolii sp. nov. Tipski soj je
PETPO2T (= LMG 22712T = CECT 7015T). Ovaj soj je strogo aerobni i koristi nekoliko
ugljikohidrata kao izvor ugljika. Ne reducira nitrate, ne proizvodi ureazu, arginin dihidrolaze,
Zelatinazu ili b-galaktozidazu. NodD gen ovog soja pokazuje slijed koji je usko povezan sa
sojevima koji su sposobni nodulirati lupinu. Testovi su pokazali da je taj soj sposoban proizvesti
kvrzice i u Trifolium repens i u Lupinus albus.

Keller i sur. (2017.) inokulirali su tri vrste lupine (L. albus, L. luteus, L. mariae-josephae)
s dva soja Bradyrhizobium (B. japonicum i B. valentinum). Za svaku vrstu lupine usporedivali
su ekspresiju gena izmedu funkcionalnih i nefunkcionalnih interakcija i odredili razlicito
eksprimirane (DE) gene. Utvrdili su da su kvrZice L. luteus i L. mariae-josephae (nodulirani
samo jednim sojem Bradyrhizobium) bogatije DE genima nego L. albus (nodulacija s oba
mikrosimbionata, ali nefunkcionalnas B. valentinum) i da dijele vedi broj ovih gena medu njima
nego s L. albus.

Quifiones i sur. (2013.) odabrali su soj Bradyrhizobium canariense (L-7AH) zbog njegove
otpornosti na metale i sposobnosti nodulacije bijele lupine (L. albus L.) iz kolekcije prethodno
stvorenih rizobijalnih sojeva iz tla rudarske éetvrti Aimadén (Spanjolska) s razli¢itim stupnjem
onecis¢enja zivom. Biljke su inokulirane ili sojem L-7AH (koji je tolerantni na Hg) ili sojem L-3
(osjetljiv na Hg, upotrijebljen kao kontrola), i tretirane hranjivim otopinama dopunjenim
razli¢itim koncentracijama HgCl, u komori za rast. Vrsta L. albus L. inokulirana sojem L-7AH
imali kvrzice u koncentraciji Hg iznad 25 milimola. Biljke inokulirane sojem L-7AH, ali ne one s
kontrolnim sojem, uspjele su akumulirati velike koliine Zive u korijenu i kvrzicama. Nodulacija
sojem L-7AH omogucila je biljkama da odrZavaju konstantnu razinu klorofila i karotenoida u
lisS¢u i visoku fotosintetsku ucinkovitost, dok se kod onih inokuliranih sojem L-3 sadrzaj
pigmenta i fotosintetska ucinkovitost znac¢ajno smanjila kako se koncentracija Zive povecavala.
Nitrogenazna aktivnost biljaka nodulirana sojem L-7AH ostala je konstantna u svim korisStenim
koncentracijama Zive. Rezultati sugeriraju da se ovaj simbiotski par moZe upotrijebiti za

rizoremedijaciju tla oneciséenih Zivom.
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S ciljem uvodenja bijele lupine (Lupinus albus L.) za uzgoj na tuniskim vapnenackim
tlima, Tounsi-Hammami i sur. (2019.) su ispitali i karakterizirali kompatibilne autohtone
rizobije. Dvije sorte bijele lupine (L. albus L.), Mekna i Lumen, koriStene su za izolaciju rizobija
u uzorcima tla prikupljenih sa 56 lokacija s visokim sadrZajem aktivnog vapna (0-49%).
Nodulacija se dogodila na samo 15 uzoraka tla. Lokalna sorta, Mekna, razvila je znatno vise
kvrZica i imala je vecu sposobnost nodulacije na vise tala od uvezene sorte Lumen. Analiza je
pokazala je da su sojevi povezani sa rodovima Agrobacterium, Rhizobium i Neorhizobium.
Testovi za infektivnost istaknuli su odredenu nodulacijsku specifi¢nost na razini sorte biljaka,
jer sojevi koji potje¢u iz Mekne mogu samo nodulirati ovu sortu, dok sojevi izolirani iz Lumen
sorte mogu nodulirati obje vrste. Nakon inokulacije, primjena gotovo svih istraZivanih sojeva
rezultirala je znacajnim poveéanjem mase suhe tvari biljaka. Sojevi Agrobacterium sp. izolirani
iz bijele lupine bez gena nodA i nodC ne mogu se amplificirati, ali mogu nodulirati i imati
ucinak na poticanje rasta biljaka. Prilagodeni i ucinkoviti sojevi rizobije detektirani su kao
obedavajuci kandidati za razvoj inokulanta i predstavljaju doprinos uspjeSnom uzgoju bijele
lupine u Tunisu, posebno sorti Mekna (Tounsi-Hammami i sur. 2019.).

Karim (2012.) je ispitao Cetiri razli¢ita inokulanta Bradyrhizobium sp. u staklenickim i
poljskim eksperimentima kako bi se usporedivali njihovi ucinci na rast, prinos i bioloSku
fiksaciju dusika. U pokusu u stakleniku usporedivani su bakterijski sojevi na uskolisnoj i bijeloj
lupini u razli¢itim supstratima u kontroliranom okolisu, dok je poljski pokus testirao njihove
karakteristike u prirodnim uvjetima. Pokus u stakleniku proveden je s 3 kultivara uskolisne
lupine (Haags Blaue, Boruta i Sonet) i 1 kultivarom bijele lupine (Ludic). Biljke su uzgajane u 3
razli¢ita supstrata s 5 tretmana sojeva Bradyrhizobium (nekinokulirana kontrola, komercijalni
inokulant za treset HAMBI 3118 i tekuce kulture HAMBI 3115, HAMBI 3116 i HAMBI 3118). U
pokusu u stakleniku, inokulacija je zna¢ajno povecala veli€inu korijena (45,8-64,4 %), veli¢inu
kvrzica (237.0-266.6 %), suhu masu i visinu biljke (38.3-46 %), broj kvrzica (620-659 %) i sadrzaj
klorofila (29.0-38.5 %) u odnosu na neinokulirane kontrole. Razliditi tipovi tala odnosno
supstrata u koju su lupine posadene takoder su utjecali na rast i prinos lupine, s boljim
rezultatima opazenim u tlu. Najbolji rezultati dobiveni su inokulacijom sa sojem HAMBI 3115
u tlu. Neinokulirane biljke i ¢ak i inokulirane biljke uzgajane u mediju s pijeskom pokazale su
relativno loSe rezultate, sto je bilo ociglednije kod visoko prinosnih kultivara, Boruta i Ludic,
nego kod nisko rodnih sorti, Haags Blaue i Sonet. Tretmani inokulacije takoder su pokazali

znacajno vedi sadrzaj dusika u korijenu (1,96-2,54 % N). Poljski pokus pokazao je znacajno
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povecanje izboja (14,4-47,9 %), korijena (11,9-29,1 %) i sjemena (13,8- 68,6 %), suhe tezine i
visine biljaka (3,6-10,7 %), mahune biljke (10,7-50,6 %) i udjela klorofila (5,7-20,7 %) nakon
inokulacije tri kultivara uskolisne lupine. Neinokulirane biljke koje su uzgajane u tlu u pokusu
u stakleniku i u poljskom pokusu producirale su kvrZice, $to je pokazalo prisutnost autohtonih
sojeva koje fiksiraju dusik. Soj HAMBI 3115 se pokazao najbolji u pogledu rasta lupine, prinosa
i bioloske fiksacije duSika u pokusu u stakleniku i u poljskom pokusu. Ucinkovitost
komercijalnog inokulanata na bazi treseta soja HAMBI 3118 nadmasila je sve ostale inokulante
u poljskom pokusu, ali ne i u pokusu u stakleniku, pokazujuéi vaznost nosaca. Rezultati su
pokazali da na rast i prinos lupine snaino utjeCe inokulacija s odgovarajuéim sojem
Bradyrhizobium i karakteristike tla. Odabirom odgovarajuéeg soja Bradyrhizobium za
inokulaciju i uzgoj kultivara u skladu sa zahtjevima tla moze se povecati prinos lupine.

Msaddak i sur. (2017.) ispitali su genetsku raznolikost bakterijske populacije koja
nodulira Lupinus luteus (Zutu lupinu) u sjevernom Tunisu. Filogenetske analize 43 izolata
zasnovanih na parcijalnim sekvencama gena recA i gyrB grupirale su ih u tri skupine, od kojih
dva pripadaju rodu Bradyrhizobium (41 izolat), a jedan rodu Microvirga (2 izolata), rodu koji
nikada prije nije opisan kao mikrobiom ove vrste lupine. Medu 14 opisanih vrsta roda
Microvirga (Safronova i sur. 2017.), samo 4 su simbionti mahunarki i oznaceni su kao M.
lotononidis i M. zambiensis. Biljka domacin je Listia angolensis (Ardley i sur. 2012.), a u novije
vrijeme i M. vignae, koja nodulira Vigna unguiculata (Radl i sur. 2014.). lznenadujuce,
Bradyrhizobium soj s dva izolata Llul4 i LluTb2 mozZe predstavljati novu vrstu koja je definirana
zasebnim polozajem izmedu B. manausense i B. denitrificans. Ispitana je simbioza izmedu
izolata i Zute lupine. Sojevi Bradyrhizobium nodulirali su Ornithopus compressus za razliku od
dva soja Microvirga. Na temelju ovih podataka zaklju¢eno je da su simbionti Zute lupine u
sjevernom Tunisu uglavnom sojevi B. canariense i B. lupini, a preostali sojevi pripadaju u dvije
skupine koje prethodno nisu identificirane kao endosimbionti Zute lupine. Jedan koji odgovara
novom rodu Bradyrhizobium, a drugi rodu Microvirga.

Ardley i sur. (2012.) izolirali su iz kvrzica mahunarka Listia angolensis (Zambija) i
Lupinus texensis (Teksas) sojeve gram-negativnih, nesporogenih bakterija u obliku Stapica te
su identificirane kao rod Microvirga (Yates i sur. 2007.). Koliko je poznato, niti jedan soj
Microvirga ranije nije okarakteriziran kao simbiont mahunarki (Ardley i sur. 2012.). Analiza
gena 16S rRNA dva izolata mahunarke Listia angolensis (sojevi WSM3674 i WSM3686) pokazali

su da su usko povezani s rizobijom koja nodulira Lupinus texensis koje rastu u Teksasu (Andam
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i Parker 2007.). Prema filogenetskom stablu gena 16S rRNA, sojevi iz mahunarka Listia
angolensis i Lupinus texensis bili su najuze povezani s Microvirga flocculans [prije Balneimonas
flocculans (Weon i sur. 2010.)], vrstom opisanom iz soja izoliranog iz Japana (Takeda i sur.
2004.). Trenutno su imenovane i okarakterizirane jos Cetiri vrste roda Microvirga, Microvirga
subterranea (Kanso i Patel 2003.), M. guangxiensis (Zhang i sur. 2009.), M. aerophila i M.
aerilata (Weon i sur. 2010.), izolirane iz australskih geotermalnih voda, rizinog polja u Kini i
atmosferskih uzoraka iz Koreje.

Prema genotipskoj, fenotipskoj i kemotaksonomskoj analizi utvrdeno je da rodovi
Microvirga lupini sp. nov., Microvirga lotononidis sp. nov. i Microvirga zambiensis sp. nov., iz
razreda alfaproteobakterija, s izolatima Lut6T, WSM3557T i WSM3693T koji predstavljaju

odgovarajuce vrste sojeva noduliraju mahunarke Lupinus texensis i Listia angolensis.

4.2. KVRZICNE BAKTERIJE KOJE NODULIRAJU LECU

Leda moze ispuniti svoju punu ili djelomi¢nu potrebu za dusikom za rast i razvoj od svog
simbiotskog partnera. Taha i sur. (2018.) navode Rhizobium laguerreae kao glavnog simbionta
lece.

lako je provedeno nekoliko studija kako bi se procijenila raznolikost i identitet rizobija
koje noduliraju ¢lanove porodice Fabaceae, malo je izvjeStaja koji istrazuju rizobije koje
noduliraju le¢u. Dosadasnja istraZivanja provedena na rizobijama koje noduliraju leéu
uglavnom su procijenila njihove simbiotske ucinke na rast biljaka i opisala njihove biokemijske
karakteristike i toleranciju na stresne uvjete (sol i temperaturu) (Tegegn 2006.). Raznolikost
rizobija koje noduliraju leéu takoder je opisana na osnovi plazmidnih profila, RFLP i rep-PCR
(PCR koji se temelji na ponavljaju¢im elementima), ali trenutno nema podataka o sekvenci
(Laguerre i sur. 1992.; Tegegn 2006.). Koli¢ina fiksiranog dusika ovisi o nekoliko ¢imbenika,
ukljucujudi biljni i rizobijalni genotip. Zbog toga je vaino procijeniti autohtonu raznolikost
populacije kvrziénih bakterija i ispitati potencijalne nove djelotvorne sojeve inokulanata.
Nekoliko studija ispitalo je genetsku raznolikost i sposobnost rizobija koje noduliraju ¢lanove
porodice Fabaceae. Svi su zakljuCili da je Rhizobium leguminosarum bv. viciae glavna

nodulacijska vrsta i simbiovar u porodici Fabaceae (Tian i sur. 2010.). Sva istrazivanja
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provedena na simbiotskim bakterijama lece takoder su potvrdila da je vrsta R. legquminosarum
bv. viciae simbiont le¢e u mnogim zemljama u kojima se uzgaja u Kanadi, zapadnoj Aziji,
sjevernoj Africi, Francuskoj, Kini i AlZiru (Caamafio i sur. 2017.). U Bangladesu su izolirane i
identificirane tri nove vrste koje noduliraju le¢u, Rhizobium bangladeshense, Rhizobium lentis
i Rhizobium binae (Rashid i sur. 2015.)

Rashid i sur. (2015.) su da bi utvrdili bakterijsku raznolikost i identitet rizobija koje
noduliraju le¢u u Bangladesu, proveli filogenetsku analizu gena (16S RNA gena, recA, atpD i
gInll i nodulacijskih gena (nodC, nodD i nodA) 36 bakterijskih izolata iz 25 lokaliteta u cijeloj
zemlji. Analize su pokazale da se vedina izolata (30 od 36) odnosi na vrste Rhizobium etli i
Rhizobium leguminosarum. Samo tih trideset izolata uspjelo je ponovno nodulirati leéu u
laboratorijskim uvjetima. Geni koji kodiraju proteine pokazali su 89,1-94,8% genetsku sli¢nost
s odgovarajuc¢im genima R. etli i R. leguminosarum. Iste analize pokazale su da se dijele u tri
razliita filogenetske skupine. Razlikovanje ovih skupina od usko srodnih vrsta je potkrijepljeno
ERIC-PCR-om visoke rezolucije i fenotipskim karakteristikama poput temperaturne tolerancije,
rasta na kiselo-alkalnom mediju (pH 5,5-10,0) i osjetljivosti na antibiotike. Filogenetske analize
temeljene na tri nodulacijska gena (nodA, nodC i nodD) i unakrsnim inokulacijskim
ispitivanjima potvrdile su da su nodulacijski geni povezani s genima vrste R. leguminosarum
sv. viciae, ali su grupirani u posebnu skupinu. Dakle, multilokusna filogenetska analiza i
fenotipska obiljeZja pokazuju da su za nodulaciju le¢e u Bangladesu odgovorne najmanje tri
razliCite vrste. Te se vrste razlikuju od R. etli i R. leguminosarum vrsta te mogu odgovarati
novim vrstama u rodu Rhizobium.

Tijekom 2011., Wondwosen i sur. (2016.) proveli su eksperiment u polju i u loncima
radi utvrdivanja ucinkovitosti sojeva Rhizobium na dva kultivara lece u juinoj Etiopiji.
IstraZivanje je provedeno kako bi se procijenila ucinkovitost autohtonih sojeva Rhizobium
prethodno izoliranih iz kvrZica lece (kultivar TESHALE). Koristeno je Sest rizobijalnih
inokulanata, a od toga Cetiri autohtona i dva komercijalna. Inokulirane biljke rezultirale su
znatno veéim brojem kvrzica, vecom masom suhe tvari kvrZica, prinosom zrna u odnosu na
neinokulirane biljke. U poljskom pokusu Inokulacija lec¢e sa sojem Lt29 i Lt5 povecala je prinos
sjemena za 59%, odnosno 44%. Slicno tome, prinosi zrna povecani su tijekom pokusa u loncu
za 92% i 67% u odnosu na kontrolne tretmane inokulacijom sa sojevima Lt29 i Lt5. Najvecée
razine fiksacije N postignute su u inokuliranim biljkama sa sojem Lt29. Poljska i ispitavanja u

loncu pokazala su da inokulacija le¢e s nativnim sojevima rizobija zamjenjuje potrebu za
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mineralnim dusi¢nim gnojivima kako bi se optimizirali prinosi leca.

Leca se uzgaja u Cileanskim mediteranskim susnim podrucjima i na podrucjima s tlima
koja su erodirana. Sepulveda-Caamaiio i sur. (2017.) proveli su istrazivanje u kojem su
inokulirali leée rizobijama u koinokulaciji s rizobakterijama koje poticu rast (PGPR) kako bi se
postigla veéa biomasa, ubrzala nodulacija i povecala fiksacija dusika. Cilj ovog istrazivanja bio
je odabir rizosfernih bakterija (PGPR) iz leée i procjena njihovog utjecaja na nodulaciju leé¢e u
istodobnoj inokulaciji s rizobijom. Sezdeset i tri izolata rizobakterija leé¢e dobiveni su iz devet
tala u mediteranskom podrucju. Oni su molekularnim analizama reducirani na 57 razlicitih
sojeva. Sojevi su ocijenjeni prema kompatibilnosti s rizobijom, od cega je 38 soja bilo
kompatibilno s rizobijama. Deset odabranih sojeva identificirano je kao Pseudomonas spp.
kroz sekvenciranje 16S rRNA. Sojeve su inokulirali na korijen lece koje su rasle na vre¢icama za
klijanje sjemena kako bi se procijenilo stvaranje kvrzica. Soj LY50a povecao je ranu nodulaciju
za 85% u usporedbi s kontrolom inokuliranom samo s rizobijom (AG-84). Zaklju¢no, bakterije
rizofere s Cileanskih mediteranskih tla mogu se koristiti kao promotori rasta biljaka lece.

Tahaisur. (2018.) u svom su istrazivanju procjenjenili genetsku raznolikost 268 rizobija
koje noduliraju le¢u (L. culinaris) prikupljenih s 40 obradenih polja u glavnim regijama
proizvodnje le¢e u Maroku. Tri kromosomska gena recA, gInll i atpD i jedan zajednicki
simbiotski gen (nodC) sekvencionirani su i analizirani kako bi se identificirali lokalni simbioti
leée. Vrsta R. laguerreae je glavni simbiont kultivirane le¢e u Maroku i prvi put se dobiva veliki
uzorak jedinki za ovu vrstu. Sve prethodne studije pokazale su da je vrsta R. leguminosarum
glavna endosimbiotska vrsta lec¢e koja fiksira dusik, s rijetkim izuzetkom, kao u Tunisu gdje su
vrste Ensifer numidicus ili Mesorhizobium amorphae sv. ciceri povezani s le¢om (Sami i sur.
2016.) ili u BangladeSu s nekoliko novih vrsta roda Rhizobium poput vrsta R. lentis, R.
bangladeshense i R. binae (Rashid i sur. 2015.) Stoga su rezultati ove studije neocekivani.
Velika vecina izolata koji su dobiveni pripada vrsti R. laguerreae. Vrsta R. laguerreae nedavno
je opisana kao zasebna vrsta od vrste R. legquminosarum (Saidi i sur. 2014.). Prvo je izoliran kao

simbiont boba (Vicia faba), a uzorkovan je iz Perua, Spanjolske i Tunisa.
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4.3. KVRZICNE BAKTERIJE KOJE NODULIRAJU SLANUTAK

Slanutak moze fiksirati atmosferski dusik kroz svoje kvrZice s rizobijama. Te su bakterije
su specifi¢ne za vrste i slabo prezZivljavaju na teksturiranim kiselim tlima. Stoga je inokulacija
sjemena rizobijama potrebna za normalan rast slanutka na tlima gdje se prije nije uzgajao
slanutak. U tlima siromas$nim dusikom mala pocetna doza dusika (10-25 kg N ha ') moze
potaknuti rast korijena i dovesti do povecanja prinosa sjemena. Trenutno su rizobije koje
noduliraju slanutak uklju¢ene u rod Mesorhizobium, a dvije su vrste koje tvore kvrzice pri
interakciji s korijenom slanutka opisane kao specificni mikrosimbionti: M. ciceri i M.
mediterraneanum. Ipak, izolati koji se odnose na najmanje tri druge vrste (M. amorphae, M.
loti i M. tianshanense) takoder noduliraju slanutak (Rai i sur. 2012.).

Simbioza slanutka (Cicer arietinum L.) i Rhizobium leguminosarum sv. ciceri godisnje
proizvede do 176 kg ha ovisno o sorti, bakterijskom soju i faktorima okolisa (Beck i sur.
1991.). Medutim, slanutak se smatra osjetljivim na povecane koncentracije soli i prema tome,
salinitet je jedan od najvaznijih okoli$nih ¢imbenika koji ogranicavaju proizvodnju i bioloSku
fiksaciju slanutka u aridnim i semi aridnim podrucjima. Nekoliko istraZzivanja provedenih na
slanutku (Garg i Singla 2009.) pokazali su da poviseni salinitet usporava rast biljaka, smanjuje
stopu fiksacije dusika te broj kvrzica. Procjenjuje se da oko 40% svjetske kopnene povrsine ima
potencijalne probleme slanosti, a vedina tih podrucja ogranicena je na tropske i mediteranske
regije (Bouhmouch isur. 2005.). Povec¢ana koncentracija soli moze ograniciti simbiozu utjecuci
na preZivljavanje i Sirenje rizobija u tlu i rizosferi, inhibirajuéi infekcijski proces, izravno
utjecuéi na smanjenje funkcije kvrzica ili smanjujuci rast biljke, fotosintezu i potraznju za
dusSikom. Nadalje, povecani salinitet moZe ozbiljno promijeniti fotosintetski metabolizam
ugljika i sadrzaj klorofila u listovima, kao i fotosintetsku ucinkovitost (Balibrea i sur. 2003.).
Postoji Siroka varijacija medu sojevima rizobija koje noduliraju slanutak u njihovoj sposobnosti
rasta i prezivljavanja u fizioloSkim uvjetima. Primjerice, upotreba rizobije izolirane iz slanog
okolisa poboljsala je nodulaciju slanutka u slanim tlima (lbrahim i Salih 1980.), dok su osjetljivi
sojevi Rhizobium proizveli loSu nodulaciju i fiksaciju N2 pri slanim uvjetima (Saxena i Rewari
1992.). Divlje (prirodno rastué¢e) mahunarke u susnim regijama podlijezu teskim okoliSnim
uvjetima. Dakle, simbiotske rizobije prirodno rastuéih mahunarki tolerantnije su na neke

ekoloske uvjete (sol, jaka suSa, povisSene temperature itd.) nego rizobije iz kultiviranih
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mahunarki. U stvari, rizobije otporne na sol izolirane iz divljih mahunarki imaju specificna
svojstva koja im daju ekoloski znacaj i te se rizobije mogu koristiti kao bio-gnojiva u slanim
tlima (Zahran 2001.). Da bi se procijenila simbiotska ucinkovitost sojeva Rhizobium
leguminosarum sv. ciceri izoliranih iz viSegodisnjeg divljeg slanutka (Cicer anatolicum) u
usporedbi sa standardnom bakterijskom kulturom, N primjenom i neinokuliranom kontrolom
pod stresnim uvjetima (zaslanjeno tlo) Oguit¢li i sur. (2009.) napravili su istraZivanje. U tu svrhu
iz divljih slanutaka dobivena su 4 soja (DN1, DN7, TN3 i TN4). Sjeme slanutka inokulirano je
tim sojevima i uzgajano u loncima koji sadrze sterilni pijesak pri razli¢itim koncentracijama
NaCl u kabinetu za rast biljaka. Masa suhe teZine korijena i izdanaka, broj i suha masa kvrzica,
sadrzaj klorofila i dusika u biljci, fiksirana koli¢ina dusika su se smanjivale s porastom razine
saliniteta. U slucaju poveéanog saliniteta i pri normalnim uvjetima inokulacija sa sojevima R.
leguminosarum sv. ciceri zna€ajno je povecala sve gore navedene parametre u usporedbi s
neinokuliranom kontrolom. Medutim, rizobije koje noduliraju slanutak pokazale su razli¢itost
u svojoj toleranciji na sol. Biljke inokulirane sa sojevima DN7 i TN4 proizvele su ve¢u masu
izboja, povecale suhu tezinu kvrzica, ukupni N i fiksirani N u normalnim uvjetima nego biljke
inokulirane sa sojevima DN1 i TN3. Ovi rezultati pokazali su da je slanutak sposoban rasti i
opstati u tlu s povedanim sadrzajem soli nakon inokulacije sojevima R. leguminosarum sv.
ciceri izoliranih iz slanutka, posebno sojevi DN7 i TN4 (Oglitci i sur. 2009.).

U sadasnjosti, odrZivost poljoprivrede postala je glavno pitanje globalnog znacaja s
obzirom na to da intenzivho koriStenje mineralnih gnojiva negativno utje¢e na okolis.
Upotreba bio-gnojiva moze smanijiti potrebu za mineralnim gnojivima i umanjiti Stetne ucinke
na okolis. Studije su pokazale pozitivan ucinak inokulacije roda Mesorhizobium na rast,
simbiotske parametre, prinos i kvalitetu slanutka.

U istrazivanju koje su proveli Sharma i sur. (2017.) istraZena je heterogenost prirodnih
populacija rizobija koje noduliraju slanutak koja je povezana s 18 razlicitih indijskih kultivara
slanutka (Cicer arientinum). Fizioloska raznolikost 20 rizobija karakterizirana je na temelju
fenotipskih parametara kao Sto su pH, temperatura i tolerancija na salinitet. Rizobije su
podijelili na spororastuce (14 izolata) i brzorastuce (6 izolata). Filogenija 16S rRNA gena otkrila
je visok stupanj raznolikosti vrsta medu izolatima. lzolat koji tvori kvrzice poput ACR15
identificiran je kao Mesorhizobium ciceri, dok su drugi izolati pokazali sli€nost s drugim
vrstama roda Mesorhizobium. Ova studija pridonijela je saznanju da osim vrsta M. ciceri i M.

mediterraneanum, slanutak mogu nodulirati i mnoge druge autohtone rizobije Sto pokazuje
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vaznost istraZivanje autohtonih rizobija. (Sharma i sur. 2017.).

Primjena fungicida u poljima ima negativne ucinke na inokulirane mikroorganizme i
njihovu aktivnost. Primijenjeni dusik u obliku uree uzrokuje povecanu osjetljivost na bolest,
smanjenje prinosa i smanjenje kvalitete sjemena. Trajna uporaba mineralnih gnojiva moze
utjecati na fizikalno-kemijska svojstva tla i moZe dovesti do negativhog utjecaja na
produktivnost tla. Ovakva praksa rezultira poveéanim troskovima proizvodnje, siromastvom,
prijetnja je Zivotu i egzistenciji ljudi (Mubeen i sur. 2006.). Lijek za sve probleme bio je
ekolosko bio-gnojivo koje se danas koristi u vecini zemalja. Bio-gnojiva pomazu u rjesavanju
povecane slanosti tla i otjecanju kemikalija s poljoprivrednih polja, a dokazano je da su
ucinkovita zamjena za mineralna gnojiva s manjim unosom kapitala i energije (Hafeez i sur.
2002.). Rizobije se Siroko koriste kao bio-gnojivo za mahunarke. PoboljSanje ucinkovitosti
simbioze izmedu mahunarki i rizobija vjerojatno ¢e rezultirati pove¢anom proizvodnjom
proteina u mahunarkama. Simbiotska ucinkovitost rizobija koje noduliraju obi¢ni grah, soju i
druge mahunarke sveobuhvatno se istrazuje. Trenutno postoji opéenito nedostatak podataka
o raznolikosti i simbiotskim svojstvima autohtonih rizobija koje noduliraju razli¢ite vrste
mahunarki u Pakistanu. Stoga su Qureshi i sur. (2013.) napravili istrazivanje kako bi detektirali
ucinkovite rizobije koje se mogu koristiti kao inokulanti za slanutak. Iz pakistanskih tala su
izolirali 19 vrsta rizobija kako bi ih usporedili s komercijalnim bio-gnojivom. Od 27 testiranih
sojeva 19 izolata je inficiralo biljku domacdina i efikasno fiksiralo dusik. Oznacene razlike u
minimalnim i maksimalnim vrijednostima promatrane za sve proucavane simbiotske osobine
sugeriraju da ispitivani izolati imaju razli¢ite mogucénosti fiksacije dusika. Svi izolati postigli su
bolji rezultat za sve simbiotske osobine nego komercijalni soj, stoga ovi izolati ne samo da ée

osigurati potrebe domacina za dusikom veé ¢e povecati i plodnost tla.
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5. ZAKLJUCAK

Brojne korisne bakterije imaju vaznu ulogu u razli¢itim biokemijskim procesima u tlu
koji mogu znacdajno unaprijediti rast biljaka tla i poboljsati svojstva tla. Izmedu razli¢itih
mehanizama djelovanja, neke bakterije mogu potaknuti rast biljaka uspostavljanjem
simbioznih odnosa sa biljkama u kojima dolazi do vezanja atmosferskog dusika i njegove
redukcije do amonijskog oblika. Medu svim mikroorganizmima koji fiksiraju dusik, simbiozni
odnosi izmedu mahunarki i rizobija odgovorni su za najveci unos fiksiranog dusika u sustavima
biljne proizvodnje (ili u sustavima tlo-biljka). Proizvodnja visoko kvalitetne, bjelan¢evinama
bogate hrane (kao $to su mahunarke) uglavnom ovisi o dostupnom dusiku zbog ¢ega je od
iznimne vaznosti proucavanje simbiozne fiksacije dusika kako bi se unaprijedio uzgoj
mahunarki u raznim drZzavama svijeta kao i u Hrvatskoj.

Slanutak (C. arientinum L.), lupine (Lupinus spp.) i le¢a (L. culinaris L.), su jedne od
najstarijih i vrlo znacajnih kultura mahunarki u svijetu zbog velikog udjela proteina. Te kulture
se prvenstveno proizvode za sjeme, zelenu hranidbu, sijeno, silazu ili zelenu gnojidbu.

Zbog stalnog porasta stanovnistva, globalnih promjena, zagadenja okolisa i atmosfere
potrebno je uvesti promjene u nacin uzgoja mahunarki u svijetu te povecati povrsine na kojima
¢e se uzgajati zbog Cega je u buduénosti osobito vazno dodatno istraziti njihove simbionte te
prosiriti spektar inokulanata na mahunarke kao Sto su le¢a, lupine i slanutak.

Provedena istrazivanja potvrduju znacdaj proucavanja autohtonih populacija i znacaj
selekcije, postojanje velike prirodne raznolikosti te se na taj na¢in moze unaprijediti uzgoj ovih

kultura.
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