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HALOTOLERANTNE MIKROBNE ZAJEDNICE - DIVERZITET | SPOSOBNOST
STIMULACIJE BILINOG RASTA

Sazetak

Adaptacije biljaka na specifi¢ne uslove stanista blisko su povezane sa biljnom mikrobiotom, pri ¢emu
halotolerantne bakterije stimulatori biljnog rasta (Halotolerant Plant Growth Promoting, HT PGP)
imaju vaznu ulogu u toleranciji biljaka na stres izazvan povisenom koncentracijom soli. Nastanjene
u rizosferi, okolnom zemljistu ili endorizosferi biljaka, HT PGP bakterije poboljSavaju biljni rast i
dostupnost nutrijenata, otpornost na abiotic¢ki stres 1 napade patogena, istovremeno obnavljajuéi
plodnost zaslanjenih zemljiSta na agroekoloski prihvatljiv nacin.

U uslovima rastuc¢eg problema zaslanjivanja zemljista Sirom sveta i njegovog negativnog efekta na
poljoprivredu, raste interes za upotrebu HT PGP bakterija kao strategije za ublazavanje efekata
povecanih koncentracija soli na useve. Stoga su ciljevi ove disertacije bili usmereni ka izucavanju
diverziteta bakterijskih zajednica rizosfere, endorizosfere i zemljiSta prirodnih slatina na lokalitetu
Slano Kopovo (Srbija), kao resursa za formiranje kolekcije okarakterisanih HT PGP bakterija sa
potencijalom za primenu u odrzivoj poljoprivrednoj proizvodnji u olakSavanju prevazilazenja efekata
stresa izazvanog solima na useve.

U svrhu ispunjenja ciljeva disertacije odabran je integrativni pristup koji kombinuje tehnike
izu¢avanja mikroorganizama nezavisne i zavisne od njihovog gajenja. Primenom sekvenciranja nove
generacije (NGS) dobijen je taksonomski profil bakterijskih zajednica povezanih sa halofitama. Za
izolaciju i1 formiranje kolekcije bakterija koriS¢ena su dva kriterijuma, halotolerancija i produkcija
enzima 1-aminociklopropan-1-karboksilat (ACC) deaminaze, §to je rezultovalo formiranjem HAL
kolekcije i ACC kolekcije. Dobijeni izolati su okarakterisani u pogledu halotolerancije i prisustva
slede¢ih PGP odlika: produkcije indol-3-siréetne kiseline (IAA), amonijaka, solubilizacije fosfata,
kalijuma, cinka, stvaranja siderofora, egzopolisaharida (EPS) i biofilmova. PGP svojstva su ispitana
u prisustvu razli¢itih koncentracija NaCl, dok je za pojedine sojeve sa vi$estrukim PGP mehanizmima
izvrSena molekularna identifikacija. Sojevi Bacillus megaterium 6Z3 i Halomonas songnenensis
14K X2 su odabrani za ispitivanje uticaja na osam parametara klijanja semena i ranih faza rasta je¢ma,
pSenice 1 suncokreta u uslovima bez 1 sa dodatkom NaCl. Takode, odabrani sojevi su inkapsulisani
tehnikom ekstruzije u alginatno skrobnom matriksu. Nakon toga je praceno prezivljavanje celija
tokom godinu dana, kako bi se ispitale moguénosti za primenu ove tehnike u dobijanju ¢vrstih
bioinokulanata.

Metodama nezavisnim od gajenja pokazano je da biljna vrsta u kombinaciji sa spolja$njim faktorima
utiCe na diverzitet 1 sastav bakterijskih zajednica povezanih sa halofitama, kojima je zajednicka
karakteristika znacajna zastupljenost predstavnika Actinobacteria 1 Proteobacteria. Najveci diverzitet
detektovan je u zemljiStu, dok je endorizosfera svih biljaka pokazala najniZi diverzitet bakterijskih
zajednica specijalizovanih pod intenzivnim uticajem biljke.

Primenjene strategije za izolaciju rezultirale su kolekcijama multifunkcionalnih sojeva medu kojima
je 7% HAL izolata i 13% izolata iz ACC kolekcije ispoljavalo svih osam testiranih PGP svojstava.
Svojstva solubilizacije kalijuma, fosfata i cinka su bila izrazenija medu izolatima ACC kolekcije, dok
je produkcija IAA bila zastupljenija medu predstavnicima HAL kolekcije. Produkcija amonijaka,
EPS 1 stvaranje biofilma su bili zastupljeni kod viSe od 90% testiranih izolata obe kolekcije.
Molekularnom identifikacijom potvrdeno je prisustvo predstavnika halotolerantnih rodova
Halomonas, Kusheria, Halobacillus, Mammalicoccus (bivsi Staphylococcus) i Planococcus, medu
kojima su 1 predstavnici koji ispoljavaju viSestruka PGP svojstva u uslovima poviSene koncentracije
soli.



Odabrani sojevi B. megaterium 6Z3 i H. songnenensis 14KX2 su pokazali pozitivne efekte na
parametre klijavosti ispitivanih useva, pri ¢emu su efekti bakterijske inokulacije na parametre
germinacije zavisili od primenjenog soja, ispitivanog useva kao i koncentracije soli. B. megaterium
673 je znacajno poboljsao parametre klijavosti je¢ma i suncokreta pri ¢emu su efekti bili izrazeniji
pri poviSenim koncentracijama soli. U slu¢aju pSenice, efekat inokulacije B. megaterium 6Z3 bio je
slabiji 1 statisti¢ki znacajni efekti su zabelezeni samo na vigor I (63%), duzinu (45%) i suvu masu
klijanaca (8%). Tretman semena sojem H. songnenensis 14KX2 je najveéi efekat ispoljio kod
suncokreta poboljSavajuéi sve testirane parametre u prisustvu najvise koncentracije soli. Kod je¢ma,
efekti inokulacije H. songnenensis 14KX2 su bili izrazeniji u prisusvu soli, gde je doslo do povecanja
procenta germinacije (GP), germinacionog indeksa (Gl), vigora |, vigora Il, suve mase kao i
smanjenja proseCnog vremena germinacije (MGT) inokulisanih semena, dok je kod pSenice
inokulacija pozitivno uticala na polovinu testiranih parametara, ali bez uticaja na MGT i vlaznu masu.

Odabrana tehnika inkapsulacije omogucila je zadrzavanje visokog procenta vijabilnosti (>90%) oba
inkapsulata tokom godinu dana skladiStenja na 4°C i sobnoj temperaturi, ¢cime se pokazala kao dobar
izbor za dobijanje ¢vrstih bakterijskih inokulanata.

Izuc¢avanje biljno-mikrobnih interakcija u slanim staniStima otvara mogucnosti iskori§¢avanja
korisnih svojstava autohtonih HT PGP mikroorganizama adaptiranih na nepovoljne uslove. Rezultati
ove disertacije sugeriSu da su bakterijske zajednice povezane sa halofitama dragocen izvor HT PGP
bakterija koje imaju potencijal da podrzavaju biljni rast i opstanak u uslovima poviSenih koncentracija
soli ¢ime se prosiruju mogucnosti kori§¢enja zaslanjenih zemljista u poljoprivredi.

Kljué¢ne reédi: zaslanjenost zemljiSta, mikrobiota halofita, halotolerantne bakterije stimulatori biljnog
rasta (HT PGP), Halomonas songnenensis, Bacillus megaterium, bakterijski tretman semena,
inkapsulacija.

Naucna oblast: Mikrobiologija
UZa naucna oblast: Ekoloska mikrobiologija
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HALOTOLERANT MICROBIAL COMMUNITIES - DIVERSITY AND PLANT GROWTH
PROMOTING ABILITY

Abstract

Plant microbiota, specifically Halotolerant Plant Growth-Promoting Bacteria (HT PGP), play a
crucial role in plant tolerance to stress caused by increased salt concentrations. HT PGP bacteria,
inhabiting the rhizosphere, surrounding soil, or plant endorhizosphere, promote plant growth and
nutrient availability, as well as resistance to abiotic stress and pathogen attacks, while restoring the
fertility of saline soil in an agroecologically acceptable manner.

Given the global problem of soil salinization and its detrimental effects on agriculture, there is
growing interest in applying HT PGP bacteria to mitigate the impact of elevated salt concentrations
on crops. Consequently, the goal of this dissertation was to study the diversity of bacterial
communities in the rhizosphere, endorhizosphere, and soil of natural saline habitats at the Slano
Kopovo site (Serbia) as a resource for the formation of a collection of characterized HT PGP bacteria
with the potential for application in sustainable agricultural production, helping crops overcome the
effects of salt stress.

In order to achieve the objectives of the thesis, an integrative method was applied, that includes both
culture-independent and culture-dependent strategies. Next generation sequencing (NGS) was used
to establish a taxonomic profile of bacterial populations associated with halophytes. The bacterial
collection was isolated and formed based on two criteria: halotolerance and synthesis of the enzyme
1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase, resulting in the HAL and ACC collections.
The isolates were screened for halotolerance and PGP traits such as indole-3-acetic acid (IAA)
synthesis, ammonia production, phosphate solubilization, potassium and zinc mobilisation,
siderophore production, as well as exopolysaccharides (EPS) and biofilm formation.

PGP properties were studied under different NaCl concentrations, while molecular identification was
performed for individual strains exhibiting multiple PGP mechanisms. The Bacillus megaterium 623
and Halomonas songnenensis 14KX2 strains were selected to evaluate their effects on eight
parameters of seed germination and early growth stages of barley, wheat, and sunflower under
conditions with and without NaCl addition. Additionally, the selected strains were encapsulated in an
alginate-starch matrix, using the extrusion technique. The viablity of the encapsulated cells was
monitored for one year to assess the potential of this technique for the production of solid
bioinoculants.

Culture-independent methods have revealed that plant species, in combination with external factors,
affect the diversity and composition of bacterial communities associated with halophytes, which are
predominantely composed of Actinobacteria and Proteobacteria. Soil exhibited the highest bacterial
diversity, while the endorhizosphere of all plants had the lowest diversity of bacterial communities
that had specialized under the intensive influence of the plant.

The isolation method used resulted in collections of multifunctional bacteria, with 7% of HAL isolates
and 13% of ACC isolates demonstrating all eight assessed PGP traits. ACC isolates demonstrated
greater potassium, phosphate, and zinc solubilization, whereas HAL isolates produced higher levels
of IAA. More than 90% of the isolates from both collections synthesized ammonia, EPS, and formed
biofilms. Molecular identification confirmed the presence of representatives from halotolerant genera
Halomonas, Kushneria, Halobacillus, Mammalicoccus (formerly Staphylococcus), and Planococcus,
all of which exhibit multiple PGP properties at elevated salt concentrations.

Selected strains of B. megaterium 6Z3 and H. songnenensis 14KX2 had a beneficial impact on the
germination parameters of the tested crops, however the effects of bacterial inoculation on
germination parameters varied depending on the strain, crop type, and the salt content. B. megaterium



623 significantly improved the germination traits in barley and sunflower, with a stronger effect at
higher salt concentrations. In wheat, inoculation with B. megaterium 6Z3 had a less pronounced
effect, with statistically significant increases observed in vigor index | (63%), seedling length (45%),
and dry weight (8%). Seed treatment with H. songnenensis 14KX2 had a significant impact on
sunflower, enhancing all tested parameters at the highest salt concentration. In barley, inoculation
with H. songnenensis 14KX2 had a more pronounced effect under saline conditions, increasing
germination percentage (GP), germination index (Gl), vigor I, vigor I, and dry weight while reducing
mean germination time (MGT) in inoculated seeds. In wheat, inoculation had a positive effect on half
of the parameters tested but had no effect on MGT or wet mass.

The chosen encapsulation procedure allowed both strains to retain a high percentage of viability (>
90%) over one year of storage at 4°C and room temperature, demonstrating its suitability for the
production of solid bacterial inoculants.

The study of plant-microbial interactions in saline environments opens up the possibility of exploiting
the beneficial properties of indigenous HT PGP bacteria adapted to harsh conditions. The findings of
this dissertation suggest that bacterial communities associated with halophytes are a valuable source
of HT PGP bacteria capable of supporting plant growth and survival under elevated salt
concentrations, thereby expanding the possibilities for utilizing saline soils in agriculture.

Key words: soil salinity, halophyte microbiota, halotolerant plant growth promoting bacteria (HT
PGP), Halomonas songenensis, Bacillus megaterium, bacterial seed treatment, encapsulation.

Scientific field: Microbiology
Scientific subfield: Microbial ecology
UDK: 502.211:579]:574:661.162.66(043.3)
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1. UvOD

Zaslanjivanje predstavlja jedan od glavnih oblika degradacije zemljista koji ograni¢ava moguénosti
njegovog koriS¢enja. Gubitak plodnosti zemljista usled zaslanjivanja je rastuc¢i problem, imajuci u
vidu intenzivnu poljoprivrednu proizvodnju, kao i doprinos klimatskih promena ovom problemu.
Povecana akumulacija soli u zemlji§tu negativno uti¢e na njegove fizi€ko-hemijske i bioloSke
osobine, Sto se odrazava na rast 1 diverzitet organizama koji ga naseljavaju i naruSava ekolosku
ravnotezu u stani$tu. Tako zaslanjivanje zemljista dovodi do gubitka biodiverziteta, smanjenja
mikrobioloske aktivnosti, degradacije ekosistema, pada prinosa useva, dezertifikacije poljoprivrednih
zemljiSta i povecéanja rizika od erozije usled gubitka vegetacije.

PovrSine pod =zaslanjenim zemljiStem se povecavaju svake godine, smanjujuéi potencijalne
poljoprivredne povrSine dominantno u aridnim i poluaridnim regionima. Medutim, ne postoji
klimatska zona u kojoj nije izrazen negativan uticaj salinizacije. Prema najnovijoj globalnoj mapi
(GSAS map - Global salt affected soil map) koja obuhvata 118 zemalja, zaslanjene povrSine
obuhvataju 424 miliona hektara povrSinskog sloja zemljista (0-30 cm) i 833 miliona hektara na dubini
od 30-100 cm (FAO, 2021a). U Evropi, zaslanjivanje predstavlja jedan od glavnih uzroka degradacije
zemljis$ta na oko 30,7 miliona hektara slanih i sodnih zemljiSta, pri ¢emu je problem najizrazeniji u
mediteranskoj oblasti (Daliakopoulous et al., 2016). Procenjuje se da je preko 20% ukupnog
obradivog zemljista na svetu pod uticajem povisenih koli¢ina soli, a ukoliko se nastavi trenutni trend
do 2050. godine, ocekuje se priblizan porast saliniteta obradivih povrSina za oko 30% (Otlewska et
al., 2020). EU strategija za zemljiste (EU soil strategy for 2030) kao osnovni cilj do 2050. godine
postavlja uspostavljanje zdravog zemljiSnog ekosistema. Prema tome, postoji urgentna potreba za
pronalazenjem odrzivih strategija i reSenja usmerenih ka ublazavanju efekata zaslanjivanja zemljista
kao jednoj od rastucih globalnih pretnji poljoprivrednoj proizvodniji.

Svega 1% ukupne flore pripada halofitama, biljkama koje su sposobne da rastu i razmnoZavaju se na
slanim zemljiStima. Halofite odlikuju specificne morfoloske, anatomske 1 geneticke adaptacije na
poviSene koncentracije soli u zemljiStu. Medutim, sposobnost biljaka da se prilagode specificnim
uslovima staniSta, posebno u uslovima stresa, povezana je 1 sa mikroorganizmima koji ¢ine biljnu
mikrobiotu. Zahvaljujuéi koevoluciji sa biljkom u istim uslovima, mikrobiota halofita je prilagodena
slanom stani$tu i smatra se klju¢nim faktorom za razumevanje prezivljavanja halofita u uslovima
poviSenih koncentracija soli (Etesami i Glick 2020). Zaslanjena zemljiSta, rizosfera i unutraS$njost
halofita su staniSta sa promenljivim i Cesto ekstremno visokim koncentracijama soli koje
prezivljavaju samo adaptirani mikroorganizmi koji pripadaju halotolerantnim i halofilnim grupama.
Istaknutu grupu mikrobiote halofita Cine halotolerantne bakterije stimulatori biljnog rasta
(Halotolerant Plant Growth Promoting HT PGP) koji naseljavaju okolno zemljiste, rizosferu i
unutrasnjost biljke. Uspostavljajuci blisku vezu sa biljkom, HT PGP mikroorganizmi poboljSavaju
njen rast i dostupnost nutrijenata, otpornost na abioticki stres i napade patogena, istovremeno
obnavljajuci plodnost zemljis$ta na agroekoloski prihvatljiv nacin.

Usled uticaja soli, prirodne slatine su zemljiSta nepogodna za poljoprivrednu proizvodnju, dok u
podru¢jima intenzivne poljoprivredne proizvodnje, sekundarno zaslanjivanje zemljiSta ogranicava
mogucénosti gajenja useva 1 kultura koje su manje tolerantne na poviSene koncentracije soli u
zemljistu. Imajuc¢i u vidu uticaj mikrobiote na rast 1 razvoj biljaka, javlja se potreba za ispitivanjem
mogucénosti iskoris¢avanja HT PGP bakterija poreklom iz prirodno slanih staniSta za unapredenje
rasta i gajenja useva na sekundarno slanim zemljiStima. Predstavnici HT PGP kao $to su Halomonas,
Halobacillus, Bacillus ili Pseudomonas uticajem na germinaciju, povecanje dostupnosti nutrijenata



ili direktnim regulisanjem koncentracije biljnih hormona, imaju potencijal da poboljsaju toleranciju
biljaka prema stresu izazvanom salinitetom.

Negativni efekti povecane koncentracije soli su posebno izrazeni tokom germinacije i ranog rasta
klijanaca Sto su klju¢ni koraci za dalji razvoj biljke 1 kontinuiranu poljoprivrednu proizvodnju.
Tretman semena korisnim mikroorganizmima je ekoloski prihvatljiva i ekonomicna tehnika, koja
pozitivno deluje na germinaciju, vigor klijanaca, povecanje biomase i jacanje biljke u zemljiStima
loSih osobina i uslovima stresa, §to kona¢no moze da uvea ekonomsku dobit odrzavanjem
adekvatnih prinosa. Inokulacijom semena se postiZe bolja ishrana, kvalitet i otpornost useva, te stoga
istrazivanje primene HT PGP inokulanata moze rezultovati alternativnom strategijom za ublazavanje
efekata salinizacije na biljku i zemljisSte u odrzivoj poljoprivrednoj proizvodnji.

Za efikasnu upotrebu HT PGP bakterija u olak$avanju negativnih efekata stresa kod useva, potrebna
je adekvatna formulacija koja ¢e obezbediti kvalitet i stabilnost inokuluma uz jednostavnu primenu
za krajnjeg korisnika. U tom kontekstu, primena tehnika inkapsulacije u formulaciji mikrobioloskih
preparata dobija sve veéi znacaj. Cvrsti inokulanti su stabilniji, manje podlozni kontaminaciji i
omogucavaju odrzavanje vijabilnosti i bioloske aktivnost celija tokom duzeg skladiStenja.
Inkapsulacija obezbeduje zastitu ¢elijama od nepovoljnih abiotickih uslova i bioti¢kih interakcija,
kao 1 postepeno oslobadanje nakon primene ¢ime se omogucava kontinuirana kolonizacija rizosfere
i korena i ispoljavanje pozitivnih efekata na biljku. Imajuci u vidu navedeno, za konac¢nu strategiju
primene HT PGP bakterija neophodan je sveobuhvatan pristup koji ukljucuje vise koraka: izolaciju
halotolerantnih bakterija iz zaslanjenih staniSta, odabir sojeva koji ispoljavaju zeljene PGP odlike,
kao i odlike koje im olaksavaju prezivljavanje poput pokretljivosti, produkcije pigmenata uz
ispitivanje uticaja povisenih koncentracija soli na ispoljavanje tih odlika, ispitivanje uticaja
inokulacije semena na klijavost i rani razvoj biljke, a na kraju i ispitivanje mogucénosti primene
savremenih tehnika u formulaciji finalnih proizvoda.

Usled problema sa kojima se poljoprivredna proizvodnja suo€ava zbog zaslanjivanja zemljista, raste
interes za izucavanjem zajednica mikroorganizama zaslanjenih staniSta, posebno onih koje su
povezane sa halofitama. Istrazivanja biljno-mikrobne interakcije u zaslanjenim stani§tima imaju
multidisciplinarni karakter 1 pored fundamentalnog znacaja mogu rezultirati kreiranjem kolekcije
odabranih sojeva HT PGP bakterija sa znacajnim potencijalom za primenu u odrZivoj poljoprivedi,
koji se ogleda kroz stimulaciju rasta, poboljSanje klijavosti semena 1 otpornosti useva na stres, $to
predstavlja odrziv na€in za povecanje prinosa uz istovremeno smanjenje unosa agrohemikalija i
smanjenje troSkova proizvodnje.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Zaslanjenost kao vid degradacije zemljiSta

Uprkos moguénosti regeneracije, zemljiste se smatra neobnovljivim resursom zbog potencijalno brze
degradacije nasuprot dugotrajnim procesima formiranja i obnavljanja (Otlewska et al., 2020).
Zemljiste je izuzetno osetljivo na uticaje klimatskih promena i ljudskih aktivnosti §to istice znacaj
odrzivog upravljanja sa ciljem ocuvanja njegovih ekosistemskih funkcija i1 kapaciteta kao
neobnovljivog resursa.

Sva zemlji$ta prirodno sadrze mesavinu rastvorljivih soli od kojih su neke neophodne za rast biljaka
(Otlewska et al., 2020) medutim, prekomerna akumulacija soli negativno deluje na biljni rast
(Shrivastava i Kumar, 2015). Zaslanjivanje podrazumeva proces akumulacije rastvorljivih soli do
nivoa koji negativno uti¢e na poljoprivrednu proizvodnju i zivotnu sredinu, §to se posledi¢no
odrazava na smanjenje ekonomske dobiti (Rengasamy, 2006; FAO, 2011). Degradacija zemljista koja
nastaje usled nagomilavanja soli jedan je od glavnih puteva ka dezertifikaciji (Dagar et al., 2019) i
posle suse je drugi dominantni faktor koji negativno utice na poljoprivrednu biljnu proizvodnju Sirom
sveta (Bensidhoum et al., 2019). Polaze¢i od uticaja na biljke, prema FAO (2018) zaslanjenim se
smatraju ona zemljiSta u kojima soli ometaju normalan rast biljaka.

lako je natrijum-hlorid (NaCl) dominantna so u vecini slanih zemljista (Rengasamy, 2006), proces
salinizacije uklju¢uje i akumulaciju ostalih soli rastvorljivih u vodi u obliku katjona kalijuma (K*),
kalcijuma (Ca®") i magnezijuma (Mg?"), zajedno sa anjonima hloridom (CI), sulfatom (SO.?),
nitratom (NO3’), bikarbonatom (HCOs) i karbonatom (COs%) (Paul i Lade, 2014). Pod pojmom
zaslanjenih zemljista Daliakopoulous et al. (2016) objedinjuju slana zemljista koja odlikuje visoka
koncentracija soli, sodna sa visokom koncentracijom natrijuma (Na*), i alkalna zemljista sa visokom
pH vredno$cu (usled akumulacije karbonatnih jona (CO3?). Iako odlike zemljista pod uticajem soli
variraju oblikovane razli¢itim uslovima Zivotne sredine, ona pripadaju jednoj grupi koja usled uticaja
koncentracije elektrolita na procese formiranja, morfologiju zemljiSnog profila 1 druga svojstva, ima
ograni¢enu poljoprivrednu vrednost i nisku plodnost (Szabolcs, 1979 1 1989).

Uobicajeno se kao mera zaslanjenosti zemljista koristi elektri¢na provodljivost zasi¢enog zemljiSnog
ekstrakta (ECe) na 25°C koja se izrazava u dS/m (deci Simens/metru) (Negacz et al., 2022). Zemljista
se smatraju slanim kada je vrednost ECe 4 dS/m ili viSe. Prema Richards (1954), zemljista sa
vrednostima EC. 4-8 se smatraju umereno slanim, od 8-16 jako zaslanjenim i preko 16 dS /m izrazito
zaslanjenim zemljiStima na kojima zadovoljavajuéi prinos mogu da imaju samo usevi tolerantni na
soli.

2.1.1. Nastanak i klasifikacija slanih zemljista

Klimatski uslovi u velikoj meri uti¢u na zaslanjivanje. Tako se zaslanjena zemljiSta javljaju u suSnim
i polususnim klimatskim zonama kao i u priobalnim delovima nezavisno od klimatske zone (Zeremski
etal., 2021).

Prema vazecoj klasifikaciji zemljista (Skori¢ et al., 1985), u Srbiji se razlikuju dve klase zaslanjenih
zemljista: solonc¢ak i solonec. Zaslanjena zemljista klase solon¢aka obuhvataju 15-25000 ha u Backoj
i Banatu, dok solonec zauzima vece povrsine - 0ko 75000 ha dominantno u Banatu (68000 ha), manje
u Backoj 1 Sremu (Pordevi¢ i Radmanovi¢, 2018; Zeremski et al., 2021).
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Soloncak je akutno zaslanjeno zemljiste sa 1% (hloridno-sulfatno zaslanjivanje) ili 0,7% soli (sodno
zaslanjivanje, Na2CO3) do 125 cm dubine (Skori¢ et al., 1985). Solon¢aci se najéesée formiraju putem
tzv. izdanskog zaslanjivanja izazvanog slanim podzemnim vodama (Bijeli¢ et al., 2014; Pordevic¢ i
Radmanovi¢, 2018). Pod dejstvom kapilarnih sila, te vode se kre¢u iz dubljih slojeva ka povrSini
zemljista gde dolazi do nagomilavanja lakorastvorljivih soli nakon evapotranspiracije vode.
Soloncaci spadaju u najzaslanjenija zemljista kod kojih se usled visoke koncentracije soli na povrsini
moze javiti tanji ili deblji sloj slane kore (Lukovi¢, 2019). Solonc¢aci su siroma$ni humusom (1-2%)
(Pordevi¢ 1 Radmanovi¢, 2018), dok pH vrednost moze biti izrazito alkalna u zavisnosti od tipa i
koli¢ine prisutnih soli (Bijeli¢, 2014). Dostupnost lakopristupacnih formi azota i fosfora u ovim
zemljiStima je niska, kao i ukupna proizvodna sposobnost, na kojima se razvija adaptirana halofitna
vegetacija 1 koriste se kao oskudni pasnjaci (Bijeli¢ et al., 2014).

U poredenju sa solon¢akom, soloneci su slabije zaslanjena alkalizovana zemljista (0,15-0,25% soli u
B horizontu) (Skori¢ et al., 1985) i razvijaju se najée$é¢e u kombinaciji sa solonéacima, ali na vi§im
delovima terena gde podzemne vode ne mogu dospeti u povrsSinske slojeve zemljista (Pordevi¢ 1
Radmanovi¢, 2018). Solonec moze da nastane desalinizacijom solon¢aka. Proces ukljucuje ispiranje
lakorastvorljivih soli iz povrSinskog sloja zemljiSta uz istovremenu alkalizaciju. Alkalizacija nastaje
kao posledica adsorpcije Na* na mineralima gline, koja kada dostigne 15% dovodi do dezintegracije
zemljiSnih agregata 1 disperzije zemljiSnih Cestica (Pordevi¢ 1 Radmanovi¢, 2018), koje se
nagomilavaju i zacepljuju zemljiSne pore ¢inec¢i zemljiSte zbijenim, nepropusnim za vodu i vazduh,
te nepovoljnim za razvoj biljke (Paul i Lade, 2014). Sa aspekta poljoprivredne proizvodnje, prema
Bjeli¢ et al. (2014) slatine su zemljista smanjene plodnosti i produktivnosti, slabo snabdevena
nutrijentima usled niske mikrobioloSke aktivnosti. OdrZavanje poljoprivredne proizvodnje na
ovakvim zemlji§tima zahteva kompleksne meliorativne mere i velika ulaganja. Relativno jeftina i
ekoloski prihvatljiva alternativna strategija moze da bude upotreba odabranih mikrobioloskih
inokulanata za poboljSanje fizicko-hemijskih uslova, opste biogenosti i produktivnosti zaslanjenih
zemljista (Kumawat et al., 2022). Osnovni preduslov za primenu ove strategije je odabir
mikroorganizama adaptiranih na nepovoljne uslove u slanom zemljistu kako bi mogli da efikasno
uvecaju svoje populacije i metabolickom aktivnoscu uti€u na poboljsanje uslova u zemljistu (Etesami
i Beatie, 2018).

2.1.2. Primarna salinizacija zemljista, lokalitet Slano Kopovo

U zavisnosti od faktora koji ga izazivaju, zaslanjenost zemljiSta mozZe biti primarna i sekundarna (Paul
i Lade, 2014). Primarna salinizacija nastaje kao posledica prirodnih procesa koji uklju¢uju podzemne
vode iz dubljih slojeva kao izvor lako rastvorljivih soli, plavljenje zemljiSta slanom morskom vodom
ili taloZenje soli koju vetrovi prenose na kopno u priobalnim podrucjima (Paul i Lade, 2014,
Daliakopoulous et al., 2016). U slucaju aridnih i poluaridnih podrucja, klimatski faktori mogu biti
glavni uzrok zaslanjivanja, gde isparavanje vode dovodi do postepenog nakupljanja soli (Negacz et
al., 2022).

Pored klimatskih, zaslanjivanje zavisi od specifi¢nih lokalnih geoloskih, geomorfoloskih i
hidroloskih faktora reljefa (Zeremski et al., 2021). U Srbiji su zaslanjena zemljiSta ili slatine
dominantno zastupljena u Vojvodini (Lukovi¢, 2019). MozZe se re¢i da su slatine hidrogene tvorevine
nastale posredstvom sezonskih fluktuacija u nivou slanih podzemnih voda (Bjeli¢ et al., 2014). U
Vojvodini, slana zemljista su ¢esto kombinovana sa mo¢varama i slanim jezerima jer naj¢esce nastaju
u aluvijalnim ravnicama ili nizim delovima reliktnih recnih oblika reljefa sa visokim nivoom
podzemnih voda (Zeremski et al., 2021). Lako rastvorljive soli se primarno oslobadaju iz minerala
nastalih raspadanjem magmatskih stena (Bjeli¢ et al., 2014). Nizijska topografija terena doprinosi
visokom nivou podzemnih voda obogacenim lako rastvorljivim solima, §to omoguc¢ava podizanje soli
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1 nakupljanje u gornjim slojevima zemljista. U toplim 1 susnim periodima godine kada je isparavanje
vode izraZenije, soli se zadrzavaju u zemljistu. Budu¢i da su padavine nedovoljne da ih speru u dublje
horizonte, dolazi do nakupljanja soli u povrsinskim slojevima §to dovodi do zaslanjivanja zemljista.

Zaslanjena zemljiSta nastala primarnom salinizacijom na kojima se razvija karakteristi¢na flora i
vegetacija poznata su kao prirodne slatine. U Sirem smislu, slatinska staniSta se javljaju kao
kontinentalna, ukljucujuéi slane mocvare, livade 1 stepe 1 kao primorska sa mocvarama, slanim
pescanim obalama i mangrova stanistima (Lukovi¢, 2019). U Evropi, prirodne slatine se javljaju na
teritoriji Spanije, Madarske, Slovacke, Gréke, Austrije, Bosne, Hrvatske, Rumunije, Bugarske,
Ukrajine, kao i Srbije (Daliakopoulus et al., 2016: Lukovi¢, 2019). Zahvaljujuéi flori i fauni koju
sacinjavaju specijalizovani i ¢esto endemi¢ni organizmi, prirodne slatine predstavljaju visoko vredna
I jedinstvena stanista sa aspekta oCuvanja biodiverziteta. Medutim, kao mozai¢ni i fragilni ekosistemi
slatine su u velikoj meri ugrozene 1 pred iS¢ezavanjem (Lukovi¢, 2019); zato su u Evropi
identifikovana kao prioritetna stanista sa posebnom zastitom kroz mrezu NATURA 2000 i Ramsarsku
konvenciju (Zlatkovi¢, 2021).

U ovom istraZivanju se za po€etno formiranje kolekcije potencijalno korisnih bakterija poslo od
reprezentativnog primera kontinentalnih slatinskih stanista-lokaliteta Slano Kopovo, koje se nalazi u
severnom Banatu, oko 5 km severoistocno od Novog Beceja. Jezero Slano Kopovo je jedno od
poslednjih na slatinama Vojvodine i zajedno sa okolinom jedinstven je lokalitet zbog mesSavine
vlaznih slatinskih staniSta (slane mocvare) i suvih slanih stepa i livada. Podloga jezera je po tipu
soloncak, a voda Slanog Kopova je izrazito bazne reakcije (pH 9,0-9,4) sa prose¢nom dubinom oko
70 cm u vetem delu jezera koja wvarira u zavisnosti od vodnog bilansa
(https://www.slanokopovo.com). Jezero se obnavlja vodom atmosferskih padavina, povrSinskim
doticanjem i podzemnim vodama, a gubi se isparavanjem koje je najizraZenije leti. Tokom izrazito
susnih leta, voda moze u potpunosti da se povuce a celo dno jezera bude prekriveno slojem soli
debljine i nekoliko centimetara (Slika 1).

Slika 1: a) Slano Kopovo leto 2019. godine; b) Dno jezera Slano Kopovo nakon potpunog isparavanja
vode, leto 2022. godine (foto M. Dragojevic).

Zbog svojih odlika, 2001. godine, zastieno je statusom Specijalnog Rezervata Prirode I kategorije
Republike Srbije dok je kategorizovano kao staniste IV kategorije po IUCN Kkategorizaciji. Kao
migratorna stanica i mesto gnezdenja velikom broju ptica, prepoznato je kao znacajno podrucje ptica,
IBA (Important bird area). U julu 2004. godine Slano Kopovo je proglaseno za svetski znacajno
vodeno stani$te po Ramsarskoj konvenciji, a zbog specifi¢nosti biljnih zajednica iste godine dobija
IPA status podrucja zna¢ajnog za biljke (Important plant area).

Zbog nepovoljnih osobina zemljista, slatine su nepogodne za biljnu proizvodnju i koriste se kao
oskudni prirodni pasnjaci. Istovremeno, istrazivanja adaptacija biljaka koje naseljavaju prirodne
slatine mogu posluziti za pronalazenje reSenja primenljivih na sve ve¢im povrSinama sekundarno
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zaslanjenog zemljiSta. U tom kontekstu, znacajnu ulogu imaju interakcije biljaka sa
mikroorganizmima koji ispoljavaju pozitivne efekte na rast i razvoj biljaka u specificnim uslovima
zaslanjenog stanista.

2.1.3. Sekundarna salinizacija zemljiSta

Pored prirodnih procesa, do zaslanjivanja zemljiSta moze da dode i antropogeno uslovljenim
aktivnostima kroz procese sekundarne salinizacije (Paul i Lade, 2014). Ljudske aktivnosti koje
dovode do sekundarne zaslanjenosti zemljista su uglavnom vezane za poljoprivredu i loSe upravljanje
zemljiStem, dominantno za navodnjavanje i prekomernu upotrebu mineralnih dubriva i pesticida.
Navodnjavanje slanom ili vodom loseg kvaliteta, kao 1 primena neadekvatnih metoda navodnjavanja
na zemljiStu loSih mehanickih odlika koje otezavaju drenazu, dovodi do nakupljanja soli
(Daliakopuolus et al., 2016). Prisustvo nepropusnih slojeva i loSa drenaza u kombinaciji sa suSnom
klimom mogu da dovedu do zaslanjivanja zemljista i u slucaju da se navodnjava vodom koja nije
optere¢ena velikom koli¢inom lakorastvorljivih soli (Otlewska et al., 2019). Istovremeno, ako postoje
uslovi za odrzavanje balansa izmedu nakupljanja i ispiranja soli padavinama, u zemljistima sa dobrim
drenaZznim osobinama, prisustvo rastvorljivih soli u vodi ne mora dovesti do poviSenog saliniteta.
Zaslanjivanje zemljista je posledica udruzenog delovanja niza faktora ¢ija kombinacija je specificna
za svako podrucje. Promena prirodne Zbunaste i drvenaste viSegodiSnje vegetacije ka gajenju useva
¢iji korenov sistem se razvija blize povrsini je jo§ jedan faktor koji moze da izazove povecanje
koncentracije soli u zemlji$tu naruSavanjem hidroloske ravnoteze (Otlewska et al., 2019). Pli¢i razvoj
korena i slabija potreba za vodom, omogucavaju odrzavanje visokog nivoa podzemnih voda a sa
njima i lakopristupacnih soli.

Kod useva postoje varijacije u pogledu tolerancije na soli, tako da odabir tolerantnijih useva moze
biti dobra strategija za gajenje na zaslanjenim zemljistima. Medu Zitaricama koje se najvise gaje u
Evropi, pSenica, je€am i raz se smatraju tolerantnim na soli, dok su suncokret, Se€erna repa i pamuk
tolerantni (>3 dS/m) do umereno tolerantni (2-3 dS/m) (Daliakopuolus et al., 2016). U poredenju sa
ratarskim kuturama, povrée je generalno osetljivije na povecane koncentracije soli sa izuzetkom
Spargle, articoke 1 spanaca kao tolerantnih, dok se krompir, tikvica 1 Sargarepa smatraju umereno
otpornim na soli (Bijeli¢ et al., 2014). Od voca, masline i vinova loza su umereno tolerantne, dok je

vecina koStunjavog voca 1 citrusa osetljiva na povisene koncentracije soli (Daliakopuolus et al.,
2016).

PredloZene su i razli¢ite agronomske mere koje se mogu primeniti sa ciljem poboljSanja uslova za
rast biljaka i plodnosti sekundarno zaslanjenih zemljista. One obuhvataju unos gipsa (kalcijum
sulfata) ili nekih drugih jedinjenja kalcijuma (Paz et al., 2023), ispiranje soli iz zone korena
navodnjavanjem 1 postavljanje drenaznih sistema za uklanjanje slanih rastvora (Bijeli¢ et al., 2014),
povecanje sadrZaja organske materije unosom stajnjaka, komposta ili Zetvenih ostataka (Paz et al.,
2023). Agronomske prakse poput minimalne obrade ili smanjene dubine oranja su podjednako vazne
kako se soli ne bi prenosile u povrSinske delove (Bijeli¢ et al., 2014; Paz et al., 2023). Gajenje halofita
postaje vazna strategija u tzv. slanoj poljoprivredi u zemljistima sa vrlo visokim salinitetom (Rozema
i Schat, 2013), a postoje i pokus$aji razvoja strategija usmerenih ka stvaranju transgenih biljaka sa
pojacanom ekspresijom gena ukljucenih u toleranciju na soli (Rodriguez Llorente et al., 2019).
Buduci da je stres izazvan solima uglavnom povezan sa dodatnim abotickim stresorima kao Sto je
povec¢ana pH ili prisustvo razli¢itih zagadenja, strategije bazirane na biljkama imaju brojna
ograni¢enja (Rodriguez Llorente et al., 2019).

Za stimulaciju rasta 1 olakSavanje efekata stresa izazvanog solima kod useva na zaslanjenim
zemljiStima reSenja se mogu traziti u primeni korisnih mikroorganizama. Ovo je korisna, jeftina i
odrziva alternativna strategija koja se moze primenjivati samostalno ili u kombinaciji sa prethodno
pomenutim. Mikroorganizmi poreklom iz slanih staniSta koji poseduju adaptacije na poviSene
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koncentracije soli predstavljaju znacCajan biotehnoloski resurs za ublazavanje negativnih efekata
zaslanjivanja zemljista na biljke kao i unapredenje osobina slanih zemljista (Etesami i Beatie, 2018;
Kumawat et al., 2022; Paz et al., 2023).

2.1.4. Uticaj zaslanjenosti zemljiSta na biljke 1 zemljiSne mikroorganizme

Negativnim uticajem na fizicko-hemijske i bioloske osobine zemljiSta, zaslanjenost utie na rast i
diverzitet organizama koji ga naseljavaju, $to vodi naruSavanju ekoloSke ravnoteze u citavom
staniStu. Stres izazvan povecanom koncentracijom soli negativno uti¢e na klijanje, vegetativni rast 1
reproduktivni razvoj biljaka ometaju¢i osnovne fizioloske i biohemijske procese (Shrivarstava i
Kumar, 2015), Sto utice na smanjenje prinosa, a samim tim i na ekonomske aspekte poljoprivredne
proizvodnje (Bensidhoum et al., 2019). Zaslanjenost zemljista izaziva viSestruke negativne efekte na
neadaptirane biljke (Parida 1 Das, 2005) dovode¢i do osmotskog stresa, toksicnog nivoa jona i
neravnoteze u sadrzaju hranjivih materija (Shrivarstava i Kumar, 2015). Pored biljaka, prekomerno
zaslanjivanje zemljiSta ima negativan uticaj na mikroorganizme dovodec¢ido odumiranja ili prelaska
u neaktivne forme. Rastvorljive soli povecavaju osmotski potencijal zemljiSnog rastvora, izazivajuéi
gubitak vode iz ¢elija $to dovodi do smrti putem plazmolize. SuSenje i liza mikrobnih ¢elija usled
osmotskog stresa smanjuju mikrobnu biomasu, istovremeno dovode¢i do promena u strukturi
njihovih zajednica (Yan et al., 2015), Sto ima negativan efekat na zemljiSne procese posredovane
mikroorganizmima, a koji su kljucni za kruzenje organske i mineralne materije i odrzavanje plodnosti
zemljiSta. Mikroorganizmi oslobadaju enzime i druge molekule iz svojih ¢elija koji ucestvuju u
procesima transformacije organskih i mineralnih materija u zemljiStu, a koji su sastavni deo
biogeohemijskih kruZenja razli¢itih elemenata. Istovremeno, mikrobna biomasa predstavlja znacajan
deo zemljisSne organske materije koja se brzo transformise (Kumawat et al., 2022). Ugljenik i
nutrijenti skladisteni u mikrobnoj biomasi se nakon odumiranja ¢elija mineralizuju delovanjem Zzivih
mikroorganizma (Yan et al., 2015). TroSenje energije na prezivljavanje u slanom zemlji§tu smanjuje
aktivnost mikroorganizama 1 efikasnost mikrobioloski posredovanih procesa, ¢ime se usporava
transformacija organske materije u zemljistu i smanjuje dostupnost nutrijenata za biljke (Paul i Lade,
2014; Bensidhoum et al., 2019).

2.2. Biljne zajednice slanih staniSta

Slana zemljiSta u kojima visoka koncentracija soli i/ili visoka pH ograni¢avaju rast vecini biljaka, su
staniSte halofitama koje su specijalizovane biljke sa kapacitetom za toleranciju povecanog saliniteta
u zemljistu (Szabolc, 1994). Flowers 1 Colmer (2008) definisu halofite kao biljke koje mogu da rastu
i razmnozavaju se na zemljiStima sa koncentracijom soli oko 200 mM NacCl (§to odgovara 20 dS/m)
ili ve€oj 1 tu sposobnost poseduje samo oko 1% svetske flore.

Halofite pruzaju brojne ekosistemske usluge u zaslanjenim staniStima. Vezivanjem ugljenika
ugradivanjem u biomasu, uticajem na mineralizaciju, kao i kruzenje nutrijenata, halofite poboljsavaju
uslove u mikro staniStima, a kao znacajan izvor organske materije doprinose ocuvanju citavog
ekosistema zaslanjenih stanista (Chaundhary et al., 2015; Li et al., 2018). Akumulacijom soli u
tkivima, halofite mogu uticati na smanjenje koncentracije soli u slanom zemljistu ¢ime stvaraju
povoljnije uslove za rast drugih biljaka u okruzenju (Song i Vang, 2015). Usled rastu¢eg globalnog
problema sekundarne salinizacije sve viSe se istiCe znacaj tzv. “slane” poljoprivrede gde bi halofite
imale bitnu ulogu (Rozema i Schat, 2013). Predstavnici Salicornia L., Atriplex L., Suaeda Scop.,
Plantago L. se koriste u ishrani (Lukovi¢ et al., 2022). Neke halofite, poput Artremisia santonicum
L. i predstavnika roda Plantago su izvor bioaktivnih jedinjenja (Stankovi¢, 2019, Lukovié et al.,
2022) ili se koriste kao uljarice, sto¢na hrana, gorivo i izvor vlakana (Rozema i Schat, 2013).



Ekoloski, halofite su raznolika grupa u pogledu stanista, opsegu tolerancije na soli ili na¢inima na
koji reaguju na faktore u spoljasnjoj sredini (Grigore i Toma, 2007). Mehanizmi tolerancije na soli
postoje na svim organizacionim nivoima biljke (Daji¢, 2006) i nalaze se u osnovi adaptivnih strategija
za zivot u uslovima povecanog saliniteta. Halofitska vegetacija je izlozena velikom broju stresnih
faktora kao Sto su visok osmotski pritisak, toksi¢nost jona, nepovoljna struktura zemljista, pH 1
nedostatak nutrijenata (Daji¢, 2016). Prema Daji¢ (2006), strategije halofita za prezivljavanje u
uslovima povisenog saliniteta razvijale su se u pravcu izbegavanja stresa ili ka njegovoj toleranciji.

Jedna od strategija je sposobnost akumulacije vode u tkivima ili sukulentnost koja pomaze biljkama
da opstanu u susnim kao i1 uslovima poviSenog saliniteta. Sukulentnost omogucéava biljci
razblazivanje jona akumuliranih u tkivima ¢ime se na efikasan nacin ublazava njihov Stetan efekat
(Daji¢, 2006). Pojedine halofite akumuliraju velike koli¢ine soli koje sa starenjem mogu da dostignu
toksi¢ne nivoe u vegetativnim organima biljke. Kako bi smanjile Stetne efekte akumuliranih soli,
biljke povecavaju sadrzaj vode u svojim tkivima ili pojacavaju rast, $to je praceno morfo-anatomskim
promenama kao Sto su povecanje zapremine Celija, debljine listova ili smanjenje broja stoma (Daji¢,
2006). Istovremeno se u citoplazmi nakupljaju osmotski kompatibilni rastvori poput prolina, glicina
betaina, saharoze ili drugih kako bi se balansirao osmotski pritisak jona u vakuolama (Munns i Tester,
2008).

Reprezentativni predstavnici halofita sa adaptivnim strategijama akumulacije soli i sukulentnosti koje
se mogu naci u Slanom Kopovu i koje su koriS¢ene u istrazivanju u okviru ove disertacije su
Salicornia europaea L., Suaeda martima L. i Camphorosma annua Pall. (Slika 2). S. europaea i S.
maritima su biljke koje rastu na vlaznim, peskovitim i ponekad zagadenim slanim zemljiStima i imaju
dosta sli¢ne ekoloske zahteve (Grigore i Toma, 2007). S. europaea naseljava obalska kao i kopnena
slana stanisSta 1 jedna je od halofita koje najviSe akumuliraju so, dok prisustvo karakteristiénog
parenhimskog tkiva za skladiStenje vode omogucava sukulentnost (Grigore i Toma, 2007). Buduc¢i
da zadrzava sposobnost fotosinteze u uslovima povisene koncentracije soli, S. europaea je bitna za
kruzenje ugljenika u zaslanjenim staniStima $to je ¢ini pogodnom za bioremedijaciju slanih zemljista
(Fan et al., 2011). Predstavnici roda Suaeda se takode navode kao biljke sa ulogom u desalinizaciji
zemljiSta zahvaljujuéi efikasnim kapacitetima za akumulaciju soli u sukulentnim listovima ¢ime se
smanjuje koli¢ina soli u okolini korena (Wang et al., 2024).

Prema klasifikaciji halofita koju su predlozili Grigore i Toma (2010), S. maritima i S. europaea
pripadaju grupi ekstremnih halofita koje naseljavaju isklju€ivo slana stanista, dok su C. annua
ukljucili u grupu “reverzibilnih” halofita §to podrazumeva vecu fleksibilnost u prilagodavanju
promenama saliniteta 1 sposobnost rasta u Sirokom opsegu slanih staniSta. Adaptacije C. annua
ukljucuju sukulentne listove prekrivene kutikulom sa razvijenim tkivom za skladiStenje vode.

Pojedine halofite, kao $to su predstavnici roda Limonium Mill. (Plumbaginaceae), poseduju sone
zlezde pomocu kojih izlucuju viSak soli §to zajedno sa akumulacijom kompatibilnih osmolita
omogucava odrzavanje jonske homeostaze 1 osmotske ravnoteze u uslovima povisenog saliniteta.
Predstavnik ove grupe halofita koji se moze na¢i u Slanom Kopovu je Limonium gmelinii (Willd.)
Kuntze (Slika 2c). Honfi et al. (2023) su pokazali da visoke koncentracije soli (500 mM) imaju
negativan efekat na rast L. gmelinii, kao i da odgovor ove biljke na stres izazvan povisenim
koncentracijama soli u velikoj meri zavisi od tipa zemljista usled razlika u koli¢ini vlage, dostupnosti
hranljivih materija i sadrzaja toksi¢nih jona.



Rod Plantago obuhvata vise od 200 vrsta od kojih su 20 halofite, $to ga ¢ini podesnim za uporedne
studije tolerancije na stres solima. Predstavnik Plantago schwarzenbergiana Schur je indikatorska
vrsta lekovitih biljaka slanih zemljista (Lukovi¢, 2019) i na lokalitetu Slano Kopovo se javlja sa L.
gmelinii 1 A. santonicum (Slika 2a, b, ¢), sa kojima je zajedno kori$éena u istrazivanjima sprovedenim
u okviru ove disertacije. Grigore i Toma (2010) su P. schwarzenbergiana svrstali u grupu
mezohalofita, kao prelaznu grupu izmedu ekstremnih halofita i glikofita sa umereno razvijenim
adaptacijama na povisSene koncentracije soli koje mogu naseljavati i slabo zaslanjena stanista.

o S KTNSOV YA, o
Slika 2: Predstavnici biljnih zajednica Slanog Kopova a) Artemisia santonicum L. b) Plantago
schwarzenbergiana Schur c) Limonium gmelinii (Willd.) Kuntze d) Agrimonia eupatoria L.
e) Hordeum geniculatum All. (sin. Hordeum hystrix Roth) f) Suaeda maritima L. @)
Camphorosma annua Pall. h) Salicornia europaea L. (foto M. Dragojevic¢, J. Novakovic).

Slatinski pelin, Artemisia santonicum je viSegodiSnja poluzbunasta halofita koja se javlja na
zaslanjenom, suvom i alkalnom zemljistu. U Srbiji, A. santonicum raste samo na teritoriji VVojvodine,
obi¢no na solonecima u slanim stepama (Gaji¢, 1975). Jos jedna lekovita biljka sa lokaliteta Slanog
Kopova odabrana za istrazivanja u okviru ove teze, iako ne predstavlja halofitu u uzem smislu, je
Agrimonia eupatoria L. (Rosaceae) (Slika 2d). Uobi¢ajena stanista A. eupatoria ukljucuju padine,
puteve, kamenite oblasti, kao i suve travnjake i susSne Sume (Muruzovi¢ et al., 2016). Narodnog naziva
petrovac, ova biljka ima §iroku primenu u narodnoj medicini (Paluch et al., 2020) ali i za ekstrakciju
korisnih jedinjenja za farmaceutsku industriju (Muruzovi¢ et al., 2016).



Mehanizmi tolerancije na soli halofita iz porodice trava (Poaceae) oslanjaju se na odrzavanje
homeostaze K* i isklju¢ivanje Na*, kao i produkciju organskih kompatibilnih osmolita (Rozema i
Schat, 2013). Hordeum geniculatum All. (sin. Hordeum hystrix Roth) (Slika 2¢) je jednogodisnja
vrsta iz familije trava (Poaceae) i smatra se obligatnom halofitom koja raste na blago do umereno
slanim zemljiStima tipa solonec, ¢esto na pasnjacima sa intenzivnom ispasom koji imaju visok sadrzaj
nutrijenata (Elia$ Jun et al., 2013). Ispitivanja mehanizama tolerancije na soli halofitnih divljih
srodnika su vazna zbog uloge je¢éma kao useva. Divlji srodnici useva imaju bolje organizovane i
struktuisane mikrobiome u poredenju sa gajenim (Michl et al., 2023), pa razlike u mehanizmima
otpornosti treba traziti i u sastavu mikrobioma divljih i domacih varijeteta, jer je uticaj biljne
mikrobiote neraskidivo vezan sa opstankom biljke u specifi¢nim uslovima stanista.

Kombinovana slatinska stanista poput Slanog Kopova na kojima se smenjuju slane mocvare i livade
su posebno interesantna za izuc¢avanje biljnih zajednica, ali 1 prate¢ih mikrobnih populacija. Biljne
zajednice uglavnom c¢ine halofite koje poseduju raznovrsne adaptacije za ublazavanje Stetnih efekata
akumuliranih soli u zemljistu, ali usled heterogenosti u pogledu koli¢ine soli (Canfora et al., 2014)
na slatinama se srecu i nehalofilne vrste.

Za razvoj i prezivljavanje biljaka na zaslanjenom zemljistu, pored genetski uslovljenih adaptacija
veliku ulogu imaju asocirane mikrobne populacije. Slana zemljiSta odlikuju specifi¢ni 1 po mnogo
¢emu ekstremni uslovi koji namecu veliki izazov za prezivljavanje neadaptiranim mikroorganizmima
(Kumawat et al., 2022), zbog Cega se slatine ne smatraju mestima intenzivne mikrobne aktivnosti.
Ispitujuci uticaj saliniteta na bakterijske zajednice, Dong et al. (2022) su zakljucili da salinitet ne utice
na bogatstvo vrsta ve¢ na znafajno smanjenje mikrobne aktivnosti usled nedostatka organske
materije. Povezani sa halofitama, mikroorganizmi koji naseljavaju slana stanista poseduju adaptacije
za prezivljavanje nepovoljnih osmotskih uslova u zemljiStu 1 imaju integralnu ulogu u funkcionisanju
ovih ekosistema. Sa rastu¢im problemom povecanja povrSina pod sekundarno zaslanjenim
zemljiStima intenziviranim klimatskim promenama, alternativna ali 1 ekoloski prihvatljiva reSenja se
traze u mikrobnim zajednicama koje su povezane za halofitama na slanom stanistu (Dodd i Perez
Alfoncea, 2012; Paul i1 Lade, 2014; Etesami 1 Beattie, 2018). [zucavanje diverziteta ovih zajednica,
proucavanje osobina pojedinacnih vrsta sprovode se sa ciljem potencijalne primene za povecanje
produktivnosti useva na slanim zemljiStima (Egamberdieva et al., 2019).

2.3. Halotolerantni/halofilni zemljiSni mikroorganizmi

ZemljiSte je staniSte bogate zajednice makro 1 mikroorganizama. “Nevidljiva ve¢ina” koju Cine
zemlji$ni mikroorganizmi ima kljuénu ekolosku ulogu u procesima vezanim za nastanak i odrZzavanje
strukture zemljiSta, biogeohemijske cikluse i produktivnost biljaka (van der Heijden et al., 2008;
Romero et al., 2023). Prema Sacca et al. (2017) mikroorganizmi deluju kao hemijski, ekosistemski
inZenjeri 1 bioloski regulatori u zemljiStu. Uloga hemijskih regulatora se odnosi na tranformaciju
organskih i neorganskih jedinjenja $to rezultuje oslobadanjem nutrijenata za biljke i bioremedijacijom
zemljista. Kao ekosistemski inzenjeri deluju na formiranje zemljiSta i odrZzavanje njegove strukture,
dok kroz bioloSke interakcije uti¢u na biljke i druge organizme u zemljistu. Polaze¢i od znacaja koji
mikroorganizmi imaju za procese u zemljiStu, prisustvo mikroorganizama koji zadrzavaju
metaboli¢ku aktivnost u uslovima povisenog saliniteta je vazno za funkcionalnost i produktivnost
ekosistema slanih zemljiSta. Svojom aktivno$¢u, ovi mikroorganizmi ¢e osigurati odvijanje
fundamentalnih ekosistemskih procesa u slanom zemljistu.

Mikroorganizmi u slanim zemljiStima se suoCavaju sa promenama u sastavu i koncentraciji soli usled
variranja u sadrzaju vode (Yan et al., 2015). U uslovima visoke koncentracije soli, ¢elija gubi vodu,
dolazi do smanjenja zapremine, lize i smrti (Daoud i Ali, 2020). Samo mikroorganizmi sa
mehanizmima regulacije unutra$njeg osmotskog pritiska mogu da zive u uslovima povecane i/ili
promenljive koncentracije soli i oni pripadaju halotolerantnim i/ili halofilnim mikroorganizmima.

10



Halofilni mikroorganizmi zahtevaju odredene koncentracije soli za normalan rast i obavljanje
fizioloskih procesa (Shivanand i Mugerava, 2011). Mikroorganizmi sposobni da prezive u Sirokom
rasponu koncentracija soli nazivaju se halotolerantni i, za razliku od halofila, ne zahtevaju so za rast.
Obe grupe poseduju specificne mehanizme osmoregulacije za odrzavanje osmotskog pritiska i
spreCavanje gubitka vode iz ¢elija u hiperosmotskoj sredini (Oren, 2006).

Postoji vise strategija kojima se mikroorganizmi prilagodavaju promenama osmotskog pritiska od
kojih su najvaznije: usvajanje jona transportom kroz membranu pomocu jonskih pumpi (“salt in“
strategija) i sinteza ili akumulacija kompatibilnih organskih osmolita. “Salt in” strategija se ogleda u
unoSenju i akumulaciji neorganskih jona, dominantno K", u citoplazmi bakterijske ¢elije pomocu
jonskih pumpi i ostalih transportnih sistema prisutnih na celijskoj membrani (Daoud 1 Ali, 2020).
Aktivnim ispumpavanjem iz ¢elije odrZzava se niza koncentracija Na* u citoplazmi halofila u odnosu
na spoljasnju sredinu, uz istovremeno usvajanje K*, $to su energetski zavisni procesi (Rath i Rousk,
2015). “Salt in” strategija je zastupljena kod halofila u uzem smislu, koji ne mogu da prezive u slucaju
smanjenja koncentracije soli, kao S$to su halofilne arhee 1 ekstremno halofilne bakterije (Oren, 2006;
Daoud i Ali, 2020). Enzimi i ostale ¢elijske komponente ovih mikroorganizama su prilagodene
visokim koncentracijama soli i pokazuju slabu fleksibilnost i sposobnost prilagodavanja njihovim
promenama u spolja$njoj sredini (Shivanand i Mugerava, 2011). Adaptirani su na odredenu
koncentraciju soli za odrzavanje homeostaze, usko su specijalizovani i smanjenje koncentracije soli
moze da bude letalno za njihove ¢elije (Daoud i Ali, 2020). Strategija koja ukljucuje sintezu organskih
kompatibilnih osmolita je zastupljena kod umereno halofilnih i halotolerantnih bakterija (Oren,
2006). Mikroorganizmi sa ovom strategijom odrzavaju niske nivoe jona u citoplazmi aktivnim
ispumpavanjem iz celije 1 reaguju na promene osmotskog potencijala sintezom ili usvajanjem
organskih kompatibilnih osmolita (Shivanand i Mugerava, 2011). To su jedinjenja male molekulske
mase, netoksi¢na, rastvorljiva u vodi, koji ne inhibiraju enzimsku aktivnost kada su prisutna u visokim
koncentracijama u ¢eliji (Oren, 2006). Ova strategija pruza fleksibilnost i omogucava adaptacije na
Sirok raspon koncentracija soli izvan ¢elije 1 brzu reakciju na promenu koncentracije u spoljasnjoj
sredini. Kompatibilni osmoliti ukljucuju glicerol, Secere, amino kiseline i njihove derivate i
kvaternerne amine kao §to su glicin betain i ektoin (Shivanand i Mugerava, 2011). Dodatne adaptacije
halotolerantnih bakterija obuhvataju: promene u strukturi ¢elijske membrane modifikacijom proteina,
glukana, sastava masnih kiselina $to ogranicava unos soli (Paul i Lade, 2014), produkciju enzima i
proteina koji su aktivni pri visokim koncentracijama soli, povecavanje energetskog kapaciteta celije
1 stvaranje egzopolisaharida i biofilmova koji pruZaju zastitu (Ruppel et al., 2013; Etesami 1 Beattie,
2018; Etesami i Glick, 2020).

Pored osmotskih adaptacija za prezivljavanje u uslovima poviSenih koncentracija soli bitne osobine
su pokretljivost kao i produkcija pigmenata sa antioksidativnom ulogom. Pokretljivost je jedna od
glavnih osobina bakterija koja im omogucava da aktivnim pomeranjem pomocu specijalizovanih
struktura, odgovore na promene u spoljasnjoj sredini i kolonizuju razli¢ita staniSta (Venieriaki et al.,
2016; Palma et al., 2022). Razliciti tipovi pokretljivosti kod mikroorganizama kao §to su “plivanje”
(swimming), “rojenje” (swarming) ili “gréenje” (twitching) (Palma et al., 2022) zastupljeni su u
zavisnosti od povrSinskih struktura, pri ¢emu kod jedne bakterije moZe postojati visSe mehanizama
pokretljivosti. Plivajuca pokretljivost je bazicni tip pokretljivosti koji se odvija pomocu rotirajuce
flagele. Ova pokretljivost se smatra individualnom osobinom, $to znaci da ¢elija samostalno reaguje
na signale u okruzenju i odreduje pravac kretanja bez koordinacija sa drugim bakterijama (Venieriaki
etal., 2016).

Pokretne bakterije imaju moguénost da izbegnu nepovoljne uslove, $to je vazno za prezZivljavanje u
heterogenim sredinama kakva su zaslanjena zemljiSta. Zatim, pokretljivost je medu kljuénim
osobinama koja daje adaptivnu prednost ¢elijama da naseljavaju rizosferu i rizoplan, krecuéi se
privu¢ene biljnim eksudatima (Compant et al., 2010). Vodena hemotaksijom, pokretljivost
omogucava da se prate detektovani hemijski gradijenti i dosegnu niSe sa novim nutrijentima
(Ebrahimi i Or, 2014). Stoga je pokretljivost od znacaja i za medusobne mikrobne i biljno-mikrobne
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interakcije (Aroney et al., 2021). lako daje brojne prednosti, pokretljivost je energetski zahtevna za
¢eliju i zavisi od uslova u ¢elijskoj okolini. U nepovoljnim uslovima, kakva je povecana koncentracija
soli, moze do¢i do prekidanja kretanja i usmeravanja energije u neke druge mehanizme prezivljavanja
kao §to je osmoregulacija. Plivajuca pokretljivost se odvija u te¢noj ili polutecnoj sredini. Kretanje
kroz zemljiste zavisi od dovoljne koli¢ine vlage za formiranje vodenih puteva. Gubitkom vlage
evaporacijom, drenazom ili usvajanjem od strane biljaka, formiraju se vazdusni dzepovi Koji
zaustavljaju kretanje. Vazdusni dzepovi istovremeno negativno deluju na hemotaksis jer sprecavaju
disperziju hemoatraktanta i formiranje hemijskog gradijenta (Ebrahimi i Or, 2014). Prevazilazenje
prepreka nastalih vazdusnim dzepovima se moze posti¢i prenoSenjem na ili u telima zemljisne faune,
duz hifa gljiva ili korena (Aroney et al., 2021).

Pored osmotskog stresa, poveéana akumulacija soli u zemljiStu negativno deluje na Celije
povecavajuci oksidativni stres, $to zahteva aktivaciju razli¢itih mehanizama za neutralizaciju
reaktivnih vrsta kiseonika (reactive oxidative species ROS). ROS interaguju sa vitalnim ¢éelijskim
strukturama izazivajuci oste¢enja koja narusavaju osnovne procese i1 vode c¢elijskoj smrti. ROS
dovode do lipidne peroksidacije koja naruSava strukturu i permeabilnost ¢elijske membrane,
naruSavaju strukturu proteina i dovode do modifikacija baza i prekida u lancima DNK (Addorisio et
al., 2022).

Razli¢ita jedinjenja se produkuju kao odgovor biljaka i mikroorganizama na oksidativni stres, medu
kojima pigmenti imaju znac¢ajnu ulogu. Dominantan tip bakterijskih pigmenata u slanim i hiperslanim
staniStima su karotenoidi (Fariq et al., 2019) koji predstavljaju jedan od najvaznijih neenzimskih
antioksidativnih sistema za neutralizaciju slobodnih radikala unutar ¢elije i zastitu ¢elijskih struktura
(Correa-Llanten et al., 2012; Banik et al., 2018). Zahvaljuju¢i antioksidativnoj ulozi, karotenoidi
pomazu mikroorganizmima da prezive u ekstremnim sredinama u uslovima stresa izazvanog UV
zraCenjem, visokim temperaturama i hiperosmotskim sredinama (Fariq et al., 2019).

Zivot u slanim zemlji§tima je izazovan zbog konstantnih prostorno-vremenskih varijacija u sadrzaju
soli i vode (Yan et al., 2015). Prema tome, mikroorganizmi su izlozeni udruzenom delovanju vise
vrsta abiotiCkog stresa, Sto zahteva aktivaciju razli¢itth mehanizama odbrane i regulacije koje su
energetski veoma zahtevne za Celije Sto dodatno otezava njihov opstanak. Najveéi broj
mikroorganizama se stoga nalazi u blizini biljke jer korenski sistem obezbeduje nutrijente za rast i
razvoj.

2.4. Bakterijske zajednice asocirane sa halofitama

Adaptacije halofita na stres solima su neraskidivo povezane sa slozenim ekoloskim procesima koji
su pod uticajem mikrobnih zajednica koje naseljavaju razlicita biljna tkiva i organe (Ruppel et al.,
2012). Skup svih asociranih mikroorganizama predstavlja mikrobiotu koja poveéava kapacitete biljke
za adaptaciju na odredeno staniste u kome deluju razli¢iti abioticki i bioticki faktori (Bulgarelli et al.,
2013; Rodriguez-Llorente et al., 2019). Kolektivni genom mikrobnih zajednica asociranih sa biljkom,
mikrobiom, visestruko prevazilazi genom biljke domacina 1 posmatra se kao njegov produzetak ili
drugi biljni genom (Berendsen et al., 2012; Schlaeppi i Bulgarelli, 2015). Sa razvojem metoda koje
su omogucile uvid u zajednice mikroorganizama bez kultivacije, postaje jasno da se biljke ne mogu
posmatrati odvojeno ve¢ zajedno sa asociranim mikroorganizmima, kao holobionti, a kolektivni
genom kao hologenom (Poupin et al., 2023). Shodno tome, sposobnost biljke da prezivi, raste i
reprodukuje se u specificnom staniStu je pod uticajem hologenoma, a ne samo biljnog genoma
(Poupin et al., 2023). Na oblikovanje holobionta uti¢e biljka, sredinski faktori kao i mikrobno-
mikrobne interakcije. Delujuéi na sve komponente holobionta, specificni faktori sredine uticu na
sastav mikrobnih zajednica favorizujuéi mikroorganizme sa korisnim efektima na biljku u odredenom
okruzenju (Hassani et al., 2018). Sadrzaj 1 sastav nutrijenata za mikroorganizme varira u razli¢itim
delovima biljke, §to vodi razvoju adaptiranih mikrobnih zajednica koje mogu imati pozitivne
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(mutualisticke), neutralne (komensalne) ili negativne (patogene) efekte na rast i razvoj biljke (Thrall
et al.,, 2007). Mikrobno-mikrobne interakcije imaju znacajnu ulogu u oblikovanju zajednica
asociranih sa biljkama imaju¢i u vidu ranije evolutivho poreklo mikroorganizama, brzinu
razmnozavanja i gustinu populacija u razli¢itim delovima biljke.

Koli¢ina soli i vlage variraju u zaslanjenim zemljistima i u fizioloski neujednacenom okruzenju se ne
razvija homogena (halotolerantna) zajednica mikroorganizama ve¢ Citav niz adaptiranih zajednica
(Canfora et al., 2014; Otlewska et al., 2020). Prema tome se i razli¢iti delovi biljaka koje rastu na
slanom zemljistu odlikuju specifi¢cno$¢u mikrobnih zajednica koje su direktno ili indirektno ukljucene
u osmoregulaciju halofita olaksavajuéi im prezivljavanje u uslovima stresa solima (Otlewska et al.,
2020).

Buduci da je koren mesto gde se biljka susrece sa slanim zemljistem, mikrobiota halofita vezana za
koren i usku zonu oko korena su od posebnog znacaja za izuCavanje biljno-mikrobnih interakcija na
zaslanjenim zemljiStima. Koren predstavlja mesto usvajanja nutrijenata dok istovremeno sluzi za
transport ugljenika asimilovanog u biljci ka zemljistu, utice na stabilizaciju zemljista i stvara fizicki
prostor za razvoj rizosfere (Moran i McGrath, 2021). Prilikom analiza mikroorganizama povezanih
sa korenom, potrebno je napraviti razliku izmedu zajednica koje naseljavaju unutra$njost korena
(endorizosfera), zajednica koje su povezane sa spoljasnjom povrSinom korena (rizoplan) i1 zajednica
u okolnom zemljistu koje nije pod direktnim uticajem biljke (Bulgarelli et al., 2012; Reinhold-Hurek
etal., 2015).

2.4.1. Rizosferne zajednice halofita

Rizosfera je zona zemljiSta koja je pod neposrednim uticajem korena i predstavlja podrucje izrazenih
mikrobnih interakcija i aktivnosti koje su od vitalnog znacaja za biljku (Bakker et al., 2013).
Predstavlja sloZeno i dinami¢no mikrostaniste u kome se prepli¢u uticaji biljke, zemljista 1 velikog
broja mikroorganizama. Uprkos maloj veli€ini, rizosfera ima ogromnu ulogu u zemlji$noj
biogeohemiji i mikrobiologiji, kao mesto razmene nutrijenata, energije i predstavlja “vrucu tacku”
mikrobne aktivnosti (Moran i McGrath, 2021).

IzraZzena mikrobna aktivnost je posledica obilja hranljivih materija koje poticu od biljke kroz procese
rizodepozicije. Rizodepozicija obuhvata akumulaciju organskih i neorganskih jedinjenja kao i éelija
korena u rizosferi (Hartman et al., 2009). Sa povrSine korena u rizosferu dospevaju zive celije
(posebno u vrhu korena), polisaharidni mucigel koji oblaze korensku kapu, kao 1 mrtve ¢elije korena
koje se odvajaju sa korenskih dlaka i epiderma u starijim delovima korena. Pored ¢elija koje se dalje
razlazu delovanjem mikroorganizama, ¢elije rizoderma luce spektar organskih jedinjenja nastalih u
fotosintezi, Secere, organske kiseline, fitosiderofore, aminokiseline, vitamine, kao i neorganske jone
u rizosferu (Bulgarelli et al., 2013). Rizodepoziti podsticu rast zemljiSne mikrobiote a njihov sastav
utice na selekciju rizosfernih zajednica. Koli¢ina rizodepozita varira u zavisnosti od tipa ekosistema,
vrste, veli¢ine nadzemnog dela kao i faze razvoja biljke (Hartman et al., 2009; Bulgarelli et al., 2013).

Kako bi se uspesno izvrsila kolonizacija rizosfere, mikroorganizmi moraju posedovati odgovarajuca
svojstva. U jednoj od prvih studija bakterijske genomike u rizosferi, Matilla et al. (2007) su pokazali
da se kljucne selektivne sile za uspesno naseljavanje rizosfere odnose na moguénost koriS¢enja
dostupnih nutrijenata u korenskim eksudatima kao i sposobnost adaptacije na stresne uslove koji
vladaju u rizosferi. U interakciji sa korenom kukuruza, isti autori su zabelezili poveé¢anu ekspresiju
gena uklju€enih u usvajanje amino kiselina i aromati¢nih jedinjenja prisutnih u eksudatima korena
kukuruza kao i gena ukljucenih u odbranu od oksidativnog stresa i detoksikaciju kod Pseudomonas
putida KT2440. Ovi rezultati ukazuju da se genska ekspresija kod bakterija menja i prilagodava ka
koriS¢enju nutrijenata prisutnih u korenskim eksudatima kao 1 na prezivljavanje u stresnim uslovima
u rizosferi. Budu¢i da su mikroorganizmi privuceni prisustvom odgovarajucih nutrijenata u rizosferi,
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prisustvo flagele 1 hemotaksis ka eksudatima 1 mucigelu su osobine koje su vazne za naseljavanje
rizosfere (Compant et al., 2010). Korenski eksudati privlac¢e korisne mikroorganizme, ali i bakterije
i gljive koje imaju neutralan ili Stetan efekat na mikroorganizme i biljku; shodno tome je
kompetitivnost vazna osobina za uspesno naseljavanje rizosfere. Sekundarni metaboliti ukljuceni u
bioloSku kontrolu, poput antibiotika, litickih enzima ili siderofora omoguc¢avaju bakterijama koje ih
produkuju selektivnu prednost i kompetitivnost u kolonizaciji rizosfere i rizoplana pri ¢emu ostvaruju
1 pozitivan efekat na biljku delujuéi protiv fitopatogena (Compant et al., 2010).

Na sastav mikrobnih zajednica u rizosferi uticu i biljka i zemljiSte, ali koji faktor ima odlu¢ujuci uticaj
zavisi od abiotickih i biotickih faktora u staniStu (Berg i Smalla, 2009). Biljka deluje na
mikroorganizme u rizosferi putem korenskih eksudata. Sastav korenskih eksudata varira medu
biljnim vrstama, $to rezultuje razvojem razli¢itih mikrobnih populacija usled razli¢itih nutritivnih
afiniteta (Hartman et al., 2009). Korenski eksudati odredene biljne vrste mogu stimulisati ili zaustaviti
rast bakterija i promena sastava korenskih eksudata je mehanizam kojim biljke vr$e odabir ¢lanova
mikrobnih zajednica u rizosferi (Dhungana et al., 2023). Pored ovog, Feng et al. (2023) su pokazali
da biljka moze da uti¢e na sekvencijalnu ekspresiju gena za stimulaciju rasta i biolosku kontrolu kod
Bacillus velezensis SQR9 i Pseudomonas protegens CHAO promenom korenskih eksudata tokom
razli¢itih razvojnih faza biljke. Isti autori su dodatno identifikovali hemijska jedinjenja koja dovode
do promene funkcionalne ekspresije gena kod ispitivanih bakterija. Dobijeni rezultati potvrduju uticaj
biljke na oblikovanje mikrobiote $to je posebno izrazeno u uslovima stresa, kada putem promene
sastava korenskih eksudata biljke uti¢u na privla¢enje mikroorganizama koji bi mogli da pospese rast
i razvoj i olakSaju efekte stresa. Ova hipoteza je poznata kao poziv za pomoc “cry for help” (Rolfe et
al., 2019) ¢iji mehanizmi nisu dovoljno poznati. Odlike zemljista, pre svega salinitet, pH 1 koli¢ina
vode zajedno sa aktivnoscu biljke regulisu strukturu i diverzitet mikroorganizama u rizosferi halofita
(Wang et al., 2024a). Koli¢ina soli deluje kao sredinski filter koji prezivljavaju samo adaptirani
mikroorganizami, dok se dodatna selekcija odvija delovanjem biljke (Otlewska et al., 2019).

Istrazivanje Chaudhary et al. (2015) je pokazalo znacajne razlike u hemijskom i mikrobioloskom
sastavu izmedu rizosfere i okolnog zemljista. Koli¢ine azotnih jedinjenja (ukupnog N, NHs-N), kao i
dostupnih K i Na su bile veée u rizosferi analiziranih Suaeda i Aeluropus u odnosu na okolno
zemljiSte. Razlike u koli¢ini nutrijenata su zabeleZene i medu rizosferom razlicitih halofita. Najvece
koli¢ine azotnih i ostalih nutrijenata su zabeleZene u rizosferi Suaeda, $to se objasnjava izlu¢ivanjem
azotnih jedinjenja preko korena, ali i veCom koli¢inom biljnih ostataka ove biljke koja u poredenju
sa ostalim analiziranim halofitama ima ve¢u nadzemnu biomasu. lako se u rizosferu izlucuju organske
kiseline koje pospesuju solubilizaciju fosfata, koli¢ina dostupnog P u rizosferi sukulenata je bila
manja od okolnog zemljiSta §to je verovatno posledica usvajanja od strane biljke ili imobilizacije P.
Elektri¢na provodljivst (EC) u rizosferi halofita je bila manja od okolnog zemljista u radu Chaudhary
et al. (2015). Sli¢ne rezultate dobili su Qiu et al. (2022) koji su pokazali ve¢i sadrZaj svih analiziranih
nutrijenata zajedno sa smanjenim salinitetom u rizosferi halofita u poredenju sa okolnim slanim
zemljiStem. Usvajanje soli od strane sukulentnih halofita 1 akumulacija u listovima dovela je do
smanjenja njihove koncentracije u rizosferi, Sto je istaknuta ekosistemska uloga halofita u
bioremedijaciji slanih zemljista.

Zahvaljujuéi obilju hranljivih materija u rizosferi, aktivnost i gustina mikrobnih populacija su
uglavnom vece od okolnog zemljista. Usled snaznog uticaja biljke biljke (Matilla et al., 2007) neretko
diverzitet u rizosferi moze da bude manji od okolnog zemljiSta, Sto se Cesto deSava u
agroekosistemima. Medutim, u uslovima stresa kao $to je povecanje soli ili suSa, biljka deluje u
pravcu povecanja diverziteta u rizosferi “regrutacijom” korisnih mikoroorganizama koji mogu da
olaksaju negativne efekte stresa, $to je u skladu sa “cry for help” hipotezom. Povecan diverzitet u
rizosferi halofita u odnosu na okolno zemljiste su pokazali rezultati Qiu et al. (2022), §to je objasnjeno
delovanjem halofita na oblikovanje mikrobne zajednice oslobadanjem nutrijenata i snizavanjem
saliniteta u okolini korena. Istovremeno, povecanje diverziteta i aktivnosti mikroorganizama u

14



rizosferi dovodi do intenziviranja procesa transformacije organske i mineralne materije, oslobadanja
nutrijenata i ostalih jedinjenja koja mogu biti od pomo¢i biljci u uslovima stresa.

Povecanje koli¢ine soli u zemljistu negativno utice na rast, respiraciju, enzimsku aktivnost i diverzitet
mikroorganizama u zemljiStu (Zhang et al., 2019). Pristupa¢nost nutrijenata zavisi od pH vrednosti,
ali se bakterije razlikuju u sposobnosti tolerancije prema razli¢itim pH, $to se odrazava na sastav
mikrobnih populacija. Narusavanje fizicko-hemijskih uslova u zemljiStu sa povecanjem soli vodi
smanjenju dostupnih nutrijenata, $to se takode odrazava na mikrobne populacije. Povecanje saliniteta
(EC zemljista), pH i Na® imalo je negativan uticaj na alfa diverzitet bakterija, arhea i strukturu
analizirane mikrobne zajednice u rizosferi predstavnika Suaeda (Wang et al., 2024a). Wang et al.
(2024a) zaklju¢uju da Suaeda reaguje na povecan salinitet selekcijom mikrobnih zajednica sa veéim
moguénostima halotolerancije 1 korisnim svojstvima koja ublazavaju stres izazvan salinitetom, $to
vodi specijalizaciji (smanjenju diverziteta) rizosfernog mikrobioma. Razlike u sastavu mikrobnih
zajednica rizosfere kod dve vrste Suaeda naglasavaju ulogu vrste u selekciji mikroorganizama (Wang
etal., 2024). Brojne studije dokazuju uticaj halofita na strukturnu i funkcionalnu raznolikost zajednica
u rizosferi, usled varijacije u eksudatima korena i rizodepoziciji u razli¢itim zonama (Chaudhary et
al., 2015; Huang et al., 2018; Peng et al., 2022; Qiu et al., 2022). Analiziraju¢i mikrobne zajednice
dve vrste roda Suaeda, Peng et al. (2022) su pokazali zna¢ajne razlike u sastavu zajednica okolnog
zemljiSta, rizosfere i1 endorizosfere kod iste vrste, pri ¢emu su najizraZenije razlike bile izmedu
zajednica zemljista i endorizosfere. Mreze zajednica zemljista i rizosfere su bile povezanije u odnosu
na endofitnu. Proteobacteria i Actinobacteria su oznafene kao komponenta osnovnog (core)
mikrobioma za Suaeda vrste (Peng et al., 2022), ali i druge halofite (Yammamoto et al., 2018; Kearl,
2019). Siroku zastupljenost ovih velikih bakterijskih grupa objasnjava sposobnost brzog rasta i
koriS¢enje razli¢itih nutrijenata poreklom iz halofita kao i pozitivan uticaj koji imaju na biljke u
ekstremnom stanistu.

2.4.2. Endorizosferne zajednice halofita

Zahvaljuju¢i mehanizmima biljke za odrZavanje homeostaze na zaslanjenom tlu, uslovi zivota unutar
tkiva halofita su stabiliniji od uslova u zemljistu, ali 1 izazovniji usled izrazenog uticaja biljke.
Endofite su mikroorganizmi ¢iji se Zivotni ciklus delimi¢no ili potpuno odvija unutar razli¢itih tkiva
i organa biljke bez izazivanja vidljivih negativnih efekata na domaéina (Rosenblueth i Martinez-
Romero, 2006; Hardoim et al., 2008). Endofite su u najblizem kontaktu sa biljkom i imaju bolji i
efikasniji pristup resursima biljke (Afzal et al., 2019) bez izraZene kompeticije koja postoji u rizosferi

(Hartman et al., 2009).

Najveci broj korenskih endofita potice iz rizosfere (Compant et al., 2010) pri ¢emu mikrobiom
endorizosfere ima manji diverzitet od mikrobioma zemljista i rizosfere (Liu et al., 2017) Sto je
posledica selekcije mikroorganizama kroz tri ekoloske niSe (rizosfera, rizoplan ka endorizosferi).
Bulgarelli et al. (2013) predlazu ,,dvostepeni®, a Reinhold Hurek et al. (2015) ,.trostepeni* model
selekcije korenskih endofita. Prema dvostepenom modelu, prvi korak u diferencijaciji od zemljisSnih
zajednica koje su pod uticajem edafskih faktora ka zajednicama u rizosferi je voden supstratom,
rizodepozitima 1 odlikama celijskog zida domacina koji stimuliSu rast odredenih grupa
mikroorganizama. U drugom koraku, dominantan je uticaj biljke na selekciju rizosfernih
mikroorganizama koji kolonizuju endorizosferu. Trostepeni model dodaje i specijalizovanu zajednicu
rizoplana na povrSini korena kao prelazni korak u selekciji mikroorganizama izmedu rizo i
endorizosfere. Uticaj biljke je izraZeniji u formiranju zajednica rizoplana, a najizraZeniji je u
endorizosferi gde se mikrobiom dodatno suzava pod uticajem biljke zadrzavaju¢i manju raznovrsnost
ali 1 specifi¢no prilagodene mikroorganizme. Oba modela isti¢u rizosferu kao niSu gde je selekcija
mikroorganizama uslovljena nutrijentima, dok priblizavanjem unutrasnjosti korena, zajednice postaju
specijalizovanije, usled rastu¢eg uticaja genotipa biljke na njihov sastav. Za uspeSnu kolonizaciju
rizoplana bitne su osobine prijanjanja, pili, adhezini i produkcija egzopolisaharida (EPS) (Compant
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et al., 2010; Liu et al., 2017). Nakon kolonizacije rizoplana, bakterije mogu ulaziti u tkivo korena,
aktivno ili pasivno. Osobine bakterija koje omogucavaju aktivnu endofitnu kolonizaciju i kretanje
kroz biljna tkiva su stvaranje lipopolisaharida, flagela, pila i pokretljivost. Od posebnog znacaja je
produkcija enzima koji razgraduju Celijski zid, celulaza i pektinaza, koji olakSavaju prolazak i Sirenje
kroz biljku (Compant et al., 2010). Endofite mogu pasivno da ulaze u biljku kroz pukotine nastale
delovanjem patogena ili zemljiSne faune, kao i na mestima gde se razdvaja ¢elijski zid usled rasta
korenske dlake (Afzal et al., 2020).) Endofite koje u tkivo korena dospevaju slucajno, kroz rane ili
pukotine nastale na mestima rasta, Liu et al. (2017) oznacavaju kao pasivne. Zajednicko za pasivne
endofite je da ostaju u povrSinskom delu usled nedostatka osobina neophodnih za uspe$nu
kolonizaciju dubljih slojeva korena. Ove endofite nemaju znacajniji uticaj na rast i razvoj biljaka
(Fadiji i Babalola, 2020).

Hardoim et al. (2008) razlikuje obligatne i fakultativne endofite. Obligatne endofite su zavisne od
biljke, ne mogu se razmnozavati izvan tkiva i prenose se vertikalno, semenom. Ove bakterije poseduju
osobine za aktivnu kolonizaciju korena, $ire se vaskularnim tkivima i dobro su prilagodene uslovima
koji vladaju u unutra$njosti biljke (Hardoim et al., 2008; Liu et al., 2017). Fakultativne endofite zive
slobodno u zemljistu i kolonizuju koren u povoljnim uslovima (Fadiji i Babalola, 2020). Najvec¢i broj
ostaje u korteksu korena, ali mogu i da se prenose u druga biljna tkiva sprovodnim sudovima
(Compant et al., 2010). Zivotni ciklus veéine endofita obuhvata smenu izmedu Zivota u zemljistu i
unutrasnjosti biljke (Afzal et al., 2019) i najveci broj bakterija koje imaju pozitivan uticaj na biljku
pripada ovoj grupi (Hardoim, 2015). Pored horizontalne transmisije od zemljiSta ka unutra$njosti
korena, endofitni mikrobiom se moze prenositi i vertikalno putem semena ka rizosferi (Feng et al.,
2023). Pored osobina bakterija koje su znacajne za endofitnu kolonizaciju, populacije endofita
variraju u zavisnosti od tkiva, faze rasta i genotipa biljke, kao i uslova u spoljasnjoj sredini (Otlewska
etal., 2020). Genotip i faza razvoja biljke uti¢u na endofitni mikrobiom biljke promenom nutritivnog
statusa u tkivima, koji se menja u razli¢itim fazama razvoja (Liu et al., 2017). lako zive u relativno
stabilnim uslovima i direktno koriste dostupne nutrijente u tkivima, endofitni nacin zivota stvara
dodatne izazove koji se pre svega odnose na izbegavanje imunog odgovora biljke. Kao neke od
mehanizma izbegavanja imunog sistema biljke, Liu et al. (2017) navode smanjenu produkciju enzima
koji razlazu ¢elijski zid u odnosu na patogene kao i odrzavanje nize gustine populacija u tkivima

biljke.

Endofitne zajednice halofita mogu da se razlikuju od endofitih zajednica ostalih biljaka jer koli¢ina
soli deluje kao filter za mikroorganizme sa mehanizmima osmoregulacije (Furtado et al., 2019).
Adaptacije halofita kao $to je akumulacija soli u listovima i sukulentnost, vode tome da njihova tkiva
mogu da nasele halofilne/halotolerantne bakterije od kojih su mnoge sa potencijalno korisnim
ulogama u rastu i razvoju biljke domacina u slanom stanistu (Mora-Ruiz et al, 2016).

Shodno prethodno opisanim modelima selekcije endofita, veci diverzitet i bogatstvo bakterijskih
zajednica u rizosferi halofita u poredenju sa endofitnim potvrden je brojnim istraZivanjima (Huang et
al., 2018; Yammamoto et al., 2018; Furtado et al., 2019; Peng et al., 2022). Klju¢ni razdeli
endorizosfere su Proteobacteria, Actinobacteria i Firmicutes koji sadrze veliki broj opisanih
predstavnika koji imaju pozitivan efekat na rast i razvoj biljaka. Chloroflexi, Cyanobacteria,
Verrucomicrobia, Planctomycetes i Nitrospirae mogu biti prisutne, ali sa manjim udelom dok su
Archaea, Acidobacteria i Gemmatimondetes retki ili potpuno odsutni u endorizosferi (Liu et al.,
2017). Kako bi endofite koristile unutrasnjost biljke kao ekolosku nisu, neophodan je dugotrajan
proces “aklimatizacije” bakterija 1 uspostavljanja balansa sa biljkom domacinom. Tokom ovog
procesa, endofite su izlozene delovanju niza biotic¢kih i abiotickih faktora koji redefiniSu njihov
metabolicki kapacitet (Furtado 1 Hrynkiewitz, 2021). Furtado 1 Hrynkiewitz (2021) istiCu sledece
faktore kao klju¢ne u oblikovanju endofitne zajednice halofita: uticaj zemljiSta (buduci da su endofite
podskup zemljiSne mikrobiote), vreme prilagodavanja unutrasnjosti biljke, biljna vrsta, organ kao i
faza rasta biljke.
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Buduc¢i da su u tesnoj vezi sa halofitama, korisne osobine endofita za rast ili toleranciju na stres biljke
je potrebno istraziti i iskoristiti njihov potencijal za primenu za poboljSanje rasta useva netolerantnih
na soli (Furtado et al., 2019; Furtado i Hrynkiewitz, 2021).

2.4.3. Pristupi analizi mikrobnih zajednica

Upoznavanje diverziteta, izolacija korisnih mikroorganizama kao i ispitivanje moguénosti njihove
primene za povecanje otpornosti useva na stres solima predstavljaju izazove sa metodoloske strane
koji zahtevaju kombinovani pristup razli¢itih metoda i tehnika mikrobiologije, molekularne biologije
(i biotehnologije). Metode za analizu mikrobnih zajednica mogu se podeliti na metode zavisne i
nezavisne od gajenja (kultivacije) mikroorganizama u laboratoriji.

Metode koje podrazumevaju gajenje mikroorganizama u kulturi su deo tradicionalnog
mikrobioloskog pristupa 1 baziraju se na koriS¢enju razli¢itih hranljivih podloga i rastu
mikroorganizama u kontrolisanim laboratorijskim uslovima. Cista kultura mikroorganizma je
neizostavna za detaljne geneticke analize i potencijalnu aplikaciju, pri ¢emu je osnovni nedostatak
odgajivackog pristupa nemoguénost gajenja najveceg broja mikroorganizama u laboratorijskim
uslovima (Turner, 2013). Procenjuje se da je samo oko 0.1-1% mikroorganizama moguée gajiti u
laboratorijskim uslovima (Solden et al., 2016) i ovaj raskorak u broju kultivabilnih predstavnika
definisan je kao ,,velika anomalija podloge* (Staley 1 Konopka, 1985). Analize sekvenci gena za 16
rRNK direktno iz uzoraka zivotne sredine su pokazale da skoro polovina poznatih filuma bakterija
sadrzi samo jednog predstavnika kojeg je moguce gajiti (Solden et al., 2016). Molekularne analize su
otkrile postojanje razdela kandidata (Candidat Phyla-CP) koji se sastoje isklju¢ivo od
mikrorganizama koji se ne mogu gajiti (Solden et al., 2016; Sarhan et al., 2019). Ovi razdeli
zajedni¢ki nazvani ,mikrobna tamna materija“ verovatno ¢ine veliki deo mikrobne biomase i
biodiverziteta dok njihova osnovna metabolicka i ekoloska svojstva ostaju nepoznata (Solden et al.,
2016).

Nutritivni i sredinski zahtevi rizosfernih mikroorganizama su izrazito heterogeni i uglavnom
nepoznati. Prema tome ne postoji metod ili univerzalna podloga koja se moze koristiti za izolaciju 1
odrzavanje veéine mikroorganizama povezanih sa korenom (Sarphet i Javadi, 2022). Unapredenja in
vitro tehnika ka gajenju novih vrsta ukljuuju: dodavanje mikro, makronutrijenata i signalnih
molekula u medijume za gajenje, zajednicko gajenje radi simulacije bioti¢kih faktora, manipulaciju
uslovima inkubacije koji favorizuju grupu mikroorganizama od interesa (npr. produZena inkubacija
na nutritivno siromas$nim medijumima za izolaciju oligotrofa) (Sarhan et al., 2016). Koris¢enje
hranljivih podloga sa dodacima biljnog porekla kao $to su sokovi ili prah dehidratisanih biljaka
povecava uspesnost gajenja mikroorganizama povezanih sa biljkom. Saleh et al. (2017) su za gajenje
halotolerantnih mikroorganizama poreklom iz halofita razvili medijum koji se bazira na sirovim
biljnim sokovima halofita razblazenim u morskoj vodi bez dodatnih sastojaka. Ovaj medijum je
povecao sposobnost kultivisanja (>15,0-20,0%) u poredenju sa standardnim veStackim medijumom
sa dodatkom NaCl. Podloge od sastojaka biljnog porekla omoguéavaju gajenje in vitro velikog broja
bakterija koje pripadaju razdelima Proteobacteria, Firmicutes, Bacteriodetes i Actinobacteria (Sarhan
etal., 2019).

Sekvenciranje gena za ribozomalne RNK zajedno sa daljim unapredenjem metoda 1 tehnika
molekularne biologije, omogucilo je detekciju bakterija iz prirodnih sredina koje nije bilo moguce
odgajiti u laboratoriji (Riesenfeld et al. 2004). Tehnike nezavisne od gajenja omogucile su potpunije
upoznavanje genetickog diverziteta, strukture populacija i ekoloSkih uloga mikroorganizama u
biljnom mikrobiomu, obuhvatajuci retke i/ili nekultivabilne vrste $to je osnova za razumevanje biljno-
mikrobnih ili mikrobno-mikrobnih interakcija (Schlaeppi i Bulgarelli, 2015).

Molekularna identifikacija postaje preciznija uvodenjem DNK barkodinga (Janakiev, 2019), pri cemu
su barkod regioni kratki delovi DNK koji se mogu lako amplifikovati i sekvencirati iz uzoraka, bez
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potrebe za gajanjem mikroorganizama u laboratoriji. Metagenomske analize zajedno sa
sekvenciranjem nove generacije (Next Generation Sequencing NGS) koje omogucavaju analizu
kompletnih genoma mikrobne zajednice direktno iz Zivotne sredine postaju dominantan metod za
analizu diverziteta zemljiSta i rizosfere. Metagenomika se definiSe kao istovremena karakterizacija
mesavine DNK sadrzane u uzorku iz zivotne sredine (Riesenfeld et al. 2004) 1 postavila je osnove
razvoju ostalih OMIC-s tehnika koje omogucéavaju viSestruk uvid u metabolicke kapacitete
analiziranog mikrobioma (Schlaeppi i Bulgarelli, 2015). NGS omoguc¢ava uvid u celokupne mikrobne
zajednice asocirane sa biljkom (Schlaeppi i Bulgarelli, 2015) i karakteriSe ga masovno paralelno
sekvenciranje velikog broja molekula DNK i potpuna automatizacija procesa sekvenciranja. Gen za
16s rRNK je dugacak oko 1600 bp i sadrzi devet varijabilnih regiona (V1-V9) razlicitog stepena
konzervisanosti (Bukin et al., 2019). Odabir 16s rRNK regiona za sekvenciranje je bitan za preciznu
analizu diverziteta zajednice. Konzervativniji regioni su pogodni za analizu viSih taksonomskih
kategorija dok hipervarijabilni regioni kao Sto su V2 1 V3 pogoduju identifikaciji rodova ili vrsta
(Bukin et al., 2019). Kombinovanim koris¢enjem DNK barkodova kao §to su 16S rRNK za bakterije
ili ITS region za gljive zajedno sa NGS tehnikama, metagenomika amplikona ili metabarkoding
tehnicki omogucava identifikaciju taksona prisutnih u odredenom uzorku sa visokom preciznoséu
zbog Cega je postao Siroko koris¢en molekularni pristup analizi biodiverziteta mikroorganizama u
zivotnoj sredini (Alberdi et al., 2018; Bukin et al., 2019).

Analiza mikrobnih zajednica pomoc¢u metabarkodinga ukljucuje: uzorkovanje, izolovanje ukupne
DNK iz uzorka, amplifikaciju target gena, sekvenciranje amplikona odabranom platformom kao $to
je Illumina 1 bioinformaticku analizu podataka. Ukupni diverzitet se poveéava sa dubinom
sekvenciranja do dostizanja platoa koji ukazuje da sa daljim povecanjem dubine nece doc¢i do
opisivanja novih taksona. Stoga je vazno odrediti optimalnu dubinu sekvencioniranja koja bi pokrila
mikrobni diverzitet za svaku studiju (Alberdi et al., 2018). Oc¢itane sekvence je neophodno obraditi
adekvatnim bioinformatickim alatima kako bi se dobile finalne jedinstvene sekvence koje se na
osnovu slicnosti (97% ili viSe) grupiSu u operativne taksonomske jedinice (OTU). OTU sluze za
razlikovanje taksona na osnovu sli¢nosti genetskog koda odredenog sekvenciranjem, ali ih je
potrebno povezati sa ekoloskim i fiziolo§kim osobinama vrsta za pravilnu identifikaciju (Ruppert et
al., 2019). Analiza OTU pruza bitne informacije o diverzitetu populacije. Bogatstvo pojedina¢nih
vrsta 1 njihova raspodela (ujednacenost) u uzorku opisuje se alfa diverzitetom koji se izrazava
indeksima kao $to su Chao, Shannon ili Simpson (koji se raCunaju preko ucestalosti ili distribucije
OTU u populaciji) koriste¢i bioinformaticke alate kao §to je Quiime platforma (Caporaso et al., 2010).
Bogatstvo i ujednacenost vrsta su bitni indikatori diverziteta odredene populacije (Choi et al., 2015).
Na primer, niske vrednosti indeksa koji opisuju bogatstvo vrsta praceni niskom ujednaceno$cu
ukazuju na dominaciju nekoliko taksona u populaciji §to govori o uslovima koji vladaju u staniStu
analizirane mikrobne zajednice. Dok alfa diverzitet daje pregled diverziteta u pojedinaénom uzorku,
beta diverzitet se koristi za poredenje mikrobnih profila viSe uzoraka pruzaju¢i podatke o
funkcionalnoj raznolikosti izmedu populacija (Choi et al., 2015). Za racunanje beta diverziteta koriste
se razli¢iti indeksi sli¢nosti kao $to je Bray-Curtis koji pokazuju koji deo populacije je zajednicki u
razliitim uzorcima.

Biljna mikrobiota sadrzi relativno veliku frakciju kultivabilnih bakterija (Finkel et al., 2017) ¢ije
kolekcije sadrze biotehnoloski znacajne predstavnike. U analizi Sumskog zemljista, Vanlnsberghe et
al. (2013) su pokazali da je 22% mikrobiote detektovane molekularnom metodom moguée gajiti na
hranljivim podlogama $to ukazuje da je preklapanje izmedu kultivabilne i nekultivabilne mikrobote
vece nego Sto se ranije mislilo. Mora Ruiz et al. (2015) su uspeli da odgaje u laboratorijskim uslovima
66% mikroorganizama koji naseljavaju list halofita otkrivenih 454 pirosekvenciranjem. Diverzitet i
sastav mikrobnih zajednica povezanih sa rizosferom i endorizosferom tri halofite koje su rasle na
slano-alkalnim zemljistima analizirane su Ilumina sekvenciranjem V3 i V4 hipervarijabilnih regiona
16S rRNK u radu Gao et al. (2022). Rezultati su pokazali je da je diverzitet u rizosferi analiziranih
biljaka veéi nego wu endorizosferi, dok su dominantni razdeli u uzorcima bili
Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes i Proteobacteria. [lumina sekvenciranje kori§¢eno je za
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analizu mikrobnih zajednica rizo- i endorizosfere halofita Messerschmidia sibirica (Tian i Zhang,
2017), Halocnemum strobilaceum, Halostachys caspica, Limonium gmelinii, Lycium ruthenicum i
Kalidium foliatum (Li et al., 2018), Glaux maritima i Salicornia europaea (Yamamoto et al., 2018)
kao i rizosfere S. europaea (Peng et al., 2022; Wang et al., 2024b). Szymanska et al. (2018) i Furtado
et al. (2019) su analizirali endofitni mikrobiom korena sukulentne S. europaea, dok su Wang et al.
(2021) istrazivali endofite povezane sa Suaeda glauca koris¢enjem Illumina sekvencioniranja
prosirujuci uvid u mikrobne zajednice povezane sa sukulentama.

Bez obzira na neophodnost kori$¢enja tehnika nezavisnih od gajenja u analizi diverziteta zajednica,
za dublje razumevanje biljno-mikrobne interakcije i $to potpuniju analizu mikrobiote, Shaleppi i
Bulgarelli (2015) predlazu kombinovani pristup. Kearl et al. (2019) su za analizu mikrobnih zajednica
povezanih sa tri halofite Salicornia rubra, Sarcocornia utahensis, i Allenrolfea occidentalis koristili
kombinovani pristup. Koris¢ene metode nezavisne od gajenja su ukljucivale DNK sekvenciranje
pomocu Ilumina platforme koje je pokazalo dominaciju razdela i klasa Acidobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes, Chloroflexi, Gama i Delta Proteobacteria u rizo i endorizosferi analiziranih halofita.
Izolati iz istih uzoraka pripadali su dominantno rodovima Halomonas, Bacillus, i Kushneria koji su
pokazali sposobnost stimulacije rasta lucerke u uslovima povisene koncentracije soli.

2.5. Halotolerantne bakterije stimulatori biljnog rasta (HT PGP)

Interakcije sa mikrorganizmima imaju vaznu ulogu za rast i razvoj biljke, kao 1 odrzavanje zdravlja
zemljista (Etesami i Glick, 2020). Biljno-mikrobne interakcije obuhvataju epifitne (na povrSini
biljke), endofitne (unutrasnjost biljnih tkiva) i rizosferne (neposredna okolina korena) (Etesami i
Glick, 2020) koje mogu biti korisne, Stetne ili neutralne za biljku (Lynch, 1990). Bakterije koje
razli¢itim mehanizmima stimuliSu rast i razvoj biljaka oznacavaju se kao bakterije stimulatori biljnog
rasta (PGP) (Kloepper i Schroth, 1978). Klju¢ni deo mikrobiote halofita predstavljaju halotolerantne
bakterije stimulatori biljnog rasta (HT PGP) koje naseljavaju rizosferu, filosferu i endosferu i
doprinose rastu, zdravlju i otpornosti biljke na stres kroz visestruke PGP mehanizme (Kumawat et
al., 2021). Mehanizmi stimulacije biljnog rasta mogu se podeliti u dve kategorije: direktne i indirektne
(Glick, 1995). Direktnim mehanizmima PGP bakterije neposredno uti¢u na fizioloske procese u biljci
putem produkcije fitohormona kao regulatora fizioloskih procesa ili kroz povecanje dostupnosti
nutrijenata (azot, fosfor, kalijjum, cink, gvozde) (Glick, 2012). Indirektni mehanizmi stimulacije
biljnog rasta odnose se na delovanje protiv biljnih patogena, pri ¢emu se smanjenjem ili blokiranjem
njihovog uticaja olakSava rast 1 razvoj biljke (Glick, 2012).

2.5.1. Uticaj halotolerantnih bakterija stimulatora biljnog rasta (HT PGP) na povecanje dostupnosti
nutrijenata

Izazivajuéi jonsku i osmotsku neravnotezu, preterana akumulacija soli u zemljiStu ima negativan
uticaj na dostupnost nutrijenata, ometa njihovo usvajanje 1 transport unutar biljke, Sto moze da
rezultuje deficitom u esencijalnim nutrijentima (Fageria et al., 2011; Paul i Lade, 2014; Khan et al.,
2023). Nedostatak nutrijenata pojacava efekte abiotiCkog stresa 1 umanjuje sposobnost biljke da se
prilagodi nepovoljnim uslovima sredine, ometa rast, reprodukciju i umanjuje prinos. Zbog toga su
mehanizmi HT PGP bakterija kojima se kroz procese solubilizacije i mineralizacije oslobadaju
nutrijenti dostupni biljkama za usvajanje vazni za prezivljavanje biljaka u uslovima povecanih
koncentracija soli.

Zbog negativnog efekta povecanog saliniteta na azotofiksaciju i aktivnost mikroorganizama, u slanim
zemljistima produktivnost biljaka moze da bude smanjena usled nedostatka dostupnih oblika azota
(Fageria et al., 2011; Etessami i Beattie 2018). Nadoknada azota dubrenjem moze da dovede do

19



sekundarne salinizacije 1 dodatne degradacije zemljiSta. Stoga je produkcija amonijaka vazno
svojstvo HT PGP kojim povecavaju dostupnost azota u zaslanjenim zemljiStima. Enzimskim
transformacijama azotne organske materije, bakterije oslobadaju amonijak (ili amonijum) koji je
dostupan biljkama za usvajanje, ¢ime se direktno stimuliSe biljni rast. Marques et al. (2010) su
pokazali da je produkcija amonijaka od strane bakterija pozitivno uticala na rast korena, izdanka i
biomasu kukuruza. Prisustvo amonijaka ograniava delovanje patogena uticajem na smanjenje
sposobnosti kolonizacije biljke i klijanja spora gljiva (Goswami i Deka, 2020), ¢ime se ostvaruje i
indirektna stimulacija biljnog rasta.

Kao sastavni deo makromolekula, fosfor (P) je neophodan za pravilan rast i razvoj svim ¢elijama.
Samo 0,1% ukupnog fosfora je dostupno biljkama zbog slabe rastvorljivosti i snaznog vezivanja za
zemljiSne Cestice (Goldstein, 1986). Zahvaljuju¢i ulozi u regulaciji fizioloskih odgovora, njegova
uloga je nezamenljiva u povecanju tolerancije biljaka na razliCite abioticke stresove ukljucujuci
salinitet (Khan et al., 2023). Poveéan salinitet dodatno moze smanjiti koli¢inu dostupnog fosfora,
usled prelaska u manje rastvorljive i teze pristupacne oblike (Fageria et al., 2011). Fosfor se u
zemljiStu moze nalaziti u mineralnoj formi kao apatit ili organskom obliku kao fosfomonoestri,
fosfotriestri 1 fitati Sto su teSko rastvorljivi oblici (Glick, 2012; Etesami i Glick, 2020). UnoSenje
fosfora u zemljiSte dubrenjem smanjuje negativne efekte soli na biljku, povecava efikasnost
fotosinteze, usvajanje nutrijenata i rast (Khan et al., 2023). Medutim, najveéa koli¢ina fosfornih
mineralnih dubriva bude imobilisana nakon aplikacije 1 neiskori§¢ena od strane biljaka, povecavajuci
koli¢inu nedostupnog fosfora u zemljistu (Glick, 2012).

Bakterije koje imaju sposobnost da povecaju dostupnost fosfora u zemljiStu solubilizacijom
mineralnih jedinjenja oznacene su kao fosfat-solubiliziraju¢e bakterije (PSB). Delovanje
halotolerantnih PSB je vazno za funkcionisanje biljke u zaslanjenim zemljiStima jer one povecavaju
dostupnost fosfora biljkama bez dodatnog zaslanjivanja i naruSavanja fizicko-hemijskih osobina
zemljiSta (Otlewska et al., 2019). Solubilizacija mineralnih oblika fosfora se vrSi razlic¢itim
mehanizmima koji podrazumevaju helaciju, jonsku razmenu, produkciju organskih kiselina male
molekulske mase kao §to je glukonska, limunska, sukcinatna ili mlecna, ali 1 kroz mineralizaciju
organskih jedinjenja fosfora delovanjem enzima (Etesami i Beattie, 2018). Mineralizacija organskih
jedinjenja fosfora se odvija delovanjem razli¢itih fosfataza koje katalizuju hidrolizu fosfornih estara.
Isti soj bakterija moze da povetava dostupnost fosfora solubilizacijom iz mineralnih 1
mineralizacijom iz organskih oblika (Glick, 2012). Dodatna uloga mikroorganizama u zemljistu,
posebno u zaslanjenom, je spreCavanje gubitka fosfora ugradivanjem u mikrobnu biomasu.
Predstavnici halotolerantnih PSB Bacillus, Pseudomonas, Azospirillum, Arthrobacter, Halobacillus,
Halomonas, Planococcus, Oceanobacillus, Achromobacter, Alcaligenes, Brevibacterium, Serratia,
Rhizobium, Zhihengliuella su izolovani iz brojnih halofita (Navarro-Torre et al., 2017; Mapelli et al.,
2013; Zhao et al., 2016; Teles et al., 2024) 1 pokazali sposobnost stimulacije rasta useva kao §to je
pSenica (Orhan, 2016; Albdaiwi et al., 2019) ili repa (Zhou et al., 2017) u uslovima povecanog
saliniteta.

Kalijum (K) je makronutrijent koji kao aktivator preko 60 enzima, ima vaznu ulogu u rastu i razvoju
biljaka i ucestvuje u otpornosti biljke na bolest i abioticki stres (Kour et al., 2020). Rezerve kalijuma
u zemljinoj kori su velike, ali samo 1-2% je direktno dostupno biljkama i mikroorganizmima za
koris¢enje 1 to je kalijum u zemljiSnom rastvoru koji se lako ispira u dublje slojeve zemljista (Etesami
etal., 2017).

Mnoge bakterije poseduju efikasne mehanizme za oslobadanje dostupnih formi kalijuma iz
neorganskih oblika 1 oznacavaju se kao kalijum-solubiliziraju¢e bakterije (KSB) (Kour et al., 2020).
Osnovni mehanizam KSB je razlaganje alumosilikata produkcijom organskih ili neorganskih kiselina
u procesu acidolize, zatim produkcija siderofora, reakcije katjonske razmene 1 sprecavanje ispiranja
kalijuma ugradivanjem u mikrobnu biomasu (Etesami et al., 2017; Ashfaq et al., 2020). Produkcija
ekstracelularnih polimera ukljucujuci proteine i egzopolisaharide (EPS) koji stvaraju biofilm preko
minerala i stena je rasprostranjen mehanizam za oslobadanje kalijuma iz minerala (Ashfaq et al.,
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2020; Nawaz et al., 2023). Sposobnost solubilizacije kalijuma zabeleZena je kod predstavnika rodova:
Bacillus, Paenibacillus, Acidithiobacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Pseudomonas, Enterobacter,
Pantoea, Erwinia, Azospirillum, Marinococcus, Serratia, Streptomyces, i Azotobacter (Etesami et al.,
2017; Nawaz et al., 2023). Kontrola usvajanja i transporta Na kroz biljku kao i odrzavanje Na:K
odnosa je bitno sa aspekta odrzavanje homeostaze u uslovima povisenog saliniteta (Ashfaq et al.,
2020). U slanim zemljistima, Na* konkurise sa K* za apsorpciju u biljku; shodno tome je uloga KSB
U oslobadanju kalijuma vazna zbog njegove uloge u zastiti biljke od stresa izazvanog povecanom
koli¢inom Na i odrzavanju normalnog metabolizma biljke (Nawaz et al., 2023). Halotolerantne KSB
izolovane iz slanih staniSta imaju sposobnost solubilizacije kalijuma u uslovima povisenog saliniteta
(Ashfaq et al., 2020), $to ih ¢ini dobrom alternativnom strategijom za snabdevanje biljaka kalijumom
(Nawaz et al., 2023).

Cink (Zn) je vazan mikronutrijent sa viSestrukim ulogama u bioloskom sistemu. Zbog njegove slabe
rastvorljivosti (dostupnosti) u uslovima povisene pH, visokog sadrzaja bikarbonata i odnosom Mg?*
i Ca?* (Wissuwa, 2006), nedostatak cinka u slanim zemljiitima je posebno izrazen (Otlewska et al.,
2019), a njegova uloga nazamenljiva u biohemijskim reakcijama, rastu, reprodukciji biljka i sintezi
biljnih hormona auksina (Gandhi i Muralidharan, 2016). Upotreba mineralnih dubriva sa cinkom nije
dovoljno efikasna zbog relativno brze fiksacije nakon primene i gubitka dostupnih oblika za biljku
(Yasmin et al., 2021). Mnoge rizosferne bakterije imaju sposobnost da solubilizuju neorganske izvore
cinka kao §to su ZnO i ZnCO3 prevodeci ih u oblik dostupan biljkama za koris¢enje (Wissuwa et al.,
2006), ¢ime mogu da smanje ili zamene dodavanje izvora cinka putem mineralnih dubriva. Bakterije
sa ovim svojstvom nazivaju se cink-solubiliziraju¢e bakterije (ZSB) i njihovi predstavnici su opisani
kod rodova Thiobacullus, Bacillus, Gluconacetobacter, Pseudomonas i Acinetobacter (Gandhi i
Muralidharan, 2016) kao i Ralstonia, Burkholderia, Klebsiella (Gontia Mishra et al., 2017).

Jos§ jedan esencijalni mikronutrijent za fizioloSke procese kod biljaka je gvozde (Fe). Gvozde ulazi u
sastav metaloproteina i kofaktor je mnogih enzima ukljucenih u vitalne reakcije kod biljke kao Sto su
sinteza DNK, fotosinteza, respiracija, transpiracija i azotofiksacija (Abbas et al., 2015, Etesami i
Beattie, 2018). Mnoge biljke pokazuju simptome deficita gvozda u sredinama sa pH > 5 (Abbas et
al., 2015). Dostupnost Fe* se smanjuje sa pove¢anjem pH vrednosti zbog ¢ega je njegov nedostatak
veliki problem u kre¢njackim i slano-sodnim zemljiStima Sirom sveta (Etesami i Beattie, 2018;
Gamalero et al., 2020). Sa povecanjem saliniteta i nedostatkom gvozda, dolazi do smanjenja koli¢ine
hlorofila u mladim listovima i pojave hloroze $to vodi redukciji rasta i razvoja biljke (Abbas et al.,
2015). Budu¢i da je 1 mikroorganizmima neophodno gvozde, problem njegovog deficita je joS
izrazeniji u rizosferi biljaka koje rastu u slanim stanistima usled kompeticije. U uslovima nedostaka
gvozda bakterije produkuju male molekule sa velikim afinitetom za vezivanje Fe** koji se zovu
siderofore. Siderofore oslobodene iz ¢elije vezuju dostupne Fe®* jone u okolini formirajuéi kompeks
koji se zove ferisiderofor, a koji se, nakon prepoznavanja membranskim receptorima, unosi u
bakterijsku éeliju (Gamalero et al., 2020). Tokom prolaska kroz membranu, Fe* jon se prevodi u Fe?*
pre nego $to se oslobodi i koristi unutar bakterijske ¢elije (Neilands, 1981; Gamalero et al., 2020).
Bakterijske siderofore imaju veéi afinitet vezivanja za Fe®*" od fitopatogenih gljiva kod kojih je
gvozde neophodno za mehanizme infekcije biljke (Otlewska et al., 2019). Mnoge HT PGP bakterije
izolovane iz halofita produkuju siderofore gvozda (Navarro-Torre et al., 2017; Zhou et al., 2017;
Mahdi et al., 2021; Oliva et al. 2023) Sto je svojstvo koje dvojako deluje na biljku: direktno preko
snabdevanja gvozdem i indirektno smanjenjem delovanja patogenih gljiva.
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2.5.2. Uticaj halotolerantnih bakterija stimulatora biljnog rasta (HT PGP) na regulaciju nivoa
fitohormona

Pored povecanja dostupnosti mikro i makronutrijenata, HT PGP bakterije direktno uticu na rast,
razvoj i odgovor biljaka na razlicite vidove stresa u spoljasnjoj sredini putem produkcije i menjanjem
nivoa fitohormona.

Indol-3-sir¢etna kiselina (IAA) je najpoznatiji hormon iz grupe auksina, hormona rasta, koji regulise
razli¢ite aspekte biljnog rasta i razvoja. |AA utic¢e na deobu, izduzivanje i diferencijaciju ¢elija, ima
znacajnu ulogu u klijanju, razvoju ksilema i korenovog sistema, kontroliSe vegetativni rast, sintezu
mnogih metabolita i odgovor biljaka na stresne uslove (Glick, 2012; Egamberdieva et al., 2019).
Stimulacijom rasta korena i povecanjem apsorpcione povrSine pospeSuje se usvajanje vode i
nutrijenata iz zemljista (Otlewska et al., 2019). Khan et al. (2023) isticu ulogu IAA u odgovoru biljke
u uslovima nedostatka fosfora, gde auksin stimuliSe razvoj bo¢nih korenova i korenskih dlacica ¢ime
se povecava povrSina za usvajanje fosfora.

Produkcija IAA je relativno Cesta odlika PGP bakterija (Dodd i Perez Alfonsia, 2012) i HT PGP sa
ovim svojstvom mogu da nadomeste nedostatak biljnog IAA i poboljsaju rast i toleranciju biljaka u
uslovima stresa izazvanog solima. Orhan (2016) je zabelezio pozitivan uticaj HT PGP koje produkuju
IAA na rast korena, izdanka i svezu masu pSenice u uslovima stresa solima. Efekti auksina na rast
mogu biti stimulativni ili inhibitorni, §to zavisi od koncentracije. Uticaj bakterijski produkovanog
(egzogenog) IAA zavisi od nivoa prisutnog u biljci (endogenog 1AA), vrste biljke, faze rasta i
osetljivosti na IAA. Bakterijski IAA moze pozitivno uticati na biljke koje imaju niske nivoe IAA
(Glick, 2012). Prevelike koli¢ine auksina mogu inhibitorno delovati na rast, stoga biljka moze da
neutraliSe viSak ovog hormona vezivanjem sa peptidima, aminokiselinama ili Se¢erima (Gamalero et

al., 2020).

Etilen je gasoviti biljni hormon ukljuéen u razli¢ite faze biljnog rasta, procese vezane za starenje
cvetova, listova 1 sazrevanje plodova. Etilen stimuliSe klijanje semena (prekida dormanciju), inicira
formiranje ali sprecava izduZivanje korena, aktivira sintezu drugih biljnih hormona, inhibira
nodulaciju i formiranje mikorize i ima ulogu u odgovoru biljke na razlicite vidove biotickog i
abiotickog stresa (Glick, 2012; Gamalero et al., 2020). Sinteza etilena kod visih biljaka se odvija
preko metioninskog puta, tokom kog se metionin prevodi u S-adenozil-L-metionin (SAM)
delovanjem enzima SAM sintetaze. Delovanjem 1-aminociklopropan-1-karboksilat (ACC) sintaze
SAM se prevodi u 1-aminociklopropan-1-karboksilnu kiselinu (ACC) koji je neposredni prekursor
etilena kod biljaka (Gamalero et al., 2020).

U uslovima stresa nivo etilena u biljci raste, $to inicijalno aktivira odbrambene mehanizme biljke ali
dugotrajnim delovanjem vodi inhibiciji rasta i potencijalno smrti biljke. Delovanje etilena u uslovima
stresa se objasnjava modelom koji razlikuje dva nivoa (dva pika) produkcije etilena (Glick, 2007;
Etesami 1 Glick, 2020). Izlozenost stresu dovodi do pocetnog porasta etilena koji pokrece niz
mehanizama otpornosti kao zastitni odgovor biljke. Kada stres postane intenzivniji ili hronican, biljka
sintetiSe dodatne koli¢ine ACC $§to dovodi do nastanka drugog, veceg etilenskog pika koji je
inhibitoran, dovodi do redukcije rasta korena i izdanka, hloroze, starenja i opadanja listova i
posledi¢no ugrozava opstanak biljke (Glick, 2012). Veliki deo inhibicije biljnog rasta u razli¢itim
stresnim uslovima zapravo potic¢e od odgovora biljke na povecane nivoe etilena, koji uvecavaju efekte
delovanja stresora (Glick et al., 2007). Smanjenjem nivoa etilena, ublaZzava se njegovo negativno
delovanje na biljni rast u periodu izloZenosti stresu. ACC deaminaza je enzim koji razgraduje direktan
prekursor etilena ACC do amonijaka i alfa ketobutirata koji bakterije koriste kao izvor azota i dalje
lako metabolisu (Glick, 2007; Gamalero et al., 2020). U uslovima povecane koncentracije, ACC se
zajedno sa drugim eksudatima izlucuje iz semena, korena ili lista i1 biva razlozen delovanjem ACC
deaminaza bakterija povezanih sa biljkom $to dovodi do smanjenja kolicine etilena koja moze da se
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sintetiSe (Glick, 2007). Bakterije koje produkuju ACC deaminazu ublazavaju inhibitorne efekte koje
etilen izaziva u stresnim uslovima i omogucavaju nastavak rasta korena i izdanka.

IAA stimulise traskripciju gena za ACC sintazu ¢ijom aktivnos$éu se povecava koncentracija ACC i,
posledi¢no, etilena. Pove¢an nivo etilena u biljci povratno deluje na transport i sintezu IAA,
ograni¢avajuci tako produkciju ACC sintaze koja bi dovela do dodatne siteze etilena (Glick et al.,
2007). Bakterije koje imaju svojstva produkcije IAA 1 ACC efikasnije deluju na ublazavanje efekata
stresa kod biljke. U prisustvu ACC deaminaze nivo etilena je manji, samim tim i njegov inhibitoran
efekat na sintezu IAA. Istovremeno bakterijska IAA deluje na rast biljke i povecava transkripciju
ACC sintaze ali se znacajan deo sintetisanog ACC razlozi bakterijskom ACC deaminazom, tako da
ove bakterije snizavanjem nivoa etilena umanjuju njegove inhibitorne efekte na razlicite procese u

al., 2020).

Zahvaljujuéi ulozi koju ima u ublazavanju negativnih efekata razli¢itih vrsta abiotickog stresa na
biljku, ACC deaminazna aktivnost HT PGP bakterija je od posebnog znacaja u uslovima stresa
izazvanog pove¢anom koncentracijom soli (Kumar Arora et al., 2020). Metodologija izolacije ACC
deaminaza produkujucih bakterija kao i ispitivanje aktivnosti enzima ACC deaminaze su ustanovljeni
(Penrose i Glick, 2003) zajedno sa kolorimetrijskim ninhidrinskim testom za kvantifikaciju ACC (Li
et al., 2011). Ispitujuéi potencijal ACC produkujuce bakterije Achromobacter piechaudii ARV8
izolovane iz sus$nog slanog zemljiSta, Mayak et al. (2004) su pokazali zna¢ajno povecanje suve i
vlazne mase paradajza u uslovima povisene koncentracije soli. Ovo istrazivanje je postavilo temelje
i podstaklo dalja istrazivanja bakterija koje produkuju ACC deaminazu u kontekstu povecanja
otpornosti biljaka u uslovima povisene koncentracije soli. Iz raznovrsnih slanih stanista izolovane su
ACC deaminaza produkuju¢e HT PGP bakterije sa pozitivnim efektom na rast razli¢itih useva u
uslovima povecane koncentracije soli. U istrazivanjima Siddikee et al. (2010), 25 od 140 izolata iz
obalskih zemlji§ta imalo je sposobnost produkcije ACC deaminaze dok je inokulacija odabranim
sojevima dovela do 40% povecanja u duzini korena i suvoj masi kod Brassica napus. Kapadia et al.
(2022) su pokazali povecanje duZine korena, suve mase 1 broja bokora pirin¢a nakon inokulacije ACC
deaminaza pozitivnim izolatima poreklom iz slanog zemljiSta.

HT PGP ACC deaminaza produkujuée bakterije su izolovane iz mnogih halofita sa potencijalom da
stimuliSu rast i razvoj halofita kao i useva netolerantnih na soli. Predstavnici Brachybacterium,
Zhihengliuella, Brevibacterium, Halomonas, Vibrio, Pseudomonas, Rhizobium su izolovane iz
korena Salicornia brachiata (Jha et al., 2012) dok su izolati iz halofite L. sinense prilikom
reinokulacije u uslovima povisene koncentracije soli stimulisali biljni rast (Qin et al., 2014). Zhou et
al. (2017) su pokazali da HT PGP sojevi koji produkuju ACC deaminazu poreklom iz prirodno
zaslanjenih sredina, kakva je rizosfera halofita, mogu da stimuliSu rast Se¢erne repe u uslovima
poviSene koncentracije soli (50-125 mM). Predstavnici Arthrobacter, Bacillus, Brevibacterium,
Gracilibacillus, Virgibacillus, Salinicoccus, Pseudomonas i Exiguobacterium izolovani iz Suaeda
fruticosa stimulisali su rast kukuruza u uslovima povisene koncentracije soli (Ashlam i Ali, 2018).
Inokulacija pasulja (Phaseolus vulgaris L.) ACC deaminaza produkuju¢im izolatima
Aneurinibacillus aneurinilyticus ACCO02 i Paenibacillus sp. ACC06 dovela je do smanjenja nivoa
etilena indukovanog stresom za ~60% 1 njegovog inhibitornog efekta, pri ¢emu je doslo do
poboljsanja rasta korena i izdanaka, kao i sadrZaja hlorofila u uslovima povisene koncentracije soli
(Gupta i Pandey, 2019). Pozitivne efekte na kukuruz u prisustvu soli su dobili i Misra i Chauhan
(2020) prilikom inokulacije sa halotolerantnim ACC pozitivnim B. subtilis (NBRI 28B), B.
subtilis (NBRI 33 N) i B. safensis (NBRI 12 M).
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2.5.3. Znacaj produkcije egzopolisaharida (EPS) 1 biofilma kod halotolerantnih bakterija stimulatora
biljnog rasta (HT PGP)

Vazne PGP osobine HT PGP bakterija su sposobnost produkcije egzopolisaharida (EPS) i stvaranje
biofilma. Termin egzopolisaharidi (EPS) se odnosi na razliite omotae sa spoljaSnje strane
bakterijskog ¢elijskog zida koji mogu da ¢ine i do 95% ¢elijske mase i imaju bitnu ulogu u formiranju
1 odrzavanju bakterijskih biofilmova (Naseem et al., 2018: Gamalero et al., 2020). Sadrzaj vode u
EPS dostize 97% (Naseem et al., 2018) i svojstvo zadrzavanja vode je u osnovi brojnih uloga ovih
supstanci. EPS imaju viSestruke zaStitne i korisne funkcije za bakterijske ¢elije, biljku, kao i zemljiste.
Zahvaljujuéi velikom kapacitetu zadrzavanja vode, EPS sprecavaju isuSivanje ¢elija i predstavljaju
barijeru Stetnom delovanju soli, teskih metala i antimikrobnih jedinjenja (Costa et al., 2018). Dodatno,
EPS omogucavaju agregaciju ¢elija i pomazu adheziju za razli¢ite povrsine, olakSavaju komunikaciju
izmedu bakterija i biljke, zadrzavanje ugljenika i razli¢itih nutrijenata. Zadrzavanje ekstracelularnih
enzima u matriksu EPS pospeSuje razlaganje nutrijenata i funkcioniSe kao spoljasnji sistem za
razgradnju (Costa et al., 2018). Stvaranje EPS je vaZzna osobina koja PGP bakterijama omogucava
naseljavanje rizoplana, $to je korak ka endofitnoj kolonizaciji (Compant et al., 2010).

Pored zastitne uloge, jedna od najvaznijih ekosistemskih uloga bakterijskih EPS je formiranje
osnovnih strukturnih jedinica zemljiSta, zemljiSnih agregata, $to je neophodno za odrzavanje strukture
i plodnosti zemljista. Bakterijski EPS povecavaju zapreminu makropora oko korena i podsticu
zadrZavanje vode 1 nutrijenata u zemljiStu (Etesami 1 Glick, 2020). Produkcija EPS moze da se
intenzivira u uslovima abiotickog stresa kao $to je susa, visoka temperatura, promena pH i poveéanje
koncentracije soli koji imaju negativan efekat na fizicko-hemijske uslove u zemljistu. Uloga
bakterijskih EPS u odrzavanju vlage i zemljiSnih agregata, posebno je izrazena tokom stresnih uslova
jer omogucavaju protok vode, jona i nutrijenata do korena (Gamalero et al., 2020). Sposobnost biljaka
da prezive u uslovima povecane zaslanjenosti delimi¢no zavisi od sposobnosti da ograni¢e usvajanje
Na® i omoguée kontinuiranu apsorpciju K* preko korena. Zahvaljuju¢i brojnim funkcionalnim
grupama bakterijski EPS mogu da vezuju katjone (Etesami i Glick, 2020), ukljucuju¢i Na®,
sprecavajuéi stvaranje prevelike koncentracije u zoni korena i usvajanje od strane biljke. Umanjujudi
efekte osmotskog stresa 1 spreavajuci neravnoteZzu u snabdevanju nutrijentima bakterijski EPS
olakSavaju rast i razvoj biljka u slanim zemljiStima (Upadayay et al., 2011; Costa et al., 2018).

Biofilmovi su slozene zajednice u kojima se skupine bakterijskih celija nalaze obloZene
ekstracelularnim matriksom od EPS zajedno sa proteinima, lipidima, ekstracelularnom DNK, RNK,
celulozom i neorganskim jedinjenjima (Bhattacharyya et al. 2023; Muhammad et al., 2020). U
prirodnim sredinama, ve¢ina mikroorganizama ne zivi samostalno ve¢ su povezani u biofilmove koji
su otporniji na delovanje nepovoljnih uslova od planktonskih (slobodnoZive¢ih) ¢elija. Produkcija
biofilma ima viSestruke pozitivne efekte na bakterije koje naseljavaju zemljiSte, okolinu biljke 1
omogucava kolonizaciju i prezivljavanje na povrSini korena (Bhattacharyya et al. 2023). Aktivna
pokretljivost pomaze u ostvarivanju inicijalnog kontakta sa biljkom, dok je za formiranje biofilma
neophodno vezivanje bakterija za povrSinu korena koje se ostvaruje adhezinima poput polisaharida i
proteina (Danhorn i Fuqua, 2007). Stvaranje biofilma prilikom kolonizacije korena prolazi nekoliko
faza koje zapocCinju pri¢vrS¢ivanjem bakterijskih Celija, nastavlja se formiranjem kolonija 1
sazrevanjem biofilma, zajedno sa zavrsnom fazom disperzije u kojoj dolazi do dezintegracije biofilma
1 oslobadanja plantonskih ¢elija sposobnih za narednu kolonizaciju (Bhattacharyya et al. 2023).
Korisne i patogene bakterije produkuju biofilmove kao odgovor na korenove eksudate, antimikrobne
supstance 1 stresne uslove (Bhattacharyya et al. 2023). Biofilmovi pruzaju pre svega zastitu ¢elijama
od isuSivanja, delovanja predatorskih protozoa i antimikrobnih jedinjenja (Danhorn i Fuqua, 2007).
Pored zastitne uloge, biofilm omogucava bolje prezivljavanje u oligotrofnim sredinama, pristup
nutrijentima, geneticku razmenu, odrZavanje medusobnih kao 1 interakcija sa biljkom (Muhammad
et al., 2020). Sposobnost formiranja biofilma je vazna odlika PGP bakterija koju treba uzeti u obzir
prilikom odabira bakterija za primenu kao inokulanata.
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Medu zemljisnim i rizosfernim bakterijama koje produkuju EPS i biofilmove isti¢u se predstavnici
rodova Planococcus, Halomonas, Burkholderia, Microbacterium, Pseudomonas, Bacillus,
Paenibacillus kao i rizobije (Qurashi i Sabri, 2012a; Ruppel et al., 2013; Nadeem et al., 2018, Costa
etal., 2018).

2.6. Primena HT PGP za ublaZavanje efekata stresa izazvanog poveéanjem koncentracije soli

U uslovima rastuéeg procesa zaslanjivanja zemljista Sirom sveta i njegovog negativnog efekta na
poljoprivredu, raste interes za upotrebu HT PGP bakterija kao dobre strategije za ublazavanje efekata
povecanih koncentracija soli na useve uz istovremeno smanjenje dodatnog opterecenja obradivog
zemljista hemikalijama (Dodd i Perez Alfoncia, 2012; Etesami i Beattie, 2018). Istrazivanja vezana
za biljno-mikrobne interakcije u slanim stanistima, prisutnost HT PGP, analize mikrobioma i primena
u poljoprivrednoj proizvodnji su na drugom mestu po broju objavljenih nau¢nih radova u periodu od
2000-2021 u oblasti istrazivanja PGP bakterija (Sagar et al., 2022), §to ukazuje na globalnu aktuelnost
teme 1 rastuce interesovanje za problem zaslanjivanja zemljiSta Sirom sveta. U ovom kontekstu,
najcesce navodeni HT PGP bakterijski rodovi za tretmane biljaka u uslovima sa i bez stresa solima u
literaturi su Pseudomonas i Bacillus (Zamanzadeh-Nasrabadi et al., 2023).

Inokulacija PGP bakterijama nece imati efekta ukoliko one ne mogu da preZive i ispolje svoja korisna
svojstva u novoj sredini. Pozitivni efekti PGP bakterija na biljku u velikoj meri zavise od klimatskih
iuslova u zemljistu, kao 1 biotic¢kih interakcija (Etesami i Beattie, 2018). Povecanje koncentracije soli
negativno uti¢e na neadaptirane zemljiSne mikroorganizme i mnoge bakterije gube PGP svojstva sa
povecanjem koncentracije soli in vitro (Upadhyay et al., 2011). 1z tog razloga selekcija sojeva na
osnovu sposobnosti tolerancije povecanih koncentracija soli u kombinaciji sa PGP odlikama moze
povecati njihovu efikasnost u stimulaciji rasta biljaka u primarno ili sekundarno zaslanjenim
zemljiStima (Etesami i Beattie, 2018). Adaptivnu prednost u zaslanjenim zemljistima, koja se odlikuju
izrazenom prostornom i vremenskom heterogeno$¢u u koli¢ini soli i dostupnosti vode, imaju
halotolerantni i umereno halofilni mikroorganizmi. Budu¢i da su bakterije povezane sa biljkom
kljuéni faktor prezivljavanja i adaptacija na uslove u staniStu (Berendsen et al., 2012), rizosfera i
endorizosfera halofita predstavljaju rezervoar korisnih halotolerantnih bakterija (Szymanska et al.,
2016; Yuan et al., 2016; Zhou et al., 2017) ¢ije osobine bi mogle da se nakon reinokulacije iskoriste
za poboljsanje rasta useva netolerantnih na soli u slanom zemljistu. Tako predstavnici Halomonas
izolovani iz rizosfere S. europaea pokazuju sposobnost produkcije 1AA, azotofiksacije, produkcije
amonijaka i solubilizacije fosfata pri 5% NaCl (Mapelli et al., 2013).

Efekat inokuluma ne mora nuZno biti povezan sa poreklom sojeva, ve¢ je posledica specifi¢nih
osobina sojeva koje omogucavaju bolju i korisniju interakciju sa domac¢inom (Castiglione et al.,
2021). lako se mnoge vrste smatraju PGP bakterijama, nije svaki soj iste vrste geneticki ni
metabolicki identi¢an (Glick, 2014). Bakterije izolovane iz nedegradiranih zemljista su pokazale
sposobnost produkcije vec¢ih koli¢ina prolina i IAA 1 bolje stimulisale rast deteline u uslovima suse
od bakterija izolovanih iz su$nih degradiranih zemljiSta (Benabdellah et al., 2011). Ispitivanjem
inokulacije HT PGP B. pumilus, E. auranticum i P. fluorescens na sorte pSenice osetljive i tolerantne
na so, B. pumilus i E. auranticum delovali su bolje na tolerantne useve dok je P. fluorescens ostvario
bolji efekat kod pSenice osetljive na soli (Nawaz et al., 2020). U istrazivanju Szymanska et al. (2022),
K. marisflavi CSE9 poboljSao je germinaciju i rast sva tri testirana useva, dok je P. stutzeri ISE12
pozitivno uticao na rast i olakSanje efekata stresa samo kod je¢ma. Oba kori§¢ena endofitna PGP soja
su izolovana iz istog uzorka ali imaju izrazenu specifi¢nost prema domacinu. Selekcija sojeva koji su
kompatibilni sa biljkom u specificnom kontekstu zivotne sredine je kljucan ali i izazovan korak
(Szymanska et al., 2022). Bolje povezivanje bakterija sa odredenom biljkom domac¢inom je rezultat
evolutivnin procesa (Drogue et al. 2013). U procesima prepoznavanja vaznu ulogu imaju
koncentracija i sastav korenskih eksudata, koji deluju kao hemijski signali na mikroorganizme
(Mahmood et al., 2016).
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Za postizanje optimalnog efekta u razli¢itim uslovima, potrebno je pazljivo kreirati inokulum izborom
mikroorganizama koji odgovaraju ekoloSkim uslovima i specifi¢nim ciljevima koji se Zele postici
(Castiglione et al., 2021). Prednost imaju PGP mikroorganizmi koji mogu formirati veliki broj
simbiotskih interakcija u razli¢itim uslovima sredine (Castiglione et al., 2021). Dobru strategiju
prilikom kreiranja inokulanta predstavlja kombinovanje mikroorganizama iz razli¢itih ekoloskih nisa
koji bi se mogli komplementarno koristiti kao inokulanti (Gupta et al., 2023).

2.6.1. Primena HT PGP u mikrobioloskom tretmanu semena

Vecina biljaka je tokom celog zivotnog ciklusa osetljiva na delovanje povecanog saliniteta, ali su
neke faze razvoja osetljivije od ostalih. Germinacija predstavlja klju¢ni razvojni korak u zivotnim
ciklusu biljke koga prate brojne biohemijske promene vodene kombinacijom aktivnosti gena i
hormona (Fiodor et al., 2023). Brzina i ujednacenost klijanja semena uti¢u na vitalnost klijanaca kao
i kasniji rast i zdravlje biljke, stoga je germinacija semena posebno osetljiva faza na delovanje
abiotickog stresa. Pocevsi sa redukcijom germinacijskih parametara, efekti abiotickog stresa se
produzavaju tokom daljeg razvoja biljke, sve do neuspesne zetve.

U toku germinacije, salinitet izaziva smanjenje procenta klijanja, produzava vreme klijanja i inhibira
izduzivanje ¢elija (Tarchoun et al., 2022). Povecanje koncentracije soli u zemljis§tu moze da inhibira
klijanje i razvoj klijanaca kombinacijom stresa izazvanog povecanjem osmotskog potencijala koji
sprecava usvajanje vode kao i toksi¢nim delovanjem jona (Kaymakanova, 2009). Nemoguénost
usvajanja dovoljne koli¢ine vode ometa fazu imbibicije tako Sto usporava ili sprecava aktivaciju
rezervi semena za klijanje (Mwando et al., 2020). Povecéanje koncentracije natrijuma (Na™) i hlora
(CI') do toksi¢nih nivoa vodi oksidativnom stresu i nutritivnoj neravnotezi, $to na kraju izaziva
inhibiciju klijanja kod mnogih vrsta (Tarchoun et al., 2022). Dalje, salinitet negativno uti¢e na
izduzivanje Celija korena i umanjuje njegov rast tokom ranog razvoja klijanaca (Kaymakanova et al.,
2014; Tarchoun et al., 2022) i zazivaju¢i neravnotezu biljnih hormona. Poveéane koncentracije soli
ometaju klijavost (Mwando et al., 2020), a salinizacija negativno uti¢e i na enzimsku aktivnost i
metabolizam proteina u semenu, Sto produZzava vreme klijanja 1 smanjuje broj proklijalih semena
(Mwando et al., 2020). Usevi se medusobno razlikuju u pogledu tolerancije prema poviSenim
koncentracijama soli gde, pored faze rasta, efekti stresa zavise od vrste i genotipa biljke (Munns i
Tester, 2008). Szymanska et al. (2022) su analizirali germinaciju i razvoj suncokreta (Helianthus
annuus L.), je¢ma (Hordeum vulgare L.) i zelene salate (Lectuca sativa L.) u uslovima poviSenih
koncentracija soli. Negativni efekti saliniteta u pogledu smanjenja procenta i indeksa germinacije,
duzine korena, sveze i suve mase su zabelezZeni kod svih biljaka pri ve¢im koncentracijama NaCl (150
1300 mM). Medutim, efekti poviSenih koncentracija soli su zavisili od vrste, pri ¢emu se suncokret
pokazao kao najtolerantniji, a zelena salata najmanje tolerantna (Szymanska et al., 2022).

U predsetvenom tretmanu semena koriste se razliCite tehnike kao efikasni alati za poboljSanje
klijavosti i prezivljavanja biljaka u uslovima stresa. Medu njima se isti¢e prajming, koji se izvodi
potapanjem semena u rastvor sa prajming agensom nakon ¢ega se seme susi, Sto dovodi do hidratacije
1 zapoc€injanja fizioloskih procesa u semenu ali bez izbijanja klice (Mc Donald, 1999). Za prajming
semena se moze koristiti voda (hidroprajming) ili razli¢iti rastvori (osmoprajming, hormonalni
prajming, hemoprajming) koji dovode do iniciranja metabolickih procesa u semenu karakteristi¢nim
za rane faze germinacije (sinteza proteina i nukleinskih kiselina, produkcija ATP, ili aktivacija
reparacije DNK i antioksidativnih mehanizama) ali ne ukljucuje pojavu klice (Paparella et al., 2015).

Bioprajming se odnosi na upotrebu jedinjenja bioloskog porekla ili korisnih mikroorganizama u
procesu prajminga (Paparella et al., 2015). MikrobioloSkom inokulacijom semena, 0dnosno
kontrolisanim procesom potapanja semena u suspenziju mikroorganizama, stvaraju se idealni uslovi
za kolonizaciju semena i pokretanje razlic¢itih fizioloskih i biohemijskih procesa u semenu ali bez
izbijanja klice (Mahmood et al., 2016). Aktivacijom procesa u semenu, oslobadaju se razlicita
jedinjenja koja predstavljaju nutrijente i izvor energije i dovode do povecanja brojnosti PGP
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mikroorganizama u okolini semena (spermosferi) (Mahmood et al., 2016). Tretman semena
mikroorganizmima zahteva zahteva malu koli¢inu inokuluma i omogucava direktan kontakt izmedu
mikroorganizama i korena u toku germinacije i ranim fazama rasta (Cardarelli et al., 2022). Pozitivni
efekti mikrobioloSkog tretmana semena su primeceni kod razli¢itih useva. Tretman semena primenom
PGP Bacillus megaterium 11/3 i Azotobacter chroococcum 8/2 uticao je pozitivno na germinacione
parametre i biomasu klijanaca viSe ratarskih i povrtarskih vrsta (Kerecki, 2023). Inokulacija A.
chroococcum 8/2 dovodi i do mikromorfoloSkih promena u vaskularnom tkivu korena Secerne repe,
¢ime je pokazano da PGP bakterije deluju ne samo obezbedujuéi adekvatnu formu nutrijenata, vec i
kroz uticaj na razvoj biljnog tkiva koje je znacajno u transportu nutrijenata (Kerecki et al., 2022).

Tretman semena omogucava rano uspostavljanje interakcije izmedu biljke i HT PGP ¢ime se korisni
efekti bakterija na biljku aktiviraju pre germinacije. Ova tehnologija moze ublaziti ili eliminisati
negativan uticaj povecanog saliniteta na germinaciju. PoviSene koncentracije soli uticu na snizavanje
fitohormona kod biljaka, zbog toga produkcija egzogenih fitohormona od strane HT PGP ima
znacajan uticaj na klijavost u uslovima stresa solima (Egamberdieva et al., 2019). Etilen ima ulogu u
prekidanju dormancije kod mnogih biljaka (Corbineau et al., 2014), ali tokom germinacije njegovi
efekti mogu da inhibiraju izduzivanje korena. Inokulacija semena pomoéu ACC-deaminaza
produkujuc¢ih PGP bakterija spre¢ava da se dostigne inhibitorni nivo etilena (Siddike et al., 2010).
Tokom germinacije, delovanjem ACC deaminaze na snizavanje nivoa etilena umanjuje se njegov
inhibitorni efekat na izduzivanje korena klijanca. Kada klijanac potrosi rezerve iz semena, drugi PGP
mehanizmi koji su povezani sa snabdevanjem nutrijentima dobijaju veci znacaj (Penrose i Glick,
2003). IAA je direktno ukljucena u stimulaciju rasta biljaka, pozitivno utice na germinaciju i stimuliSe
rast korenovog sistema §to olakSava apsorpciju vode i hranljivih materija (Ait Bassai et al., 2023).
Mesa-Marin et al. (2019) isti¢u znac¢aj sposobnosti azotofiksacije i IAA, kao PGP osobina od znac¢aja
za germinaciju i vigor klijanca. Deluju¢i na formiranje lateralnih korenova produkcijom [AA mogu
da povecaju stopu prezivljavanja semena pogotovo tokom prvih dana setve. Produkcija EPS je bitno
svojstvo koja pozitivno utice na germinaciju tako S§to omogucava PGP bakterijama da kolonizuju
povrSinu semena (Sagar et al., 2022) i poboljsaju klijanje. Takode, nakon tretmana klijanci su
otporniji na delovanje drugih stresora - poplave, teskih metala, soli i suse (Penrose i Glick, 2003).

Tretman semena HT PGP bakterijama imao je pozitivne efekte na germinacione parametre i rani
razvoj klijanaca mnogih useva u uslovima povisenog saliniteta (Tabela 1).

Tabela 1: Pozitivni efekti tretmana semena pomocu HT PGP bakterija u uslovima stresa usled
poviSenih koncentracija soli

Efekat na

Inokulisan

HT PGP Poreklo PGP svojstva e Referenca
biljku usev
; fo Soni Ramados et
Hall_obaCIIIUS sp. SL3, N IAA, siderofore, povecanje suve  pSenica al. 2013
Bacillus slana stanista fosfati mase i duzine (Triticum '
halodenitrificans PU62 korena aestivum)
Bacillus, Pantoea,
Marinobacterium,
Aol halofita Psoralea Islg\lﬁ\t')iIizaci'a povecanje GP* - pSenica Son
Enterobacter, o . i duzine korena,  (Triticum 2016
corylifolia fosfata, - i
Pseudomonas, siderofore vigor aestivum)
Rhizobium i
Sinorhizobium
. Tamarix . paradajz
Arthrobacter TF1 i Lo , povecanje GP, Fanetal.,
TF7, chinensis, Suaeda 1AA, fosfati vigor, duzina (Solanum 2016

salsa
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klijanaca,

licopersicum)



Bacillus megaterium
TF2iTF3

Bacillus
amyloliquefaciens,
Curtobacterium

oceanosedimentum i
Pseudomonas

oryzihabitans

Micrococcus
yunnanensis,

Planococcus
rifietoensis,

Variovorax paradoxus

Lysinibacillus sp A-16,

Lysinibacillus
fusiformis A-11,
Bacillus licheniformis
M-16

Bacillus sp.,
Oceanibacillus sp

Halomonas.

Pseudomonas stutzeri
ISE12, Kushneria
marisflavi CSE9

Bacillus atropheus

Bacillus megaterium
PN89

Zoysia sinica

slana staniSta

Suaeda
physophora, S.
microphylla,
Halocnemum
strobilaceum,
Nitraria
tangutorum, N.
sibirica,
Halostachys
caspica,
Kalidium
capsicum

rizosfera pirinc¢a i
pSenice otpornih
na soli

rizoi
endorizosfera
pSenice Triticum
turgidum subsp.
durum na
slatinama

S. europaea

Suaeda
mollis i Salsola
tetrandra

rizosfera

IAA,
solubilizacija
fosfata,
azotofiksacija

ACC
deaminaza,
IAA, siderofore,
solubilizacija
fosfata

IAA, siderofore,
solubilizacija
fosfata

azotofiksacija,
ACC
deaminaza,
solubilizacija
fosfata,
siderofore

azotofiksacija,
siderofore, IAA,
celuloliticka
aktivnost

1AA,
solubilizacija
fosfata,
siderofore,
amonijak,
celulazna,
proteazna,
hitinazna,
amilazna
aktivnost,
antifungalna
aktivnost

IAA, HCN,
amonijak,
siderofore,
solubilizacija
fosfata,
proteazna,
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vlazna i suva
masa klijanaca

poveéanje GP i
duzina Kklijanca

povecanje GP,
otpornosti na
stres i biomase,
smanjena
koli¢ina etilena

povecéanje GP,
vigor I i vigor Il
duzine izdaka,
sveze 1 suve
mase izdanka,

povecéanje GP,
duzine korena i
suve masu
klijanaca

povecana GP,
GI, duzina
korena, sveza i
suva masa, broj
listova i sadrzaj
hlorofila

povecéanje GP,
vigor | vigor Il

poboljsana GP,
duzina korena i
izdanka

pamuk
(Gossypium
hirsutum)

Seerna repa
(Beta

vulgaris)

pSenica
(Triticum
aestivum)

pSenica
(Triticum
aestivum)

cvekla (Beta
vulgaris rubra)

pSenica
(Triticum
aestivum)

Arabidopsis
thaliana

pSenica
(Triticum
aestivum)

Irizarry i
White,
2017

Zhou et al.,
2017

Damodaran
et al., 2018

Albdaiwi et
al., 2019

Szymanska
etal., 2020

Kerbab et
al., 2021

Leeetal.,
2021



Bacillus
amyloliquefaciens BS-
56 i Bs-10,

Pseudomonas
fluorescens S-90

Bacillus sp. MGW9

Serratia rubidaea ED1

Pseudomonas
stutzeri ISE12,
Kushneria
marisflavi CSE9

Bacillus sp. PnD

Bacillus megaterium

Pseudomonas
fluorescens SBW25,
Pseudomonas
putida KT2440

Agrobacterium
tumefaciens (B1),
Bacillus subtilis (B2),
Lysinibacillus
fusiformis (B3)

* GP - procenat germinacije; Gl — germinacioni indeks;

slano zemljiste

kinoa
(Chenopodium
quinoa)

S. europaea

mangrova

/

celulazna
aktivnost

azotofiksacija,
1AA,
mineralizacija i
solubilizacija
fosfata

1AA,
solubilizacija
fosfata cinka,
produkcija
proteaza,
celulaza,
siderofora,
amonijak

azotofiksacija,
siderofore, I1AA,
celuloliti¢ka
aktivnost

1AA,
solubilizacija
fosfata,
siderofore

IAA, amonijak
fiksacija azota,
fosfati,
enzimska
aktivnost
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poboljsanje GP,
duzine
klijanaca,
vigora | i vigora
II, sveze i suve
mase, sadrzaja
hlorofila

povecana GP,
duzina korena i
izdanka
klijanaca, sveza
i suva masa
izdanka i
korena

poboljsanje GP,
suva masa,
duzina klijanaca

poboljsana GP,
GI, duzina
korena, sveza i
suva masa, broj
listova i sadrzaj
hlorofila i
sadrzaj vode u
tkivima

povecéanje GP,
rast klijanaca,
sadrzaj
fotosintetickih
pigmenata

poboljsana GP

poboljsana GP,
suva i sveza
masa, duzina
korena i
usvajanje
nutrijenata

poboljsanje GP,
duzine korena i
izdanka, suve i
vlazne mase,
sadrzaj hlorofila

proso
(Echinochloa
frumentacea)

kukuruz (Zea
mays)

kinoa
(Chenopodium
quinoa)

jeCam
(Hordeum
vulgare), zelena
salata (Lactuca
sativa),
suncokret
(Helianthus
annuus)

pirinac (Oryza
sativa)

pSenica
(Triticum
aestivum)

jecam (Hodeum
vulgare)

pirina¢ (Oryza
sativa)

Singh et al.
(2021)

Lietal.,
2021

Mahdi et
al., 2021

Szymanska
et al., 2022

Dutta et al.,
2023

Ait Bessai
et al., 2023

Zaibetal.,
2023

Mahmud et
al., 2023



Inokulacija HT PGP bakterijama pobolj$ava ishranu, nutritivni sastav i kvalitet useva, a primena ovih
sojeva kao biofertilizatora predstavlja efikasnu strategiju za ublazavanje efekata salinizacije i
odrzavanje poljoprivredne proizvodnje u slanim zemljistima (Malik et al., 2021; Kerbab et al., 2021).

2.6.2. Znacaj odabira formulacije i prednosti inkapsulacije u formulaciji inokulanata HT PGP
bakterija

Izolacija i karakterizacija korisnih mikroorganizama uz odabir najefektivnijih pojedinacnih sojeva ili
konzorcijuma sojeva je prvi korak ka primeni bionokulanta. Za uspe$nu primenu, potrebno je
optimizovati uslove gajenja odabranih sojeva za masovnu proizvodnju i odabrati adekvatnu
formulaciju Sto je klju¢ni korak (Saberi Riseh et al., 2021). Formulacija obuhvata procedure i
tehnologije kojima se, nakon gajenja kulture, mikroorganizmi tretiraju i meSaju sa razli¢itim
nosac¢ima u cilju zastite 1 odrzavanja populacije tokom transporta, skladiStenja i primene (Rojas-
Sanchez et al., 2022). UspeSna formulacija ima ulogu da podrzi rast 1 odrzi dovoljan broj vijabilnih
¢elija u dobrom fizioloSkom stanju u prihvatljivom periodu vremena, koje ¢e nakon inokulacije
posti¢i prag koji je potreban za Zeljeni efekat kod biljke (Bashan et al., 2014).

Na prezivljavanje bakterija u zemljiStu nakon primene deluju abioticki i bioticki faktori (Mahmood
et al., 2016). Zemljiste je izrazito heterogena sredina i inokulisanim bakterijama je potrebno da
pronadu i nasele slobodne ekoloske niSe, pri ¢emu dolazi do interakcije kompeticije sa autohtonim
mikrobnim populacijama i delovanja predatora (Egamberdieva i Kucharova, 2009). Opadanje
brojnosti inokulanta ¢e biti izrazenije ukoliko je kombinovano sa slabom proizvodnjom bakterijske
biomase, smanjenim brojem i loSim fizioloskim stanjem delija u vreme primene. Iz navedenih
razloga, primena inokulanta ne¢e dovesti do uspostavljanja efektivnih populacija nakon aplikacije i
zeljenih efekata (Bashan et al., 2014). Formulacija inokulanta treba da obezbedi fizi¢ku zastitu i stvori
povoljnije mikrookruzenje za bakterije $to ¢e spreciti naglo smanjenje brojnosti njihovih populacija
nakon inokulacije (Bashan et al., 2014; Szopa et al., 2022). Za postizanje zeljenog efekta na biljke,
inokulant mora posedovati efektivne populacije, ¢ije brojnosti se razlikuju medu bakterijama. Na
primer, za PGP bakteriju Azospirillum brasilense potreban je prag od 10°%-107 ¢elija po biljci (Bashan
et al., 2014; Vassilev et al., 2020).

Inokulanti se prema fizickom obliku mogu podeliti na te¢ne 1 ¢vrste fomulacije (Bashan et al., 2014).

Tecni inokulanti se baziraju na direktnom koriS¢enju suspenzija Zeljenih mikroorganizama, ili
formulacijama koje podrazumevaju meSanje celijskih supespenzija sa vodom, mineralnim ili
organskim uljima (Schoebitz et al., 2013; Rojas-Sanchez et al., 2022). Te¢ne formulacije su
jednostavnije i ekonomi¢ne za proizvodnju i aplikaciju prskalicama ili sistemima za navodnjavanje.
Primenjuju se direktno, potapanjem semena ili korena u inokulant ili prskanjem po povrSini semena
ili zemljiSta (Bashan et al., 2014). Osnovni nedostaci te¢nih inokulanata su opadanje brojnosti i
metaboliCke aktivnosti populacije tokom skladiStenja, transporta i primene zato S$to uglavnom ne
sadrze pojacivace ili aditive (Schoebitzi Lopez Belchi, 2016; Vassilev et al., 2020). Te¢ne
formulacije ne pruzaju dovoljnu zaStitu celijama, podloznije su kontaminaciji drugim
mikroorganizmima i zahtevaju odgovarajuce skladistenje (Rojas-Sanchez et al., 2022).

%

Cvrste formulacije imaju prednost nad tecnim u pogledu skladiStenja i transporta. Najjednostavnija
tehnika za proizvodnju ¢vrstih inokulanata je meSanje ¢elija sa ¢vrstim nosacem pri ¢emu dolazi do
imobilizacije ¢elija adsorpcijom (Rojas-Sanchez et al., 2022). Nosa¢i mogu biti organskog ili
neorganskog porekla i poZeljno je da su Siroko dostupni, jeftini, ekoloski prihvatljivi i da mogu da
zastite bakterije 1 omoguce im prezivljavanje tokom skladistenja (Szopa et al., 2022). Nosac¢i mogu
biti vermikulit, perlit, dijatomejska zemlja i glina. Medutim, treset je u najSiroj upotrebi zbog niske
cene (Bachan et al., 2014). U pripremi ¢vrstih formulacija dosta se koristi tehnika liofilizacije koja
omogucava visoku stopu prezivljavanja mikroorganizama i dugotrajno cuvanje i bez nosaca (Rojas-
Sanchez et al., 2022; Szopa et al., 2022). U zastiti ¢elija kao krioprotektori koriste se dodaci kao Sto
je manitol ili mikrokristalna celuloza (Rojas-Sanchez et al., 2022).
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Proizvodnja ¢vrstih formulacija inokulanata dobijenih pomocu tehnika inkapsulacije dobija sve veéi
znacaj. Bioinkapsulacija je proces imobilizacije mikrobnih ¢elija zarobljavanjem u polimernom
matriksu pri ¢emu se formiraju permeabilni nosac¢i (Rathore et al., 2013; Bashan et al., 2014).
Polimerni materijali stvaraju zatitnu barijeru izmedu inkapsuliranih ¢elija i spoljasnje sredine,
istovremeno omogucavajuci razmenu metabolita 1 gasova, ¢ime se ¢uva vijabilnost i stabilnost ¢elija
oStecenja, kontaminacije tokom skladiStenja i transporta i omogucava njihovo postepeno oslobadanje
nakon dodavanja u zemljiste (Saberi Riseh et al., 2021; Vassilev et al., 2020). Matriks-nosac¢ se
razgraduje aktivnoS¢éu mikroorganizama, S§to omogucava oslobadanje inokulanta, povecava
verovatno¢u kolonizacije rizosfere i korena i generalno povecava njegovu efikasnost tokom duzeg
perioda (Szopa et al., 2022). Zahvaljujuéi zastiti od nepovoljnih uslova, inkapsulirane bakterije su
dosta efikasnije u kontroli patogena i stimulaciji rasta biljaka od onih koje se slobodno nalaze u
zemljistu (Egamberdieva et al., 2019).

Odabir polimera, kao nosaca kod inkapsulacije ¢elija, u velikoj meri uti¢e na svojstva inkapsulata.
Prednost je na biorazgradivim polimerima prirodnog porekla, ¢ija je upotreba ekoloski prihvatljivija
(Rathore et al., 2013; Vejan et al., 2019). Najvise koris¢eni polimeri u inkapsulaciji bakterija za
potrebe poljoprivrede su alginat i hitozan (Bashan et al., 2014; Rojas-Sanchez et al., 2022).
Netoksican, biokompatibilan i biorazgradiv, alginat je lako rastvorljiv i nisko viskozan, lako formira
gel pri ¢emu ne zahteva upotrebu toksi¢nih hemikalija niti visokih temperatura tokom procesa
geliranja, $to omogucéava inkapsulaciju mikroorganizama bez vecih gubitaka (Rojas-Sanchez et al.,
2022).

Kapsule Ca-alginata imaju strukturu fleksibilne mreze koja sadrzi visoki procenat vode (97-98%)
(Schoebitz i Lopez Belchi, 2016; Rojas-Sanchez et al., 2022) i ukoliko se koristi samostalno, ne moze
da pruzi dovoljnu stabilnost i zastitu ¢elijama tokom suSenja i formiranja finalnog oblika kapsule. 1z
tog razloga se alginat kombinuje sa drugim organskim jedinjenjima koja deluju kao punioci, kao $to
je skrob, glicerol, hitin, obrano mleko ili huminske kiseline (Bachan et al., 2014; Szopa et al., 2022).
Alginat se najces¢e koristi u kombinaciji sa skrobom koji pruza zastitu ¢elijama dok istovremeno ne
sprecava difuziju gasova i metabolita (Saberi-Riseh et al., 2021). Matrica od 2% alginata, 1% skroba
1 1% maltodekstrina omogucila je ocuvanje vijabilnosti 1 biokontrolnu aktivnost inkapsuliranog B.
subtilis protiv Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Estefania i Ligia, 2018). Sadrzaj skroba je
proporcionalan ¢vrstini alginatno skrobnih inkapsulata (Tal et al., 1999). Uz vise skroba, inkapsulati
su ¢vrs¢i i manje porozni; medutim, ukoliko inkapsulisane ¢elije imaju moguénost razlaganja skroba,
poroznost inkapsulata moze da raste tokom skladiStenja (Vassilev et al., 2020).

Za bioinkapsulaciju mogu se primenjivati razli¢ite tehnike, kao Sto su ekstruzija, suSenje
rasprSivanjem ili inkapsulacija na bazi emulzija. Odabir tehnike zavisi od primene kao i vrste
mikroorganizama koji se koriste. Ekstruziona tehnika je najstarija, najbolje istrazena 1 najcesSce
koriS¢ena za inkapsulaciju (Rathore et al., 2013).

Ekstruziona tehnika podrazumeva meSanje Celijske suspenzije sa rastvorom polimera koji ima
sposobnost stvaranja gela (npr. natrijum alginat). Suspenzija se zatim potiskuje kroz mlaznicu ili
diznu u rastvor za geliranje (koji sadrzi Ca®" jone) pri éemu dolazi do stvaranja kapsula koje zatvaraju
¢elije unutar zelatinaste matrice (Rathore et al., 2013; Rojas-Sanchez et al., 2022). Rastvor CaCl; je
najcesce koriScéen za geliranje, pri ¢emu su joni kalcijuma netoksicni, predstavljaju nutrijente za biljke
1 ne Stete imobilisanim bakterijama (Szopa et al., 2022). Dobijanje finijih estica se postiZe na razlicite
nacine kao §to je pulsiranje mlaza, vibracija mlaznice, delovanjem elektri¢nog polja ili centrifugalne
sile zavisno od ekstruzione tehnike (Martin et al., 2015; Saberi Riseh et al., 2021). Dobijene vlazne
kapsule se prikupljaju, ispiraju i suse (Vejan et al., 2020). SusSenje se odvija na sobnoj ili umerno
visokim temperaturama (30-45°C), a ponekad se koristi i liofilizacija (Szopa et al., 2022). Susenje je
kritican korak za prezivljavanje ¢elija tokom inkapsulacije. Tokom susenja, veliki broj ¢elija ugine
usled osmotskog stresa 1 plazmolize. Gubitak Celija tokom suSenja zavisi od uslova suSenja, vrste
mikroorganizama i aditiva koji se koriste tokom procesa. Npr. upotreba skroba u alginatnoj matrici
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smanjuje sadrZaj vode na 65%, $to usporava suSenje 1 povecava stopu prezivljavanja ¢elija (Schoebitz
I Lopez Belchi, 2016).

Ekstruzione tehnike ne zahtevaju upotrebu toksi¢nih rastvaraca i omogucéavaju velike prinose
vijabilnih ¢elija (Rathore et al., 2013). Medutim, uticaj ekstruzione inkapsulacije na prezivljavanje
zavisi od vrste mikroorganizma; zato je prilikom formulacije PGP inokulanta inkapsulacijom
potrebno pratiti prezivljavanje ¢elija u toku vremena zajedno sa hemijskim 1 fizickim odlikama,
morfologijom i veli¢inom cCestica (Vejan et al., 2019).

Dostupni literaturni podaci ukazuju na prednosti upotrebe inkapsuliranih inokulanata u uslovima
stresa izazvanog povisenom koncentracijom soli u zemljistu. Bhise i Dange (2019) su poredili uticaj
tecnog i inokulanta inkapsuliranog u alginatno-skrobnom matriksu baziranog na HT PGP Pantoea
agglomerans KL na rast pirin¢a u uslovima poviSene koncentracije soli. Dobijeni rezultati ukazuju
na prednosti upotrebe inkapsuliranih inokuluma u odnosu na tecne u pogledu prezivljavanja u
zemljistu, kolonizacije korena 1 efekata na rast pirina u uslovima stresa izazvanog povec¢anom
salinizacijom. Inkapsulisanje u matriksu od 2% Na-alginata, 1% trehaloze i 1% kaolina omogucilo je
prezivljavanje i kontrolisano oslobadanje HT PGP Bacillus pumillus G5 koji je stimulisao rast
ukrasne biljke Phrabitis nil u uslovima stresa izazvanog poviSenom koncentracijom soli i suSom
(Zhang et al., 2023). Inkapsulirani u Na alginatu, HT PGP Paenibacillus polymyxa MSRH5, Bacillus
nakamurai MSRH1 i Bacillus pacificus MSR H3 su uspesno kolonizovali koren i stimulisali rast i
prinos pSenice u uslovima poviSenih koncentracija soli (Saad et al., 2016). Primena inkapsuliranih
inokulanata dovela je do smanjenja sadrzaja prolina u izdancima, povecanja sadrzaja vode, aktivacije
antioksidativnih enzima pSenice 1 olakSala efekte stresa solima kod pSenice (Saad et al., 2016).
Inkapsuliran u matriksu od alginata, skroba i bentonita, HT PGP soj Pseudomonas putida Rs-198
stimulisao je rast pamuka u uslovima povecanog saliniteta u zemljiStu (He et al., 2016).

Izuc¢avanje biljno-mikrobnih interakcija u slanim staniStima otvara mogucénost iskoriS¢avanja
korisnih svojstava autohtonih HT PGP mikroorganizama adaptiranih na nepovoljne uslove. Ovi
mikroorganizmi mogu doprineti rastu i razvoju biljaka olaksavajuci efekte stresa kod useva ¢ime se
prosiruju mogucnosti kori§¢enja zaslanjenih zemljista u poljoprivredi. Za uspe$nu primenu HT PGP
bakterija u poljoprivrednoj proizvodnji potrebno je objediniti adekvatan pristup izolaciji, odabir
sojeva sa pozeljnim PGP svojstvima, kao 1 ispitivanje mogucnosti primene odgovarajuc¢ih tehnika
inkapsulacije u proizvodnji inokulanta koji ¢e osigurati prezivljavanje i poboljsati efekte inokulacije
u zaslanjenim zemljistima
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3. CILJEVI RADA

Sekundarno zaslanjivanje zemljiSta uzrokovano delovanjem klimatskih promena i1 prevelikim
pritiskom agrotehnickih mera na zemljiSte postaje globalni problem. lako se brojna istrazivanja bave
tolerancijom biljaka prema povisenim koncentracijama soli u zemljistu, jo§ uvek nije u potpunosti
rasvetljena uloga rizosfernog mikrobioma u adaptaciji biljaka na ovaj abioticki stres. Ekofizioloski
pristup istrazivanju omogucava uvid u slozene mreze biljno-mikrobnih interakcija i jasno ukazuje da
je mikrobna zajednica povezana sa biljkama klju¢ni faktor za razumevanje adaptacije biljaka
odredenom staniStu. Stoga je alternativna reSenja za probleme sa kojima se suocava biljna
proizvodnja u uslovima bioti¢kog i abiotickog stresa, potrebno traziti u mikrobnim zajednicama koje
su povezane sa biljkama adaptiranim na zZivot u nepovoljnim uslovima stanista.

Ciljevi disertacije proizilaze iz osnovne hipoteze da se rizosfera biljaka iz prirodnih slatina moze
iskoristiti kao izvor halotolerantnih bakterija stimulatora biljnog rasta (HT PGP) koje imaju potencijal
za primenu u poljoprivrednoj proizvodnji. Stoga je osnovni nau¢ni cilj ovog istrazivanja proucavanje
diverziteta bakterijskih zajednica zemljista, rizosfere i endorizosfere biljaka iz prirodne slatine.
Kombinacija razli¢itih metoda, molekularnih kao 1 metoda zasnovanih na gajenju mikroogranizama,
moze doprineti da se dobiju odgovori kako na fundamentalna pitanja o funkcionisanju biljno-
mikrobnih zajednica u prirodnim slatinama, tako 1 ispitaju moguénosti prakti¢ne primene izolata u
poljoprivrednom zemljistu. Prvi cilj disertacije je taksonomsko profilisanje bakterijskih zajednica
primenom metabarkodiranja. Diverzitet bakterijskih zajednica bi¢e odreden za razlicite ekoloske niSe
iste biljke kao 1 medu razli¢itim biljkama u istoj nisi odredenog stanista.

Pored istrazivanja diverziteta, ispitivanja u okviru ove disertacije orijentisana su ka sagledavanju PGP
potencijala bakterija poreklom iz prirodnih slatina u odrzivoj poljoprivrednoj proizvodnji. Drugi cilj
disertacije je da se, polaze¢i od zaslanjenog zemljista, rizosfere i endorizosfere biljaka iz prirodne
slatine, formira kolekcija okarakterisanih i identifikovanih HT PGP izolata koji imaju potencijal
primene u cilju ublaZavanja efekata stresa prouzrokovanog solima na useve. S obzirom na znacaj
ispoljavanja svojstava stimulacije biljnog rasta pri razli¢itim koncentracijama soli, ovaj aspekt je od
posebnog znacaja prilikom formiranja kolekcije. Imajuéi u vidu da su zaslanjena zemljista heterogena
prema koncentraciji soli u pojedinim mikrolokacijama, kao i da bakterijski sojevi ne ispoljavaju istu
kombinaciju mehanizama stimulacije biljnog rasta, opsezna karakterizacija ¢e omoguciti odabir
dovoljnog broja sojeva koji pruzaju mogucénosti za dizajniranje multifunkcionalnog biotehnoloskog
resenja.

Klijanje 1 rani razvoj biljke predstavlja jednu od najosetljivihih faza rasta, na koju povisene
koncentracije soli mogu imati viSestruke negativne efekte. Tretman semena je ekonomicna i za
primenu jednostavna strategija koja pruza viSestruke pozitivne efekte na klijavost i rani razvoj biljke.
Stoga cilj naredne faze istrazivanja obuhvata utvrdivanje efekata inokulacije odabranim HT PGP
bakterijama na germinacione parametre i rani razvoj klijanaca odabranih useva.

Pored ispoljavanja mehanizama stimulacije biljnog rasta, za uspesnost primene HT PGP sojeva je
znaCajna 1 adekvatna formulacija koja ¢e obezbediti vijabilnost dovoljnom broju ¢elija da nakon
inokulacije ispolje svoj efekat na biljku. Sagledavajuc¢i vaznost izbora formulacije inokulanta, za cilj
disertacije je postavljeno i ispitivanje mogucénosti inkapsulacije odabranih bakterijskih sojeva, kao 1
ispitivanje uticaja procesa inkapsulacije na ocuvanje vijabilnosti ¢elija tokom duzeg vremena
skladistenja, kako bi se dobili inkapsulati pogodni za primenu u poljoprivrednoj proizvodnji.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Biljni materijal i zemljiSte

Biljni materijal 1 zemljiSte koriS¢eni za istrazivanje su uzorkovani sa podrucja prirodne slatine u
okviru Specijalnog rezervata prirode Slano Kopovo, Vojvodina, Srbija.

Izvr$eno je uzorkovanje po tri primerka od slede¢ih biljnih vrsta: Artemisia santonicum L., Limonium
gmelinii (Willd.) Kuntze, Plantago schwarzenbergiana Schur, Agrimonia eupatoria L., Hordeum
geniculatum All. (sin Hordeum hystrix Roth), Suaeda maritima (L.) Dum., Camphorosma annua
Pall., Salicornia europaea L. (Tabela 2; Slika 3).

Nakon uklanjanja povrSinskog dela zemljista (0,5-1 cm), uzeti su uzorci biljaka zajedno sa korenom
i okolnim blokom zemljista sa dubine od oko 10 cm, prebaceni u sterilne plasticne kese za
uzorkovanje i transportovani u laboratoriju Katedre za ekolosku mikrobiologiju Poljoprivrednog
fakulteta u Beogradu. Determinacija biljaka uradena je na Katedri za morfologiju i sistematiku biljaka
u Institutu za botaniku i botanickoj basti “Jevremovac”, Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu,
koris¢enjem kljuCeva za determinaciju biljaka. VauCer primerci za svaku analiziranu vrstu
deponovani su u Herbarijumu Instituta za botaniku Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu
(BEOU). Vaucer brojevi prikazani su u Tabeli 2.

Tabela 2. Uzorci biljnog materijala

Biljna vrsta Familija Geografska lokacija Vauder broj

(BEOU)
N E

. . onp " oq o sqn | 17858
Artemisia santonicum L. Asteraceae 45°36'24.81"  20°13'6.41
Limonium gmelinii (Willd.) Plumbaginaceae 45°36'22.88" 20°13'11.90" 17859
Kuntze
Plantago schwarzenbergiana Plantaginaceae = 45°36'10.58" 20°13'22.80" 17860
Schur

Rosaceae 45°36'7.71"  20°13'25.93" 17861

Agrimonia eupatoria L.

Hordeum geniculatum All. Poaceae 45°36'8.95" | 20°13'24.94" | 17862
(sin Hordeum hystrix Roth)
Suaeda maritima (L.) Dum. Chenopodiaceae = 45°36'53.90"  20°12'50.54" 17863

Chenopodiaceae  45°36'55.24" 20°12'52.50" 17864
Camphorosma annua Pall.

. . Chenopodiaceae = 45°36'56.42"  20°12'59.00" 17865
Salicornia europaea L.
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Slika 3: Lokaliteti uzorkovanja biljnog materijala (mapa napravljena pomocu softvera OziExplorer
3.95 4s).

Zemljiste je uzorkovano na tri lokacije koje odgovaraju mestima uzorkovanja biljaka A. santonicum

(Z1), S. europaea (Z2) i H. geniculatum (sinonim H. hystrix) (Z3). Uzorci su uzeti iz slobodnog dela

zemljista sa dubine do 30 cm i u sterilnim kesama za uzorkovanje transportovani u laboratoriju.

4.1.1. Priprema uzoraka

Priprema uzoraka zemljista, rizosfere i endorizosfere je izvrSena u roku od 12 h od uzorkovanja
biljaka iz prirodnog staniSta. Po tri primerka svake biljne vrste su koriS¢ena za formiranje
jedinstvenog uzorka.

Razdvajanje endorizosfere i rizosfere vrSeno je prema modifikovanoj proceduri opisanoj u Schaleppi
etal. (2014). Koren svake biljke je ru¢no odvojen od okolnog zemljista i laganim treSenjem osloboden
od labavo pri¢vrs¢enih Cestica zemljiSta. Korenje, ukljucujuéi najudaljenije sitne delove i vrhove, je
sakupljeno i iseeno sterilnim skalpelom na segmente duzine 3 cm, pocevsi 0,5 cm ispod osnove
korena. Segmenti korena su ubaceni u Erlenmajerove boce sa 100 ml fosfatnog pufera (PBS) (NaCl
8,1 g; KCI 0,2 g; NazHPO4 0,6 g; KH2PO4 0,2 g /1 1) i isprani od zemljista meSanjem na Sejkeru 180
rpm/20 min (GFL 3005, Germany). Nakon pocetnog ispiranja, koren je odvojen, a dobijena
suspenzija zemljista prebacena u tube zapremine 50 ml i centifugirana 4000 x g u trajanju od 20 min.
Talog dobijen centrifugiranjem je oznacen kao rizosfera. Ispiranje korena je ponovljeno dva puta pod
istim uslovima, nakon cega su osusSeni na filter papiru. PovrSinska sterilizacija korena izvrSena je
potapanjem u 70% etanol 30 sekundi, zatim u 0,1% HgCl> 3 minuta nakon ¢ega su obilno isprani
sterilnom destilovanom vodom (Karlici¢, 2017).

Provera uspeSnosti sterilizacije izvrSena je postavljanjem korena na hranjivi agar (HA) (Torlak,
Srbija) uz inkubaciju od 24 h na 30 °C (Binder, Nemacka). Sterilisani delovi korena su macerirani u
asepti¢nim uslovima u avanu sa tu¢kom uz dodatak fizioloskog rastvora (0,9% NaCl) i oznaceni kao
endorizosfera biljke.
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Ovako pripremljeni uzorci su koriS¢eni za izolaciju 1 formiranje kolekcije bakterija, kao 1 za analizu
mikrobioma. Za potrebe analize mikrobioma, uzorci zemljista, rizosfere i endorizosfere su sacuvani
u DNA/RNA Shield rastvoru (Zymo Research, USA) u odnosu 1:10 (zemljiSte:rastvor, w/w).

Odredena je aktivna kiselost uzorka zemljista (pH u H20) (odnos zemljiste:voda 1:2.5)
potenciometrijski (Eutech 510, Thermo Scientific, Kanada).

4.2.16 S rDNK analiza mikrobioma

Raznovrsnost bakterijskih zajednica u uzorcima odredena je komercijalnim sekvenciranjem 16S
rDNA amplikona pomoc¢u ZymoBIOMICS® Targeted Sequencing Service for Microbiome Analysis
u Zymo Research (Irvin, Kalifornija, SAD) koriste¢i njihove standardne alate. Ukupna
metagenomska DNK (mDNK) je izolovana kori§¢enjem ZymoBIOMICS® DNA Miniprep Kit
(Zymo Research, Irvin, Kalifornija, SAD). Za pripremu biblioteke koris¢en je Quick-16S™ NGS
Library Prep Kit (Zymo Research, Irvin, Kalifornija, SAD), dok su za umnozavanje DNK i
sekvenciranje koris¢eni prajmeri koje je dizajnirala kompanija Zymo Research. Finalna biblioteka je
sekvencirana na lllumina® MiSeq™ sa V3 kitom (600 ciklusa) sa dodatkom >10% PhiX kao kontrola
kvaliteta sekvenciranja. Nakon toga, jedinstvene sekvence amplikona su izvedene iz sirovih podataka
(eng. raw reads) pomo¢u DADA?2 alata (Callahan et al., 2016), koji je koris¢en i za uklanjanje
himernih sekvenci. Himerne sekvence i singltoni su filtrirani pre analize, dok su operativne
taksonomske jedinice (OTU) grupisane na 94 1 97% sli¢nosti, Sto grubo odgovara nivou roda i vrste.
Sekvence koje pripadaju hloroplastima i mitohondrijama su iskljucene iz analize. Taksonomska
pripadnost je odredena koriS¢enjem Uclust alata iz Qiime v.1.9.1 (Caporaso et al., 2010) koristeci
interno dizajniranu bazu Zymo Research 16S rDNK sekvenci kao referentnu bazu podataka.
Vizuelizacija sastava zajednice, alfa diverziteta i beta diverziteta je dobijena koriS¢enjem Qiime
v.1.9.1. Ako je primenljivo, najzastupljeniji taksoni medu razli¢itim grupama su identifikovane
pomoc¢u LEfSe (Segata et al., 2011) koriste¢i podrazumevana podeSavanja. Diverzitet bakterija unutar
zajednica (alfa diverzitet) odreden je analizom OTU (eng. operational taxonomic unit) i predstavljen
slede¢im indeksima diverziteta: Fisher alfa, Shannon, Simpson i recipro¢nim Simpsonovim
indeksom. Bogatstvo vrsta predstavljeno je indeksima Observed species i Chaol dok je filogenetska
raznolikost u uzorcima predstavljena Phylogenetic diversity PD whole tree indeksom diverziteta.
Diverzitet zajednica izmedu uzoraka (beta diverzitet) na nivou roda odreden je 1 vizuelizovan pomocu
analize glavnih koordinata (eng. Principal Coordinates Analysis, PCoA). PCoA grafici su kreirani
kori§¢enjem matrice parnih udaljenosti izmedu uzoraka dobijenih pomocu Braj-Kertisove razlike
(eng. Bray-Curtis dissimilarity).

4.3. Izolacija i formiranje kolekcije bakterija

Zaizolaciju bakterija iz uzoraka zemljista, rizosfere i endorizosfere primenjene su dve strategije. Prva
je podrazumevala izolaciju halotolerantnih bakterija, dok je druga podrazumevala izolaciju bakterija
koje produkuju enzim 1-aminociklopropan-1-karboksilat (ACC) deaminazu.

4.3.1. Izolacija halotolerantnih bakterija

Za izolaciju halotolerantnih bakterija iz uzoraka koriS¢ena je metoda razredenja u fizioloSkom
rastvoru i zasejavanja odgovarajucih razblazenja na hranljivi agar (HA) (Torlak, Srbija) sa dodatkom
5%, 10% i 15% (w/v) natrijum hlorida (HA-NaCl). U cilju izolacije endorizosfernih halotolerantnih
bakterija, HA-NaCl je pre razlivanja obogacen sa 1% ekstrakta odgovarajué¢eg korena dobijenog
homogenizacijom maceriranog korena sa fizioloskim rastvorom i sterilizacijom kroz filter 0,2 pm.
Podloge su zatim inkubirane na 30°C (Binder, Nemacka), do pojave kolonija. Za svaki uzorak, birane
su morfoloski razli¢ite kolonije i metodom iscrpljivanja dobijene su &iste kulture izolata. Cisto¢a
kulture proveravana je bojenjem po Gramu i posmatranjem mikroskopskog preparata posle svakog
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presejavanja (Nikon Eclipse 50i, Japan). Ciste kulture su ¢uvane na -80°C u 25% glicerolu (Thermo
Fisher Scientific, SAD).

4.3.2. 1zolacija ACC deaminaza produkujucih bakterija

Bakterije koje produkuju ACC deaminazu izolovane su prema protokolu opisanom u Penrose i Glick
(2003). U cilju obogacivanja populacije Gram negativnih bakterija i smanjenja brojnosti gljiva u
uzorcima, 1 g uzorka je dodato u 50 ml hranljivog PAF medijuma i inkubirano meSanjem na Sejkeru
28+2 °C/200 rpm tokom 24 h (Biosan ES-20, Letonija). Nakon inkubacije, 1 ml kulture je prebacen
u 50 ml svezeg PAF medijuma i inkubirano pod istim uslovima. Nakon 24 h, 1 ml obogacéene kulture
je ubacen u Erlenmajerove boce sa 50 ml Dworkin Foster (DF) minimalnog medijuma (Dworkin i
Foster, 1958) sa (NH4)2SO4 kao izvorom azota i inkubirano dodatnih 24 h pod istim uslovima.

Sastav PAF medijuma:

Pepton 10¢g
Kazein hidrolizat 10 g
MgSO4 159
K2HPO4 159
Glicerin 10 ml
H20 1000 ml

Sastav DF minimalnog medijuma:

KH2PO4 49 FeSO4 x 7TH20 1 mg
Na;HPO4 69 H3BO3 10 pug
MgSO4 x 7TH20 0,29 MnSOsx H:O 11,19 ng
Glukoza 290 ZnSO4x 7TH,0  124,6 ng
Glukuronska kiselina 2 g CuSO4 x5H20 78,22 ng
Limunska kiselina 29 MoOs3 10 pg
(NH4)2S04 29 H.0 1000 ml
pH 7,2

Finalno, 1 ml kulture je prebac¢en u svezih 50 ml DF medijuma koji umesto (NHa4)>SO4, kao jedini izvor azota,
sadrzi 3 mM ACC. Prethodno je pripremljen stok rastvor 0,5 M ACC, sterilisan kroz bakterioloski filter
promera 0,2 um i zaleden na -20°C. Budu¢i da je ACC nestabilan u vodenom rastvoru, zaledeni stok rastvor
je otopljen na sobnoj temperaturi neposredno pred dodavanje u te¢ni DF medijum. Inokulisani DF medijum sa
3 mM ACC je inkubiran na 28+2 °C/ 200 rpm/24 h (Biosan ES-20, Letonija).

Nakon inkubacije, napravljena je serija razredenja finalne kulture i 0,2 ml je zasejano utrljavanjem na povrsinu
¢vrste DF podloge (1,8% agar) sa ACC kao izvorom azota. Otopljeni 0,5 M rastvor ACC je utrljavan sterilnim
Stapicem na povrSinu ¢vrstih DF podloga (60 ul za Petri Solje 9 cm ) i ostavljen da se potpuno osusi pre
inokulacije.

Zasejane podloge su inkubirane na 28+2 °C i pojava kolonija je pra¢ena svakodnevno tokom 72 h. Morfoloski
razlicite kolonije su odabrane i presejane na hranljivi agar. Dobijanje i ¢uvanje Cistih kultura je vrSeno na isti
nacin kako je opisano u poglavlju 4.3.1.
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4.4. Karakterizacija izolata

Dobijeni izolati su okarakterisani odredivanjem morfoloskih, ekoloskih, PGP svojstava kao i
testovima patogenosti izolovanih bakterija.

4.4.1. Morfoloske odlike izolata

Morfoloska karakterizacija izolata ukljucila je opisivanje makromorfoloskih odlika (oblik, veli¢ina,
tekstura kolonija na HA podlozi, produkcija pigmenata) i mikromorfoloskih odlika (oblik celija,
bojenje po Gramu, prisustvo kapsula i spora, pokretljivost). Oblik ¢elija, bojenje po Gramu, prisustvo
kapsula 1 spora su odredeni mikroskopski (Nikon Eclipse 501, Japan).

Sposobnost izolata za “plivajucu” pokretljivost (swimming motility test) odredena je prema protokolu
opisanom u Remonsellez et al. (2019). Ispitivanje pokretljivosti izvrSeno je na podlozi hranljivi bujon
(HB) (Torlak, Srbija) sa 0,3% agara. Autoklavirana podloga je razlivena i suSena u laminaru 30 min,
nakon Cega je inokulisana sa 5 pl sveze bakterijske kulture na sredini ploce. Inokulisane ploce su
inkubirane 24 h na 30 °C, nakon cCega je izmeren prec¢nik kolonija (mm). Test je izveden u tri
ponavljanja.

Oblik, veli¢ina i tekstura kolonija odredeni su nakon 48-72 h inkubacije izolata pri 30 °C na HA
podlozi. U slucaju pigmentisanih kolonija izvrSeno je dodatno pracenje produkcije pigmenata
spektrofotometrijski (HALO DB-20S, Dynamica, Italija), prema modifikovanom protokolu datom u
Rezaeeyan et al. (2017). Bakterije koje produkuju pigmente su gajene na HA, tokom 5 dana na 30°C.
Nakon inkubacije, u ependorf tube (2 ml) je odmereno 40 mg sveZe celijske mase u tri ponavljanja.
Celije su isprane sa 1 ml fizioloskog rastvora i centrifugirane na 4000 x g tokom 15 min (Mini Spin,
Eppendorf, Nemacka). Bakterijske ¢elije su zatim resuspendovane u 2 ml metanola i inkubirane u
vodenom kupatilu (Memmert, Nemacka) na 60 °C tokom 15 minuta. Centrifugiranjem na 4000 x g
tokom 15 minuta, oboren je obezbojen Celijski talog. Obojeni supernatant je profiltriran kroz filter
papir nakon Cega je merenjem apsorbance na talasnoj duzini 450 nm odreden ukupan sadrZaj
karotenoida (HALO DB-20S, Dynamica, Italija).

4.4.2. Ekoloske odlike izolata

U okviru karakterizacije izolata na osnovu odnosa prema ekoloSkim faktorima, ispitan je uticaj
razli¢itih koncentracija NaCl, temperature i pH na rast izolata iz formirane kolekcije.

Odnos izolata prema soli ispitan je na HA sa dodatkom razli¢itih koncentracija NaCl (0, 3, 5, 7, 10,
12, 15, 18, 20, and 25%). Prekono¢ne kulture su zasejane na povrsinu ¢vrstih podloga 1 inkubirane na
30 °C tokom 48-72 h. Pojava kolonija predstavlja potvrdu tolerancije izolata prema odredenoj
koncentraciji NaCl u podlozi.

Uticaj temperature odreden je praCenjem rasta izolata na HA tokom inkubacije na razli¢itim
temperaturama (4, 10, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 i 55 °C). Pojava kolonija nakon 48 h inkubacije na
odgovarajucoj temperaturi je smatrana za pozitivan rezultat.

Odnos izolata prema pH vrednosti pracen je u HB (Torlak, Srbija) kome je, dodavanjem 1M HCl ili
IM NaOH, pH vrednost podeSena na vrednosti 5, 6, 7, 8, 9, 10. Zamucenje podloge nakon 72 h
inkubacije na 30 °C tumaceno je kao pozitivan rezultat i potvrda rasta je izvrSena zasejavanjem tec¢nih
kultura na povrSinu HA 1 inkubacijom 24 h na 30 °C.
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4.4.3. Ispitivanje svojstava stimulacije biljnog rasta

Sposobnost bakterija da stimulativno deluju na rast i razvoj biljaka ispitana je kroz sledece testove:
produkcija indol siréetne kiseline (IAA), produkcija amonijaka, siderofora, egzopolisaharida (EPS),
sposobnost formiranja biofilmova, kao i sposobnost solubilizacije P, K i Zn.

4.4.3.1 Produkcija indol siréetne kiseline (IAA)

Za ispitivanje sposobnosti izolata da produkuju indol siréetnu kiselinu (IAA) koris¢ena je
kolorimetrijska metoda prema Patten 1 Glick (2002). Prekono¢ne kulture bakterija su zasejane u 5 ml
M9 podloge i inkubirane na 30 °C/24 h/150 rpm. Zatim je 0,5 ml kulture prebaceno u 9 ml svezeg
M9 medijuma sa dodatkom 100 ug/ml I-triptofana (Sigma Aldrich, SAD) i inkubirano na 30 °C/150
rpm (Biosan ES-20, Letonija). Nakon 72 h inkubacije, 2 ml bakterijske suspenzije je odvojeno i
centrifugirano 6000 x g/15 min (Mini Spin, Eppendorf, Nemacka). Supernatant je prebacen u
epruvetu gde je pomesan sa Salkowski reagensom u odnosu 1:2, homogenizovan vorteksovanjem i
inkubiran 25 min u mraku na sobnoj temperaturi. Pojava ruzi€aste boje nakon inkubacije, oznacava
pozitivnu reakciju. Kvantifikacija produkovane IAA (pg/ml) vrsena je spektrofotometrijski (T70
UV/VIS Spectrometer, PG, Velika Britanija) merenjem apsorbance na 540 nm i poredenjem sa
vrednostima iz standardne krive 1AA.

Standardna kriva IAA je napravljena pomocu sinteticke IAA (Sigma Aldrich, SAD). Rastvaranjem
10 mg IAA u 10 ml acetona, napravljen je pocetni rastvor od koga je dalje pripremljena serija
razblazenja u M9 medijumu finalnih koncentracija 5, 10, 20, 50 i 100 pg/ml. Po 1 ml rastvora poznatih
koncentracija je mesano sa 2 ml Salkowski reagensa, inkubirano 25 min u mraku na sobnoj
temperaturi, nakon ¢ega je ocitavana apsorbanca na 540 nm (T70 UV/VIS Spectrometer, PG, Velika
Britanija).

Sastav M9 medijuma: Sastav M9 soli:
M9 soli 200 ml NazHPO4 x 7TH20 64 g
1M MgSO4 2 ml KH2PO4 159
20% glukoza 20 ml NaCl 2,50
1M CaCl; 0,1 mil NH4CI 59
H20 1000 ml H20 1000 ml

Salkowski reagens je pripremljen meSanjem koncentrovane (95-98%) H2SO4 sa 7,5 ml 0,5 M rastvora
FeClsx6H20 i 250 ml destilovane vode.

Rastvor L-triptofana (Sigma Aldrich, SAD) koncentracije 1 mg/ml pripremljen je u destilovanoj vodi,
sterilisan kroz filter promera 0,2 pm (Sarstedt, Nemacka) i dodat u M9 podlogu u koncentraciji od
100 pg/ml.

4.4.3.2. Produkcija amonijaka (NHs3)

Testirani izolati su gajeni u 5 ml peptonske vode (Torlak, Srbija) 72 h/30 °C /200 rpm (Biosan ES20,
Letonija). Nakon inkubacije, po 0,5 ml Neslerovog reagensa (Alfapanonija, Srbija) je dodato u
epruvete. Promena boje od Zute do braon je potvrda sposobnosti izolata da produkuje NH3
(Cappuccino i Sherman, 2005).
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4.4.3.3. Produkcija siderofora

Za ispitivanje sposobnosti izolata da produkuju siderofore koriS¢ena je modifikovana Chrome Azurol
S (CAS) metoda prema Lakshaman et al. (2015). Sveze bakterijske kulture su zasejane na povrSinu
CAS agara i inkubirane na 30 °C tokom 5 dana. Pojava Zzuto-narandZastih zona oko bakterijskih
kolonija nakon inkubacije predstavlja potvrdu produkcije siderofora.

Priprema CAS-agara:

1. Rastvor: 60,5 mg hrom azurol S (CAS, Fluka) boje je rastvoreno u 50 ml destilovane vode

2. Rastvor: 0,0027g FeCI3 x 6H20 u 10 ml 10 mM HCI

3. Rastvor: 72,9 mg heksadeciltrimetilamonijum-a (HDTMA, Sigma) je rastvoreno u 40 ml
destilovane vode.

Mesanjem rastvora (1) sa rastvorom (2) dobijen je rastvor indigo plave boje koji je uz lagano mesanje
dodat autoklaviranom i rashladenom rastvoru (3).

Finalni rastvor boje (1+2+3) zapremine 100 ml dodat je u 900 ml sterilnog LA medijuma ¢ija je pH
pre autoklaviranja podeSena na 6,8.

Luria Bertani agar (LA) medijum:

Tripton 10¢g
Kvascev ekstrakt 5g
NaCl 10¢g
H20 1000 ml
Agar 15¢g

4.4.3.4. Produkcija egzopolisaharida (EPS)

Sposobnost produkcije EPS testirana je prema proceduri opisanoj u Paulo et al. (2012). Na povrSinu
¢vrste podloge za produkciju EPS (Guimarées et al., 1999) postavljeni su sterilni filter diskovi (& 5
mm) i inokulisani sa 5 pl bakterijske suspenzije gustine 10° CFU/ml. Podloge su inkubirane 48 h na
30 °C. Pojava sluzavih kolonija oko diskova oznacava produkciju EPS, §to se potvrduje stvaranjem
taloga nakon unosenja kolonija u 2 ml 96% etanola.

Medijum za produkciju EPS:

Saharoza 50 g
Kvascev ekstrakt 20 g
MgSO420 g
K2HPO420 g

NaCl 0,01 g
FeS040,01 g

MnSO4 0,01 g

CaCl, 0,02 g

Agar 16 ¢

H>0O 1000 mi

4.4.3.5. Produkcija biofilma

Sposobnost produkcije biofilmova pracena je pomocu kolorimetrijskog metoda sa Kristal violetom u
mikrotitarskim ploc¢ama sa 96 otvora i ravnim dnom prema modifikovanom protokolu Stepanovi¢ et
al. (2007) i Vujovié (2016):
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1. Bakterije su gajene u 5 ml HB tokom 24 h/30 °C.

2. U bunari¢e mikrotitarske ploce uneto je 200 ul bakterijske kulture i inkubirano 24 h/30 °C.

3. Nakon inkubacije, sadrzaj iz bunarica je prosut, a otvori isprani dva puta sa po 250 ul PBS radi
uklanjanja preostalih nepri¢vr§éenih celija.

4. Nakon ispiranja, formirani biofilmovi su suseni na vazduhu i fiksirani pomoc¢u 250 pl metanola
tokom 15 min i osuSeni na vazduhu.

5. Biofilmovi su obojeni pomoc¢u 200 pl 0,4% kristal-violeta tokom 15 min.

6. Boja je postepeno ispirana vodom sa ¢esme kako se biofilm ne bi ostetio.

7. Resuspenzija boje u biofilmu je izvrSena dodavanjem 250 pl 33% sicetne kiseline u bunari¢e tokom
20 min.

8. Apsorbanca je merena na ¢itacu mikrotitar ploca na talasnoj duzini 630 nm (TECAN, Sunrise).

9. Sterilni HB medijum je predstavljao negativnu kontrolu (blank).

10. Svi eksperimenti su radeni u osam ponavljanja, a rezultati tumaceni na osnovu srednjih vrednosti
oCitanih apsorbanci.

Za interpretaciju rezultata neophodno je izracunati OD. vrednost (Stepanovi¢ et al, 2007):
OD. = srednja vrednost OD negativne kontrole + (3xSD negativne kontrole)

Poredenjem srednje vrednosti dobijenih OD i ODc, izolati su svrstani u sledece kategorije:
OD (izolata) < OD. = biofilm-neprodukujuci izolat (0)

OD. < OD (izolata) <2 ODc = slabo biofilm-produkujuci izolat (+ ili 1)

20D¢ < OD (izolata) < 40D = srednje biofilm-produkujuéi izolat (++ ili 2)

40D < OD (izolata) = visoko biofilm-produkujuéi izolat (+++ ili 3).

4.4.3.6. Sposobnost solubilizacije fosfata (P), kalijuma (K) i cinka (Zn)

Testovi solubilizacije su izvedeni zasejavanjem svezih bakterijskih kultura na povrSinu ¢vrstih
podloga specificnih za test u tri ponavljanja.

Sposobnost solubilizacije neorganskih fosfata testirana je na NBRIP (National Botanical Research
Institute’s phosphate) podlozi sa Caz(POa4)2, prema Nautiyal (1999). Inkubacija je trajala 14 dana/30
°C.

Za odredivanje solubilizacije neorganskih izvora cinka koriS¢ena je Tris-mineralna podloga sa
dodatkom 1% ZnO (Gandhi i Muralidharan, 2016) koja je nakon inokulacije inkubirana 72 h/30 °C.

Modifikovani Aleksandrov medijum koji kao indikator sadrzi brom timol plavo i KAISi3Og kao izvor
kalijuma (Galenika, Srbija) koriS¢en je za ispitivanje izolata da solubilizuju kalijum (Rajawat et al.,
2016). Inkubacija je trajala 72 h/30 °C.

Pojava svetlih zona oko kolonija nakon inkubacije na NBRIP i Tris mineralnom medijumu i zutih
zona na Aleksandrovom medijum ukazuju na potencijal izolata da solubilizuju testirana neorganska
jedinjenja koji se izrazava preko indeksa solubilizacije (SI indeks) (Bashir et al., 2017).

SI = (pre¢nik kolonije + pre¢nik prosvetljene zone) / pre¢nik kolonije x 100
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NBRIP medijum: Tris minimalni medijum Modifikovan Aleksandrov

medijum:

Glukoza 10g Dekstroza 10g Glukoza 5¢g
Caz(PO4) 5¢ (NH4)SO: 1g MgSO4 059
MgCl2»6H.O 59 KCI 0,29 FeCls 0,006 g
(NH4)2S04 01g KoHPOs  0,1¢g Cas(POs)2 29
MgSO4+7H0 0,25¢g MgSQO4 029 CaCO3 0,19
KCI 0,29 ZnO 10g KAISizOs 39
Agar 20 ¢ Agar 159 H20 1000 ml
H20 1000 ml H20 1000 ml Agar 20

pH 7 pH 7 pH 7,5

Aleksandrov medijumu se pre autoklaviranja dodaje indikator brom timol plavo (2,5 mi/100 ml
podloge). Rastvor indikatora se dobija rastvaranjem 5g brom timol u 11 70% etanola.

4.4.3.7. Produkcija ACC deaminaze

I1zolati dobijeni po proceduri za izolaciju ACC deaminaza produkujuc¢ih bakterija opisanoj u 4.3.2.,
kao 1 izolati dobijeni primenom principa halotolerancije sa sposobnoséu rasta na DF podlozi u kojoj
je ACC jedini izvor azota, su podvrgnuti kolorimetrijskom ninhidrinskom testu u mikrotitarskim
plo¢ama sa ciljem potvrde sposobnosti produkcije ACC deaminaze (Li et al., 2011).

Priprema:

Izolati su gajeni u 5 ml LB podloge 24 h na 28 °C /200 rpm (Biosan ES 20, Letonija). Nakon
inkubacije, 2 ml dobijene kulture je centrifugirano na 8000 x g /5 min (Mini Spin Eppendorf,
Nemacka) 1 celije su isprane pomocu sterilnog DF medijuma dva puta. Isprane celije su
resuspendovane u 2 ml DF medijuma obogacenog sa 3 mmol/l ACC-a (Sigma-Aldrich, SAD) u
plasti¢énim tubama za centrifugiranje i inkubirane 28 °C /200 rpm (Biosan ES- 20, Letonija) jos 24 h.
Neinokulisani DF-ACC medijum (2 ml) je inkubiran paralelno kao kontrola.

Ninhidrinski test:

Po 1 ml dobijene bakterijske kulture je centrifugirano na 8000 x g /5 min, nakon ¢ega je 0,1 ml
dobijenog supernatanta razblazeno dodavanjem 0,9 ml DF medijuma (10x). Po 60 pul razblazenog
supernatanta je prebaceno u bunarice PCR mikrotitarskih ploca (96 otvora) i pomeSano sa 120 ul
ninhidrin reagensa, nakon ¢ega su ploce zatvorene samolepljivom zaStitnom folijom (Eppendorf) 1
inkubirane 30 min u vodenom kupatilu (Memmert, Nemacka) na temperaturi klju¢anja. Neinokulisani
DF-ACC medijum (3 mmol/l ACC) predstavljao je pozitivhu kontrolu dok je neinokulisani DF
medijum predstavljao negativnu kontrolu. Kontrole i tretmani su izvedeni u tri ponavljanja.

Pojava Ruhemanove ljubicaste boje je pozitivna reakcija na prisustvo ACC. Promena intenziteta boje
u bunari¢ima u odnosu na kontrolni DF-ACC medijum je znak smanjenja pocetne koli¢ine ACC usled
bakterijske potrosnje. Kvantifikacija potrosnje ACC izvrSena je prebacivanjem 100 pl reakcionog
rastvora u nove mikrotitarske plo¢e sa 96 bunari¢a ravnog dna, merenjem apsorbance na 570 nm
(TECAN, Sunrise) i poredenjem sa vrednostima standardne krive ACC (0,005-0,5 mmol/l).

Priprema standardne krive: Razblazivanjem pocetnog DF-ACC medijuma (pocetna koncentracija 3
mmol/l ACC) pomoc¢u DF medijuma napravljena je serija radnih rastvora koncentracija 0,005, 0,01,
0,015, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,10, 0,15, 0,20, 0,25, 0,30, 0,40 i 0,50 mmol/l. Po 60 pl radnih rastvora
ACC mesano je sa 120 pl ninhidrinskog reagensa u PCR mikrotitarskim plo€ama, zagrevano u
vodenom kupatilu 30 min na temperaturi klju¢anja. Nakon inkubacije, reakcioni rastvori su prebaceni
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u mikrotitarske plo¢e sa ravnim dnom i ocitana je apsorbanca na 570 nm (TECAN, Sunrise). Dobijene
vrednosti apsorbance su kori$¢ene za konstruisanje standardne krive ACC.

Priprema ninhidrinskog reagensa: 500 mg ninhidrina i 15 mg askorbinske kiseline (Sigma Aldrich)
je rastvoreno u 60 ml etilen glikola i ¢uvano na -20 °C. Pre upotrebe, rastvoru je dodato 60 ml 0,1 M
citratnog pufera (pH 6) (MOL, Srbija).

4.4.4. Testovi patogenosti

U cilju karakterizacije patogenog potencijala izolata iz kolekcije, ispitana je njihova hemoliticka i
dezoksiribonuklaeazna (DNKazna) aktivnost.

Hemoliticka sposobnost izolata testirana je zasejavanjem sveze kulture na povrsinu Kolumbija
krvnog agara sa 5% ovcije krvi (ProReady, Promedia, Srbija) i inkubacijom na 37 °C tokom 48 h
(Galligan, 2013). Pozitivna hemoliticka aktivnost utvrduje se pojavom prosvetljenih zona oko
kolonija na Kolumbija krvnom agaru.

Sposobnost produkcije DNKaze ispitana je zasejavanjem na DNaza agar (HiMedia, Indija) i
inkubacijom na 37 °C tokom 48 h (Jeffries et al., 1957). Nakon inkubacije, povrSina agara je prelivena
1M HCI (Centrohem, Srbija). Pojava svetlih zona oko kolonija je pokazuje sposobnost izolata da
produkuje DNKazu i razlaze DNK u podlozi.

4.5. Ispitivanje uticaja NaCl na ispoljavanje svojstava stimulacije biljnog rasta, pokretljivost i
produkciju pigmenata

Sa ciljem da se proveri uticaj soli na ispoljavanje svojstava biljnog rasta, svi testovi karakterizacije
PGP svojstava su ponovljeni uz dodatak 3% i 7% NaCl u podlogama.

Pored svojstava stimulacije biljnog rasta navedenih u 4.4.3, pokretljivost izolata i produkcija
pigmenata su takode testirane u prisustvu 3% 1 7% NaCl u podlogama.

4.6. Molekularna identifikacija izolata

Odabrani halotolerantni 1 ACC deaminaza produkujué¢i izolati su molekularno identifikovani
sekvencioniranjem dela gena za 16s rRNK 1 poredenjem dobijenih sekvenci sa sekvencama
dostupnim u Gen Bank bazi podataka (NCBI).

Izolacija hromozomalne DNK i molekularna identifikacija zemlji$nih, rizosfernih i endofitnih izolata
(osim endofita sukulentnih biljaka) izvrSena je na Katedri za ekolosku mikrobiologiju
Poljoprivrednog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Molekularna identifikacija endofita poreklom iz
sukulentnih biljaka izvrSena je na Institutu za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo
(IMGGI), Univerziteta u Beogradu. Sekvence 16S rDNK fragmenata sojeva deponovane su u NCBI
GenBank bazi podataka (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) pod pristupnim brojevima (Tabela
27).

Priprema bakterija za izolaciju DNK

Ciste bakterijske kulture su gajene u HB na 30 °C tokom 24-48 h. U sterilne ependorf tube (1,5 ml)
odmereno je 100 pg Celija 1 dodato 300 pl fizioloSkog rastvora za ispiranje. Ispiranje fizioloSkim
rastvorom je ponovljeno dva puta, uz obaranje Celija centrifugiranjem na 7000 x g (Mini spin
Eppendorf, Nemacka) tokom 5 min. Posle finalnog ispiranja i odlivanja supernatanata, celije su
resuspendovane u 100 pl RNaze-free vode (Molecular Biology Grade Water, Eppendorf).

Izolacija hromozomalne DNK odabranih izolata
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Hromozomalna DNK je izolovana kori§¢enjem Zymo Research Soil Microbe DNA Miniprep Kit-a
prema uputstvima proizvodaca (Zymo Research, USA).

Celije pripremljene za ekstrakciju DNK su preba¢ene u ZR Wasing Bead™Lysis tube i pomesane sa
750 ul rastvora za liziranje ¢elija. Tubice su postavljene u Disruptor Genie™ (Scientific industries,
SAD), meSane na maksimalnoj brzini 5 min i centrifugirane na 10000 x g /1 min. U pripremljenu
kolekcionu tubu sa Zymo Spin™IV Spin Filter-om je prebac¢eno 400 ul supernatanta i centrifugirano
na 7000 x g /1 min. Zymo Spin™IV Spin Filter je odbacen a u kolekcionu tubu je dodato 1200 pl
Soil DNA Binding Buffer-a. Slede¢i korak ukljucivao je prebacivanje 800 pl smeSe u Zymo Spin™
IIC kolonu sa kolekcionom tubom i centrifugiranje na 10000 x g/1 min, nakon ¢ega je teCnost iz
kolekcione tube odbacena i postupak je ponovljen. Zymo Spin™ IIC kolona je postavljena u novu
kolekcionu tubu i direktno na filter kolone (na kome se nalazi DNK) dodato je 200 pl DNA Pre-Wash
Buffer-a i centrifugirano na 10000 x g/1 min. Na filter kolone je zatim dodato 500 pl Soil DNA Wash
Buffer-a i centrifugirano na 10000 x g/1 min. Nakon ispiranja, Zym Spin ™ [IC kolona sa DNK je
prebacena u sterilnu ependorf tubu (1,5ml), direktno na filter je dodato 100 ul DNA Elution Buffer-
a 1 centrifugirano je na 10000 x g/30s. Finalni korak je ukljucivao prebacivanje eluirane DNK u
pripremljenu Zymo Spin™ IV HCR Spin filter u novoj ependorf tubi (1,5 ml) i centrifugiranje na 8
000 x g/ 1 min. Izolovana DNK je kvantifikovana merenjem apsorbance na 260 nm (NanoDrop™
Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, SAD). Izolovana DNK je ¢uvana u zamrzivacu na -
20°C.

4.6.1. Molekularna identifikacija odabranih endofita sukulentnih biljaka

Reakcija lancane polimerizacije DNK (PCR)

Geni za 16S rDNK ispitivanih sojeva umnozeni su PCR-om pomocu prajmera prikazanih u tabeli 3
koriS¢enjem genomske DNK kao matrice.

Tabela 3. Parovi prajmera koriS¢eni u molekularnoj identifikaciji izolata

Naziv Sekvenca Referencal/izvor
27f AGAGTTTGATCCTGGCTCAG (Lane, 1991)
1492r CGGCTACCTTGTTACGACTT (Lane, 1991)

PCR smesa (50 pl) za umnozavanje 16S rDNK endofita sadrzala je: 100 ng matrice DNK, 0,2 mM
svakog dNTP, 1x Taq Poly pufer B, 5% DMSO, 2,5 mM MgCl,, 1,5 U FastGene Taq polimeraze
(Nippon Genetics) i 100 pmol svakog prajmera. Za sva umnoZavanja koriS¢eni su PCR aparati
GeneAmp PCR System 2700 i 2720 Thermal Cycler, proizvodaca Applied Biosystems (Foster City,
CA, SAD). Kao negativna kontrola koris¢ena je PCR smesa koja je umesto DNK sadrzala RNase free
vodu. Uslovi PCR reakcija su dati u Tabeli 4.

Tabela 4. Kori$¢eni PCR programi za umnozavanje 16S rDNK

Faza Uslovi
Inicijalna denaturacija 3 min, 95°C
Denaturacija
Hibridizacii 30s, 95°C
toridizacija 30's, 50°C 35 ciklusa
Elongacija 1min 30s, 72°C
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Finalna elongacija 10 min, 72°C

Elektroforeza u agaroznom gelu

PCR produkti za identifikaciju endofita analizirani su horizontalnom elektroforezom u
nedenaturiSu¢im uslovima na 0,8% agaroznom gelu (Sambrook, 1989). Kao elektroforetski pufer
koris¢en je TBE (89 mM Tris, 89 mM borna kiselina, 2 mM EDTA, pH 8,3). Etidijum bromid je
dodavan u gel u finalnoj koncentraciji od 0,5 pug/ml. Pufer za uzorak sastavljen je od indikatorskih
boja (0,04% bromfenol plavog, 0,04% ksilencijanola) i 6,7% saharoze. Elektroforetsko razdvajanje
vrseno je pri konstantnom naponu elektricnog polja od 0,5 do 5 V po duznom centimetru gela.

Velicina DNK fragmenata je odredivana poredenjem njihove elektroforetske mobilnosti sa
standardima molekulskih masa (1 kb standard) (GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, Fermentas, Vilnus,
Litvanija).

Razdvajanje uzoraka praceno je kretanjem fronta indikatorskih boja, a detekcija uzoraka na gelu
postizana je njihovim osvetljavanjem pod UV svetlom (BioDoc Analyze, Biometra, Goettingen,
Nemacka). Proizvodi PCR reakcije su zatim preci§¢avani koriS¢enjem kita i preciS¢eni fragmenti 16S
rDNK su zatim koriS$¢eni kao matrica za odredivanje primarne strukture DNK.

Odredivanje primarne strukture DNK (sekvenciranje)

Nakon umnozavanja PCR-om Geni za 16S rDNK ispitivanih sojeva sojeva su sekvencirani pomocu
istih prajmera, u oba smera po tri puta.

Sekvenciranje po Sanger-u (Sanger, 1977) odradeno je na IMGGI, Univerziteta u Beogradu.
Sekvenciranje je radeno pomocu BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kita (Applied
Biosystems, Foster City, CA, SAD) kori§¢enjem PCR aparata (GeneAmp PCR System 2700 ili 2720
Thermal Cycler, Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD). Reakciona smesa sadrzala je 16-32 ng
DNK matrice, 3,2 pmol prajmera, 3 pl Ready Reaction Mix-a, 5% DMSO i dejonizovanu vodu do
finalne zapremine od 8 pl. Sekvenciranje se odvijalo u slede¢im uslovima: denaturacija 1 min na 96
°C, pracena sa 25 ciklusa sa inicijalnom denaturacijom 10 sek/96 °C, hibridizacijom 10 sek /50 °C i
elongacijom na 60 °C tokom 4 min.

Reakcione smese su precis¢avane od nevezanih obelezenih nukleotida etanol/natrijum acetatnom
precipitacijom. 40 pl rastvora A (1,2 ml 3M CH3COONa, pH 5,2; 25 ml 96% etanola (v/v); 5,8 ml
destilovane vode) dodavano je u reakcionu smesu. DNK je obarana 10 min, 15700 x g, RT (mikrofuga
5415D, Eppendorf, Hamburg, Nemacka). Talog je zatim pran dva puta sa po 200 ul 70% (v/v) etanola.
Talozi su zatim suSeni 3 min pod vakuumom (Eppendorf Concentrator 5301, Eppendorf, Hamburg,
Nemacka) i resuspendovani u 25 pl formamida (Hi-Di Formamide, Applied Bio-systems, Foster City,
CA, SAD). Ovako pripremljeni uzorci nanosSeni su na cita¢ (ABI Prism 3130 Genetic Analyzer,
Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD). Sekvence dobijene na ¢itacu su obradivane programom
SeqAnalizer u okviru softverskog paketa samog Citaca.

Bioinformati¢ka obrada sekvenci i taksonomska identifikacija sojeva

Sekvence su obradivane u programu ChromasPro (Technelysium Pty, Helensvale, Australija) koji
korespondira sa programskim paketom za poravnavanje (alignement) sekvenci ClustalW (Thompson
et al., 2002). Sekvence su sklapane (assembly) uz pomo¢ programskog paketa Lasergene SeqMan
(DNASTAR, Madison, WI, SAD). Dobijene sekvence su poredene sa deponovanim sekvencama u
bazama podataka NCBI koris¢enjem BLAST programa (Altschul et al. 1997). Dobijene sekvence
16S rDNK gena izolata koris¢ene su za pronalazenje sli¢nih sekvenci u okviru Ribosomal Database
Project-11 Release 11.5 (RDP; http://rdp.cme.msu.edu; (Cole et al., 2009)).
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4.6.2. Molekularna identifikacija zemljiSnih, rizosfernih 1 endofitnih izolata (osim endofita
sukulenata)

Reakcija lancane polimerizacije DNK (PCR)

Amplifikacija varijabilnih regiona gena za 16S rRNK je izvrSena pomocu PCR (lancana reakcija
polimeraze) metode koriste¢i prajmere date u Tabeli 5.

Tabela 5. Parovi prajmera kori$¢eni u molekularnoj identifikaciji zemljisnih, rizosfernih i endofitnih

izolata
Naziv Sekvenca Referenca/izvor
UNI16SF GAGAGTTTGATCCTGGC (Jov¢ic¢ et al., 2009)
UNI16SR AGGAGGTGATCCAGCCG (Jov¢ic¢ et al., 2009)

PCR reakcija za umnozavanje 16S rDNK rizosfernih i zemljiSnih bakterija izvedena je na
termosajkleru (Kiratec, Australia). Reakciona smesa sadrzala je: hromozomsku DNK (5 ul), 5 ul
reakcioni pufer (10x), 1 pul MgCl2 (25 mM), 1 ul dNTP (svaki 200 puM), 1 pl svakog prajmera (svaki
po 2,5 uM); 0,2 ul Taq polimeraza (1U/ ul) (Kapa Biosystems, Inc., Boston, MA, USA), i RNase free
voda do finalne zapremine 50 pl.

Kao negativna kontrola koris¢ena je PCR smesa koja je umesto DNK sadrzala RNase free vodu.
Uslovi PCR reakcija su dati u Tabeli 6.

Tabela 6. Koris¢eni PCR programi za umnozavanje 16S rDNK

Faza Uslovi

Inicijalna denaturacija 5min, 94 °C

Denaturacija 30s, 94 °C

Hibridizacija 30s,55°C 35 ciklusa
Elongacija 60s,72°C

Finalna elongacija 7 min, 72 °C

Elektroforeza u agaroznom gelu

Vizuelizacija umnozenih DNK fragmenata za identifikaciju izolata vrSena je horizontalnom
elektroforezom (Advance Mupid-One, Japan) u nedenaturiSu¢im uslovima na 1%-nom agaroznom
gelu pripremljenom rastvaranjem agaroze u 1x TBE puferu (Tris-Borat-EDTA buffer) (Fermentas,
Litvanija). Za bojenje gela koriS¢ena je Midori Green Advance boja (10 pl) (Nippon Genetics Europe
Gmbh), dok je PCR produkt pre unosenja u bunari¢ pomeSan sa 2 pul Midori Green boje (Nippon
Genetics Europe Gmbh). Elektroforeza se odvijala na konstantnom naponu elektri¢nog polja 80 V u
trajanju od 45 min. Odredivanje duzine DNK fragmenata vrSeno je poredenjem elektroforetske
mobilnosti mobilnosti sa standardima (DNA ledder) (Nippon Genetics Europe GmbH). Nakon
elektroforeze, razdvojeni fragmenti DNK na gelu su posmatrani u komori UV transiluminatora
(Nippon Genetics Europe Gmbh).

Odredivanje primarne strukture DNK (sekvenciranje)
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Umnozeni DNK fragmenti su pre¢is¢eni pomocu kit-a za pre¢iS¢avanje PCR produkata (QIAquick
PCR Purification KIT/250 (QIAGEN GmbH, Hilden, Nemacka) i sekvencionirani u oba smera
primenom ABI 3730XL Sequencer (Macrogen, Inc., Seul, Koreja) koristeé¢i identi¢ne prajmere kao i
tokom amplifikacije. Sekvenciranje uzoraka vr$eno je u centru za sekvenciranje Microgen sequencing
service, Holandija.

Bioinformaticka obrada sekvenci 1 taksonomska identifikacija sojeva

Poravnanje (alignement) i sklapanje (assembling) sekvenci izvrSeno je pomoc¢u Clustal W 2.0
algoritam (Larkin et al., 2007) i MEGA 5 Softver (Tamura et al., 2011). Molekularna identifikacija
bakterijskih izolata izvrSena je poredenjem dobijenih sekvenci sa sekvencama dostupnim u GenBank
bazi podataka (http://blast. GenBank.nlm.nih.gov/Blast.cgi), pomo¢u BLAST programa (Altschul et
al., 1997).

4.7. Ispitivanje uticaja bakterijske inokulacije na parametre germinacije odabranih biljnih
vrsta u uslovima razlicite koncentracije NaCl

U okviru ovog dela istrazivanja ispitan je uticaj inokulacije semena odabranim HT PGP sojevima na
rast i rani razvoj klijanaca tri useva.

4.7.1. Priprema i inokulacija semena

Za pracenje efekta inokulacije HT PGP bakterijama na rane faze razvoja biljke odabrani su
nepatogeni sojevi koji su tokom testova ispoljili viSestruka svojstva stimulacije biljnog rasta, bez i sa
dodatim NaCl u podlogama. U in vitro testovima, ispitan je uticaj ovih bakterija na germinaciju i rani
rast klijjanaca tri biljne vrste u uslovima razliCite koncentracije soli. Parametri germinacije
inokulisanih semena poredeni su sa parametrima neinokulisanih semena koja su predstavljala
kontrolu.

Za testove germinacije koriS¢ena su semena sledecih biljnih vrsta:
Jec¢am (Hordeum vulgare L.) Prestige, Axereal

PSenica (Triticum vulgare L.) Gran Velasco, Poljoprivredni fakultet, Katedra za ekolosku
mikrobiologiju

Suncokret (Helianthus annus L.) Experto, Singenta

Seme je¢ma 1 pSenice je sterilisano 70% etanolom 2 min, isprano destilovanom vodom 1 potopljeno
u 2% rastvor NaOCIl u trajanju od 15 min uz meSanje na 180 rpm (GFL 3005, Nemacka). Seme je
isprano pet puta destilovanom vodom 1 prosuseno u laminaru pre tretmana.

Seme suncokreta je sterilisano na sledeci nacin: 5% NaOC]1 10 min, 5% KMnO4 10 min, 5% H20, 10
min, meSanjem na 180 rpm (GFL 3005, Nemacka). Seme je isprano pet puta sterilnom destilovanom
vodom i prosuSeno u asepti¢nim uslovima u laminaru.

Provera sterilnosti izvrSena je postavljanjem pet sluCajno odabranih sterilisanih semena na HA
podlogu uz inkubaciju 24 h/30 °C.

Suspenzija bakterija za inokulaciju pripremljena je u sterilnoj vodovodskoj vodi pomoéu svezih
kultura gajenih na ¢vrstoj HA podlozi 24 h/30 °C. Gustina bakterijske suspenzije podesena je na 4
MFU (McFarland units) (Den-1B, Biosan, Litvanija) §to odgovara brojnosti od 10’ CFU/ml. Semena
Su potopljena u odgovaraju¢u bakterijsku suspenziju i inokulisana meSanjem na Sejkeru 180
rpm/30°C/1h. Bakterijska suspenzija je odlivena, a inokulisana semena su ostavljena 40 min da se
prosuse u laminaru pre postavljanja testa klijavosti.
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Semena koja su predstavljala kontrolni tretman su tretirana na isti nain, s tim $to je umesto
bakterijske suspenzije koriS¢ena sterilna voda.

4.7.2. Germinacijski testovi

Germinacioni testovi na filter papiru su radeni prema modifikovanim protokolima koje je propisala
ISTA (International Seed Testing Assotiation, 2014), pri ¢emu su kori$¢ena homogena semena bez
vidljivih ostecenja.

Svi tretmani (semena inokulisana bakterijama i kontrolna - neinokulisana semena) sadrzali su po 900
semena koja su paralelno naklijavana u uslovima tri razli¢ite koncentracije NaCl (0, 100 mM i 200
mM NacCl), tako da je za svaku koncentraciju NaCl testirana klijavost 300 semena (podeljenih u tri
ponavljanja po 100).

Semena su postavljena u sterilne staklene Petri kutije na dva sloja filter papira (Whatman No 1). Filter
papir je navlaZzen dodavanjem sterilne vodovodske vode, 100 mM i 200 mM rastvora NaCl za
postizanje Zeljenih uslova naklijavanja. Petri posude su drzane u mraku na sobnoj temperaturi 24 h,
nakon ¢ega su iznete na dnevno svetlo i naklijavane u ambijentalnim uslovima odrzavajuc¢i optimalnu
koli¢inu vlage za klijanje, dodavanjem rastvora shodno tretmanu. Proklijalim semenom se smatralo
seme sa pojavom klice duzine 2 mm. Broj proklijalih semena je belezen svaki dan tokom sedam dana
za pSenicu i jeCam i osam dana za suncokret. Poslednjeg dana inkubacije, iz svake Petri kutije
(predstavlja jedno ponavljanje) odabrano je 30 reprezentativnih klijanaca kojima je izmerena duzina
(koren+nadzemni deo) (mm) i masa (g). Nakon susenja klijanaca na 60 °C /24 h u su$nici (Binder,
Nemacka) izmerena je suva masa (g).

Prikupljeni podaci su koris¢eni za odredivanje parametara germinacije za svaki tretman: procenat
germinacije (GP), germinacijski indeks (GI), prose¢no vreme germinacije (MGT), vigor I (V1) i Il
(V11).

Procenat germinacije (GP) predstavlja broj proklijalih u odnosu na ukupan broj semena (ISTA, 2014):
GP (%) = broj proklijalih semena/ ukupan broj semena x 100

Germinacijski indeks (Gl) predstavljen je odnosom proklijalih zrna po danu (Gt) i ukupnog broja
dana germinacije (Dt) (Ansari i Ksiksi 2016): Gl = 2Gt/=Dt

Prose¢no vreme germinacije (MGT) predstavljeno je odnosom proklijalih semena po danu (nD) i
ukupnog broja proklijalih semena (n) (Igbal et al. 2016): MGT = £(nD)/n

Vrednosti Vigor | se dobijaju kao proizvod procenta germinacije (GP) i duzine klijanaca (V 1 = %
GP x duzina klijanaca) odnosno procenta germinacije (GP) i suve mase u slu¢aju Vigor Il (V 11 =%
GP x suva masa klijanaca) (Igbal et al., 2016).

4.8. Inkapsulacija odabranih halotolerantnih bakterija

4.8.1. Priprema bakterija za inkapsulaciju

Sveze bakterijske kulture su zasejane u tripton soja bujonu (TSB) (Torlak, Srbija) (4 x 100 ml za
svaku bakteriju) i inkubirane 30 °C/130 rpm (Biosan ES — 20, Letonija) tokom 48 h. Nakon
inkubacije, 100 ml te¢ne kulture je prebaceno u 500 ml sveze TSB podloge i inkubirano dodatnih 48h
(GFL 3005, Nemacka). Nakon inkubacije, odvojeno je po 20 ml te¢nih kultura za pocetno odredivanje
brojnosti, dok je ostatak kori$¢en za inkapsulaciju (oko 2 1 te¢ne kulture po bakteriji).
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4.8.2. Procedura inkapsulacije

Na-alginat (Carl Roth, Karlsruhe, Nemacka) je rastvoren (3% w/v) u destilovanoj vodi. Kao rastvor
za geliranje je koriS¢en 3% (w/v) rastvor kalcijum hlorida (Carl Roth, Karlsruhe, Nemacka). U
podlogu sa ¢elijama je dodato 10% (w/v) skroba (Jabuka d.o.o., Pancevo, Srbija) uz meSanje na
magnetnoj mesalici do potpune disperzije skroba. Nakon toga je u suspenziju ¢elija i skroba dodat
rastvor Na-alginata (suspenzija:Na-alginat=2:1). Dalja procedura je obuhvatala meSanje na
magnetnoj mesalici (oko 15 min) nakon ¢ega je odmah izvrSena inkapsulacija.

Inkapsulacija ¢elija u nosacu na bazi Ca-alginata vr§ena je pomocu sistema za inkapsulaciju (Slika
4).

Slika 4. Sistem za inkapsulaciju: 1) suspenzija ¢elija u nosacu; 2) peristalticka pumpa; 3) dizna za
inkapsulaciju; 4) rastvor za geliranje (foto S. Levi¢).

Suspenzija ¢elija u nosacu je uz pomo¢ peristalticke pumpe dovodena do dizne za inkapsulaciju.
Dizna za inkapsulaciju je napravljena od plastike i sa donje strane ima osam otvora pre¢nika 3 mm
od mesinga kroz koje je suspenzija ukapavana u rastvor za geliranje. Protok rastvora za inkapsulaciju
(60 ml/min) je regulisan pomocu peristalticke pumpe MasterFlex® model No. 7523-27 (Cole-Parmer,
Barrington, SAD).

Nakon ukapavanja u rastvor za geliranje, dolazi do izmene jona, pri ¢emu se Na* joni iz Na-alginata
zamenjuju sa Ca®*. Na ovaj nadin se formira u vodi nerastvorni Ca-alginat (Donati i Paoletti, 2009).
Procedura geliranja se odvija postepeno tj. od povrsine kapi koja je dospela u rastvor za geliranje, pri
¢emu se izmena nastavlja ka centru kapi difuzijom rastvora za geliranje. Vreme geliranja zavisi od
veli¢ine Cestica, koncentracije nosaca i rastvora za geliranje. U ovom radu je primenjeno geliranje u
trajanju od jednog sata, uz povremeno mesSanje Cestica. Nakon perioda geliranja, ¢estice su odvajane
filtracijom (na filter papiru) iz rastvora za geliranje, ispirane destilovanom vodom (potapane oko 30
min, dve izmene vode za ispiranje) u istoj zapremini kao i rastvor za geliranje.
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Dobijene Cestice su dalje odvajene od vode filtracijom pomocu filter papira i dalje suSene prema
proceduri opisanoj ispod. Uzorci vlaznih inkapsulata su za potrebe analiza ¢uvani u destilovanoj vodi
na4 °C.

4.8.3. SuSenje inkapsulata

Susenje inkapsulata je obavljeno na dva nacina:

1. Susenje u susnici na temperaturi od 35 °C tokom najmanje 72h, bez prinudne cirkulacije
vazduha u suSnici. Za potrebe ovog nacéina suSenja, sveze pripremljeni inkapsulati su nakon pranja i
cedenja viska vode, rasporedeni na tacne za susenje u sloju ne ve¢em od 1-1,5 cm;

2. Susenje postupkom liofilizacije je takode radeno sa svezim inkapsulatima, s tim §to su inkapsulati
rasporedeni u staklene Petri Solje u sloju visine do 1 cm a zatim su zamrznuti na priblizno -80 °C
tokom 24 h. Nakon toga, zamrznuti uzorci su suseni u liofilizatoru Alpha 1-4 LSC plus (Christ,
Nemacka) pod slede¢im uslovima: 10 h na -20 °C i 0,1 mbar, 5 hna-10 °C i 0,1m bar, 5 h na 0
°C 10,1 mbar, 4 hna35°Ci0,1mbar.

4.8.4. Cuvanje inkapsulata

Osuseni uzorci inkapsulata su ¢uvani na sobnoj temperaturi i u frizideru, u hermeticki zatvorenoj
(vakuumiranoj) ambalazi. Ovaj odabir na¢ina ¢uvanja je izvrSen u cilju ispitivanja uticaja postupaka
cuvanja inkapsulata na broj zivih ¢elija.

4.8.5. Svetlosna mikroskopija

Analiza  morfoloSkih  karakteristika ~ dobijenih  inkapsulata  vrSena je = pomocu
Stereomicroscope Nikon SMZ18 (Japan). Kao podloga za snimanje uzeta je staklena ploCica sa
utisnutom razmerom od 2 mm.

4.8.6. Analiza veli¢ine inkapsulata

VeliCina inkapsulata je odredena koriS¢enjem Computer vision system-a (Tomasevi¢ et al., 2019) 1
programa ImageJ. Computer vision system je koriS¢en za dobijanje fotografija inkapsulata, dok je
pomocu programa ImagelJ odredena pojedinacna veli€ina inkapsulata. Za analizu veli¢ine inkapsulata
uzeto je po 30 inkapsulata 1 odredena je njihova veli€ina (po najduZoj osi). Veli¢ina inkapsulata (u
mm) je prikazana kao srednja vrednost + standardna devijacija. Za ovu analizu koris¢en je program
PAST (Hammer et al., 2001).

4.8.7. Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Detaljnija analiza morfologije uzoraka je vrSena koriS¢enjem skenirajuce elektronske mikroskopije
(SEM) na uredaju JEOL JSM-6390LV (Japan), uz prethodno nanoSenje zlata na povrSinu uzoraka
pomocu uredaja BALTEC SCD 005. Ovom analizom obuhvaceni su samo suvi uzorci.

4.8.8. Merenje aktivnosti vode (aw vrednost) inkapsulata

Merenje aw vrednost suvog inkapsulata je vrseno pomocu uredaja LabSwift-aw (Novasina AG,
Svajcarska). Uredaj je pre merenja kalibrisan pomocu odgovarajuéih standarda.

4.8.9. Odredivanje broja ¢elija u inkapsulatima
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Brojnost bakterija je proverena nakon susenja inkapsulata, sedmi dan od inkapsulacije i kasnije na
svaka tri meseca tokom godinu dana. Inkapsulati su najpre usitnjeni u avanu sa tu¢kom, nakon ¢ega
je 1 g materijala preneto u 20 ml 1% (w/v) Na-citrata i rastvoreno mesanjem na vorteksu (oko 1 h).

Brojnost bakterija je odredena pripremom serije razblazenja u fizioloskom rastvoru (1 ml rastvorenog
inkapsulata:9 ml fizioloskog rastvora) i zasejavanjem 0,5 ml suspenzije u TSA (Torlak, Srbija) u tri
ponavljanja uz inkubaciju na 30 °C °C/72 h. Brojnost bakterija je izrazena kao CFU/1 g suvog
inkapsulata.

4.9. Metode statisticke obrade podataka

Za utvrdivanje statisticke znacajnosti razlika u produkciji pigmenata odabranih izolata, koriscen je
Kruskal-Wallis i post hoc test Dunn-Bonferroni. Jednofaktorska analiza varijanse (One way
ANOVA) je sprovedena u cilju testiranja jednakosti aritmeti¢kih sredina ispitivanih grupa u testovima
klijavosti. Za naknadna poredenja rezultata koriS¢en je Dankanov post hoc test. Za ispitivanje
statisticke znacajnosti uticaja razli¢itih temperatura ¢uvanja na brojnost inkapsulisanih bakterija
tokom vremena kori$éen je t test. U svim testiranjima koris¢en je 5%-ni nivo znacajnosti (p<0,05).
Statisticka obrada podataka obavljena je u softveru SPSS 26.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL).
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5. REZULTATI

5.1. Diverzitet bakterijskih zajednica u zaslanjenom zemljistu

Diverzitet bakterijskih zajednica u uzorcima rizosfere, endorizosfere i zemljiSta odreden je
sekvenciranjem DNK amplikona koji pokrivaju V3 i V4 hipervarijabilne regione 16S rRNK gena na
Iumina® MiSeq™ platformi.

Bogatstvo vrsta ili ukupan broj bakterijskih vrsta prisutan u mikrobiomu (eng. richness) predstavljeno
je indeksima Observed species i Chaol. Pored bogatstva vrsta, kori$¢eni su Fisher alfa, Shannon,
Simpson 1 recipro¢ni Simpson-ov indeksi diverziteta da opiSu meru zastupljenosti razli¢itih
bakterijskih vrsta unutar uzorka (koliko su vrste ravnomerno rasporedene u uzorku, eng. eveness).
Filogenetska raznolikost u uzorcima predstavljena je PD whole tree indeksom diverziteta. Diverzitet
zajednica izmedu uzoraka (beta diverzitet) na nivou roda odreden je i1 vizuelizovan pomocu PCoA
analize glavnih koordinata.

A. santonicum R

L. gmelinii R

P. schwarzenbergiana R
1250 ]
A. eupatoriaR
H. geniculatum R
S. maritima R
1000
C. annua R

S. ewropaea R
A. santonicum E

L. gmelinii E

Viste

P. schwarzenbergiana E
A. eupatoria E

500 H. geniculatum E

S. maritima E

C. anmua E

250

S. europaea E
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Z2
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98]

0 1000 2000 3000 4000
Sekvence

Slika 5: Kriva rarefrakcije alfa diverziteta za dobijene vrste u ispitivanim uzorcima (Observedspecies
matrica). R - rizosfera; E - endorizosfera; Z - zemljiste (Z1 mesto uzorkovanja A.
santonicum; Z2 mesto uzorkovanja sukulentnih biljaka i Z3 mesto uzorkovanja H.
geniculatum (sin. H. hystrix)).

Rarefrakciona kriva je nakon pocetnog porasta kod svih uzoraka dostigla plato (Slika 5), §to ukazuje

da je dubina sekvencioniranja bila dovoljna da obuhvati taksonomski diverzitet u uzorcima. Kod

uzoraka endorizosfere 1 zemljiSta rarefrakciona kriva brzo dostize plato §to u kontekstu odabrane
matrice (Observed species) ukazuje na manji broj vrsta u odnosu na rizosferne uzorke kod kojih se
plato postize kasnije usled veceg bogatstva vrsta.
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5.1.1. Diverzitet zemljiSnih bakterija

Najvece bogatstvo vrsta na osnovu oba koris¢ena indeksa alfa diverziteta (Observed species i Chao
1) detektovano je u uzorku zemljiSta Z2 (Tabela 7), sa koga su uzorkovane sukulentne biljke S.
maritima. Isti uzorak zemljiSta ima najvecée vrednosti svih ostalih indeksa alfa diverziteta koji govore
0 distribuciji vrsta, homogenosti i filogenetskom profilu zajednice. Najnize vrednosti svih
posmatranih parametara alfa diverziteta su zabeleZzene u uzorku zemljista Z1, uzetom sa mesta na
kome su uzorkovane A. santonicum.

Tabela 7: Indeksi alfa diverziteta bakterijskih zajednica zemljista

Observed Fisher PD whole Simpson
Uzorak species Chaol alfa tree Shannon  Simpson reciprocal
Z1 488,30 491,24 145,89 45,52 8,55 0,996 276,43
z2 664,80 698,40 227,51 56,52 8,83 0,997 294,02
Z3 508,90 514,53 154,64 48,62 8,50 0,996 237,16
0.4 o
0.2
f:\, ] Z1
a 0.0 ® Z2
. ® e 73
-0 0.0 25
PC1

Slika 6: PCoA dijagram beta diverziteta bakterijskih zajednica u uzorcima zemljista: Z1 (mesto
uzorkovanja A. santonicum), Z2 (mesto uzorkovanja sukulentnih biljaka) i Z3 (mesto
uzorkovanja H. geniculatum (sin. H. hystrix)). Svaka tacka na slici predstavlja mikrobioloski
profil zajednice na nivou roda. Uzorci sli¢nijeg profila zajednice su bliZe pozicionirani jedan

drugom.

Analiza beta diverziteta pokazuje da su bakterijske zajednice u uzorcima zemljiSta medusobno
razli¢ite, pri ¢emu se zemljiSte sa koga su uzorkovane sukulente (Z2) posebno izdvaja (Slika 6).
Bakterijske zajednice u zemljistu gde su uzorkovane A. santonicum (Z1) i H. geniculatum (sin. H.
hystrix) (Z3) su blize pozicionirane $to ukazuje na ve¢u medusobnu sli¢nost.
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5.1.1.1. Taksonomski sastav zemlji$nih bakterijskih zajednica

U uzorcima zemljiSta zabelezeno je ukupno 17 razdela bakterija (Prilog 9.1, Tabela P1) ukljucujuci
jedan NA (neidentifikovan) razdeo. U zemljiStu uzorkovanom u neposrednoj blizini sukulentnih
biljaka (Z2) zabeleZzeno je 16 razdela dok je u ostala dva uzorka zemljita prisutno po 14 razdela
bakterija. Dominantni razdeo u svim uzorcima je Actinobacteria, koje pracene Proteobacteria okvirno
¢ine 55,6% (Z2), 62,4% (Z3) 1 67,2% (Z1) mikrobioma zemljiSta. Tre¢i istaknuti razdeo u uzorcima
zemljista je Acidobacteria sa znacajnim udelom od 16% u zemljistu na kome raste H. geniculatum
(sin. H. hystrix) (Z3) zatim 10,7% u zemlji$tu na kome raste A. santonicum (Z1) i najniZzom ucestalosti
u uzorku zemljiSta naseljenog sukulentama 6,9% (Z2). Predstavnici razdela Chloroflexi imaju
znacajnu ucestalost u uzorcima zemljiSta, koja prevazilazi udeo Firmicutes (Slika 7). Ostali istaknuti
razdeli sa zastupljenos¢u od >1% u zemljiStu su Bacteroidetes i Gemmatimonadetes. Najveéi broj
subdominantnih razdela (razdela sa relativnom zastupljeno$¢u < 1%) je u uzorku zemljiSta na kome
su rasle sukulentne biljke Z2.

m Acidobacteria m Actinobacteria m Bacteroidetes
Chloroflexi m Cyanobacteria ® Firmicutes
®m Gemmatimonadetes ® Planctomycetes ® Proteobacteria
m Saccharibacteria ® VVerrucomicrobia m Other
100
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=
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5 60
=
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Slika 7. Relativna ucestalost najistaknutijih bakterijskih razdela u uzorcima zemljista Z1 (mesto
uzorkovanja A. santonicum), Z2 (mesto uzorkovanja sukulentnih biljaka) i Z3 (mesto
uzorkovanja H. geniculatum (sin. H. hystrix)) (>1% u najmanje jednom uzorku).

Dominantne klase razdela Actinobacteria u uzorcima Z1 i Z3 su Actinobacteria (14,5 i 21,32%) i
Thermoleophilia (16,92 i 13,11% redom) (Prilog 9.1, Tabela P1). Dominantne klase Actinobacteria
u zemljiStu na kome su rasle sukulente (Z2) su Acidimicrobia i Nitriliruptoria. Medu
proteobakterijama, u svim analiziranim uzorcima zemljis§ta dominiraju Alphaproteobacteria (11-
15,92%). U okviru razdela Firmicutes najzastupljenija je klasa Bacilli dok je klasa Clostridia
zastupljena u uzorcima Z2 i Z3 (Prilog 9.1, Tabela P1). Ostale istaknute klase su Acidobacteria
(13,4% u Z3), Gemmmatimonadetes i Cytophagia (7,9% i 4,6 % u Z2).
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Tabela 8: Relativna ucestalost (%) bakterijskih familija u zemljisnim mikrobiomima (>1% u
najmanje jednom uzorku). (/) retke (<0,1%) ili nedetektovane familije. (NA)-
neidentifikovane familije (dopunjeno sa prvom visom identifikovanom taksonomskom
kategorijom). Poveéanje u relativnoj ucestalosti pojedinac¢nih familija je predstavljeno
gradijentom od bele ka zelenoj boji pri ¢emu su najtamnijim nijansama zelene istaknute
najvise vrednosti.

Razdeo Familija Z1 72 73
Acidobacteria NA (Acidobacteria) - 3,20 -
NA (Holophagae) 1,00 3,20 2,60
Actinobacteria Acidimicrobiaceae 320 200 150
NA (Acidimicrobiales) | 3,80 J0BON 1,70
Mycobacteriaceae 0,50 0,10 1,40
Geodermatophilaceae 0,70 0,30 1,80
Intrasporangiaceae 090 160 0,60
Microbacteriaceae 1,40 0,30 0,50
Micromonosporaceae 1,20 0,60 2,90
Nocardioidaceae 3,00 1,40 3,70
Propionibacteriaceae 1,60 050 0,30
Pseudonocardiaceae 1,70 0550 3,20
Streptomycetaceae 1,10 0,80 1,40
NA (Actinobacteria) 350 0,40 0,80
Euzebyaceae 0,60 390 0,10
Nitriliruptoraceae 0,20 INA208 /
Rubrobacteriaceae 2,30 0,70 1,50
Gaiellaceae 330 0,20 0,90
NA (Gaiellales) 040 1,50
NA (Solirubrobacterales) 1,40 eI
Solirubrobacteraceae 1,60 /| 3,60
Bacteroidetes Cytophagaceae 150 1,30 0,70
Flammeovirgaceae /1,30 /
Chitinophagaceae 0,70 0,30 1,00
Chloroflexi Anaerolineaceae 0,10 2,70 0,70
NA (Chloroflexi) 460 290 3,40
NA (Thermomicrobia) 2,10 1,10 1,00
Cyanobacteria Familyl 1,80 1,20 0,30
Firmicutes Bacillaceae 1,40 2,30 1,80
Gemmatimonadetes Gemmatimonadaceae 0,80 0,80 240
NA(Gemmatimonadetes) 0,60 |08 0,40
Planctomycetes Planctomycetaceae 1,40 160 2,20
Proteobacteria Bradyrhizobiaceae 1,00 0,60 1,30
Hyphomicrobiaceae 090 040 1,30
Methylobacteriaceae 150 0,30 1,30
Rhodobiaceae 1,50 1,00 0,60
Xanthobacteraceae 1,20 /0,90
Rhodobacteraceae 0,70 230 0,10
NA(Rhodospirillales) 1,70 1,70 1,40
Rhodospirillaceae 1,00 1,40 1,10
NA(Sphingomonadales) 1,30 /[ 2,20
Sphingomonadaceae 090 050 2,80
Comamonadaceae 0,90 050 1,50

NA (Xanthomonadales) 1,20 1,40 0,70
Saccharibacteria NA(Saccharibacteria) 020 1,40 0,440

Najvece bogatstvo bakterijskih familija zabelezeno je u uzorku Z2 (>120) a najmanje u uzorku Z1

(99) (Prilog 9.1, Tabela P3). Medutim, ukoliko se kao kriterijum uzme relativna ucestalost, najveci

broj familija >1% detektovan je u uzorku Z1 (30) a najmanji u Z2 (24) (Tabela 8). Neidentifikovana

familija razdela Acidobacteria, NA (Acidobacteria) ima veliki udeo u uzorcima Z1 i Z3 (9,7% i

13,11%) (Tabela 8). Od familija razdela Actinobacteria Nocardioidaceae je istaknuta u sva tri uzorka,
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Micromonosporaceae, Pseudonocardiaceae i Streptomycetaceae u uzorcima Z1 i Z3 dok je u uzorku
Z2 njihov udeo zanemarljiv. U uzorku Z2, neidentifikovana familija NA (Acidomicrobiales) je
dominantna sa 10,5% ucestalosti pra¢ena Nitriliruptoraceae i Euzebyaceae (7,2 i 3,9% redom) i NA
(Gemmatimonadetes) sa 7,1%. Zemljiste Z1 se izdvaja znac¢ajnim udelom neidentifikovanih familija

(Tabela 8).
Tabela 9:

Relativna ucestalost (%) bakterijskih rodova u zemljiSnim mikrobiomima (>1% u
najmanje jednom uzorku). (/) retki (<0,1%) ili nedetektovani rodovi. (NA)-
neidentifikovani rodovi dopunjeni prvom visom identifikovanom taksonomskom
kategorijom. Povecanje u relativnoj ucestalosti pojedinac¢nih rodova je predstavljeno
gradijentom od bele ka zelenoj boji pri ¢emu su najtamnijim nijansama zelene istaknute

najvise vrednosti.

Razdeo/Familija Rod Z1 72 73
Acidobacteria/(NA) Blastocatella 1,40 040 2,10
Bryobacter 0,90 0,10 1,40
NA (Acidobacteria) 2l 280
NA (Holophagae) 1,00 3,20 2,60
Acidimicrobiaceae [llumatobacter 0,80 1,60 0,40
NA (Acidimicrobiaceae) 240 040 1,10
Actinobacteria/ NA NA (Acidimicrobiales) 3,80 110407 1,60
Mycobacteriaceae Mycobacterium 0,50 0,10 1,40
Geodermatophilaceae Blastococcus 040 0,10 1,60
Micromonosporaceae Actinoplanes 0,30 0,10 1,70
Nocardioidaceae Nocardioides 220 1,30 2,50
Propionibacteriaceae Microlunatus 1,00 /0,20
Pseudonocardiaceae Pseudonocardia 1,10 0,20 2,20
Streptomycetaceae Streptomyces 1,10 0,80 1,40
Actinobacteria/NA NA (Actinobacteria) 3,50 0,40 0,80
Euzebyaceae Euzebya 0,60 390 0,10
Nitriliruptoraceae Nitriliruptor 020 INA20N /
Rubrobacteriaceae Rubrobacter 230 0,70 1,50
Gaiellaceae Gaiella 330 0,20 0,90
NA (Gaiellales) 0,40 1,50
Solirubrobacteraceae NA (Solirubrobacterales) 1,40 5,81
Solirubrobacter 1,60 / | 3,60
Anaerolineaceae Anaerolinea /1,20 /
NA (Anaerolineaceae) 0,10 1,50 0,70
Chloroflexi/NA NA (Chloroflexi) 460 2,90 3,40
NA (Thermomicrobia) 210 1,10 1,00
Bacillaceae Bacillus 1,40 1,30 1,80
Gemmatimonadaceae NA (Gemmatimonadaceae) 0,60 0,40 1,50
Gemmatimonadetes/NA NA (Gemmatimonadetes) 0,60 0N 0,40
Planctomycetaceae NA (Planctomycetaceae) 0,70 1,00 1,50
Bradyrhizobiaceae Afipia-Bradyrhizobium 0,70 / 1,10
Rhodobiaceae NA (Rhodobiaceae) 1,40 0,40 0,60
Xanthobacteraceae Variibacter 1,00 / 0,60
Rhodobacteriaceae NA (Rhodobacteraceae) 0,50 1,50 0,10
Proteobacteria//NA NA (Rhodospirillales) 1,20 1,60 0,80
Rhodospirillaceae Skermanella 0,70 0,30 1,10
Proteobacteria/NA NA (Sphingomonadales) 1,30 /2,20
Sphingomonadaceae Sphingomonas 0,70 0,30 2,80
Proteobacteria/NA NA (Xanthomonadales) 0,50 1,40 0,10
Saccharibacteria /NA NA (Saccharibacteria) 0,20 1,40 0,30
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Veci broj rodova sa relativnom zastupljeno$éu >1% je u uzorcima Z3 (25) 1 Z1 (22) dok je u uzorku
72 zabelezeno 19. U sva tri uzorka zemljista veliki udeo zauzimaju neidentifikovani rodovi razdela
Acidobacteria NA (Acidobacteria) i NA (Holophagae), zajedno sa rodom Blastocatella familije
Acidobacteria u uzorcima Z1 i Z3 (Tabela 9). U svim uzorcima zemljista, istice se Nocardioides kao
I neidentifikovani rod razdela Actinobacteria NA (Acidimicrobiales) koji je u uzorku Z2 zastupljen
sa 10,4%. Zastupljeniji rodovi aktinobakterija u zemlji$tu na kome je uzorkovana A. santonicum (Z1)
su: NA (Gaiellales) i NA (Solirubrobacteriales), Gaiella i NA (Actinobacteria) (Tabela 9).
Dominantni rodovi aktinobacterija u zemljistu sa koga su uzorkovane sukulente su Nitriliruptor i
Euzebya (=10% mikrobioma), dok su u uzorku zemljista na kome je rastao H. geniculatum (sin. H.
hystrix) istaknuti NA (Solirubrobacterales), Solirubrobacter (ukupno ~9% mikrobioma) i
Sphingomonas (2.8%). Ostali rodovi sa zna¢ajnim udelom u zemljistu su: NA (Chloroflexi) (2,9-
4,6%), NA (Gemmatimonadetes) (7% u Z2) i Sphingomonas u uzorku (2,8% u Z3). Predstavnici roda
Bacillus su zastupljeni u svim uzorcima zemljista sa udelom od 1,3-1,8% (Tabela 9).

U uzorcima zemljista, detektovan je najmanji broj sekvenci koje odgovaraju nivou vrste od kojih su
llumatobacter sp4235 i NA Streptomyces prisutne u sva tri uzorka (Prilog 9.1, Tabela P4). Najveci
broj vrsta je neidentifikovan, sa odredenom taksonomskom pozicijom samo do nivoa familije ili reda.
Za devet vrsta je odredena bliza taksonomska pripadnost: Microlunatus sp 7741 (1% u Z1),
llumatobacter sp 4235 (1,1% u Z2), Nitriliruptor alcaliphilus (1,5% u Z2), Nitriliruptor sp 10652
(1,1 % u Z2), Blastococcus sp 6057 (1,1 % u Z3), Streptomyces NA (1,4% u Z3), Rubrobacter sp
10748 (1% u Z3), Afipia Bradyrhizobium NA (1,1% u Z3). Blastocatella sp 3047 (1,1% u Z3) (Prilog
9.1, Tabela P4).

5.1.2. Diverzitet rizosfernih bakterija

Najvecée bogatstvo vrsta (Observed species i Chao 1 indeks) zabelezeno je u rizosferi L. gmelinii i A.
eupatoria a najmanje u rizosferi C. annua i S. europaea. Zajednice rizosfere L. gmelinii i A. eupatoria
istiCu se po filogenetskoj raznovrsnosti (PD whole tree), kao i po svim indeksima diverziteta koji
ukljucuju i distribuciju ne samo bogatstvo vrsta (Shannon, Simpson, recipro¢ni Simpson-oV i Fisher
alfa). Medu sukulentnim biljkama, u rizosferi S. maritima zabeleZeno je najveée bogatstvo vrsta kao
i svi ostali indeksi diverziteta. Rizosfera S. europaea pokazuje najmanje bogatstvo vrsta kao i najnize
indekse diverziteta medu svim uzorcima (Tabela 10).

Tabela 10: Indeksi alfa diverziteta bakterijskih zajednica rizosfere analiziranih biljaka

Observed Chaol  PDwhole Fisher Shannon Simpson Simpson
Uzorak species tree alfa reciprocal

A. santonicum 623,80 642,33 54,44 207,18 8,65 0,995 206,30
L. gmelinii 1191,80 1407,29 76,53 574,42 9,72 0,998 566,78
P. schwarzenbergiana 666,10 699,73 54,45 228,16 8,57 0,994 168,24
A. eupatoria 1035,10 1193,76 59,01 452,89 9,45 0,998 450,20
H. geniculatum 660,20 699,63 48,41 225,18 8,62 0,995 186,27
S. maritima 798,60 979,96 57,91 299,92 8,52 0,994 159,81
C. annua 589,70 622,93 52,36 190,92 8,34 0,994 160,52
S. europaea 531,60 555,58 48,44 164,52 8,19 0,994 158,89
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Slika 8: PCoA dijagram beta diverziteta rizosfernih bakterijskih zajednica. Svaka tacka na slici
predstavlja mikrobioloski profil zajednice na nivou roda. Uzorci sli¢nijeg profila zajednice
su blize pozicionirani jedan drugom.

PCoA analiza beta diverziteta rizosfere pokazuje da su mikrobiomi C. annua i S. maritima blisko
pozicionirani §to ukazuje na slicnost celokupne zajednice (Slika 8). Mikrobiom S. europaea je
najudaljeniji od ostalih, kako sukulentnih tako i svih ostalih biljaka. Blisko su pozicionirane zajednice
rizosfere biljaka A. santonicum, L. gmelinii i A. eupatoria. Rezultati PCoA analize pokazuje da se
rizosferne zajednice H. geniculatum (sin. H. hystrix) i P. schwarzenbergiana razlikuju kako
medusobno tako 1 od rizosfernih zajednica ostalih biljaka.

5.1.2.1. Taksonomski sastav rizosfernih bakterijskih zajednica

U uzorcima rizosfere analiziranih biljaka zabeleZeno je ukupno 22 bakterijska razdela ukljucujuci
jedan NA (<1%) (Prilog 9.1, Tabela P5). Najve¢i broj razdela zabeleZen je u rizosferi L. gmelinii (18)
i H. geniculatum (sin. H. hystrix) (17). Dominantni razdeli u rizosferi su Proteobacteria i
Actinobacteria koje zajedno ¢ine od 54% mikrobioma kod A. santonicum do ~70% kod A. eupatoria
(Slika 9). Actinobacteria su najzastupljenije u rizosferi A. eupatoria (41,14%) i H. geniculatum (sin.
H. hystrix) (39,34%) dok su u rizosferi sukulentnih S. maritima i C. annua najslabije zastupljene
(21,42% i 26,93%). Rizosfera sukulentne S. europaea se razlikuje od ostalih po velikom udelu
Actinobacteria (38,94%). Proteobacteria su dominantni razdeli u rizosferi sukulentnih S. maritima i
C. annua (44% i 39,24%) dok najmanji udeo imaju kod H. geniculatum (sin. H. hystrix) sa 22,8%
(Prilog 9.1, Tabela P5). Acidobacteria i Firmicutes su razdeli koji se isti¢u po svom udelu u rizosferi.
Acidobacteria imaju zna¢ajan udeo U rizosfernoj zajednici A. santonicum (13,15%), L. gmelinii i P.
schwarzenbergiana (=12%), A. eupatoria (10,5%) i nizu ucestalost kod H. geniculatum (sin. H.
hystrix) (6,61%). Ucestalost Acidobacteria u rizosferi sukulentnih biljaka je niska, osim kod S.
europaea gde iznosi 4,6%.

Udeo razdela Firmicutes u rizosfernim zajednicama varira (Slika 9). Najveca relativna ucestalost
zabeleZena je u rizosferi H. geniculatum (sin. H. hystrix) (12,8%) i A. santonicum (10,34%) dok su
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najmanje zastupljene u uzorcima rizosfere L. gmelinii i A. eupatoria (=3%). Ostali istaknuti rizosferni
razdeli su: Bacteriodetes (najzastupljeniji kod sukulentnih biljaka 5-6,5%), Chloroflexi (4-7,6%),
Planctomycetes (zastupljeniji kod nesukulentnih biljaka 2,3-4,3%). Predstavnici Gemmatimonadetes
su detektovani u svim uzorcima rizosfere (sa istaknutijim udelom u rizosferi sukulenata, 4,2-5,6%
kod S. europaea) kao i Verrucomicrobia (maksimalno 2,7% kod H. geniculatum (sin. H. hystrix)).
Razdeo Cyanobacteria ima zanemarljiv udeo u svim uzorcima, izuzev u rizosferi C. annua gde je
zastupljen >1%. Razdeli Chlamydiae, Fibrobacteres, Fibrobacteres, Hydrogenodetes, Nitrospirae i
Saccaribacteria su prisutni kao subdominantni razdeli (<1%) u svim ili u vecini uzoraka (Prilog 9.1,
Tabela P5). Najveci broj subdominantnih razdela zabeleZen je kod L. gmelinii (devet), A. eupatoria i
H. geniculatum (sin. H. hystrix) (osam), dok je razdeo Deinococcus-Thermus detektovan iskljucivo
u rizosferi sukulentnih biljaka (Prilog 9.1, Tabela P5).

Acidobacteria Actinobacteria Bacteroidetes
Chloroflexi m Cyanobacteria = Firmicutes
® Gemmatimonadetes ® Planctomycetes ® Proteobacteria
m Verrucomicrobia m Other
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A. santonicum
L. gmelinii

A. eupatoria
H. geniculatum
S. maritima

C. annua

S. europaea

P. schwarzenbergiana

Slika 9. Relativna ucestalost najistaknutijih bakterijskih razdela u uzorcima rizosfere analiziranih
biljaka (>1% u najmanje jednom uzorku)
Dominantne klase Proteobacteria u svim uzorcima rizosfere su Alphaproteobacteria i
Gammaproteobacteria (Prilog 9.1, Tabela P5). Predstavnici Alphaproterobacteria imaju znacajan
udeo u zajednicama rizosfere svih uzorka, od =14% kod A. eupatoria i H. geniculatum (sin. H.
hystrix) do 18,47% kod A. santonicum. Ucestalost Gammaproteobacteria najniza je u rizosferi H.
geniculatum (sin. H. hystrix) (2,5%) dok su kod sukulentne S. maritima dominantna klasa sa udelom
od 20%. Istaknut udeo Betaproteobacteria i Deltaproteobacteria je u uzorku C. annua (10,41% i 5%).
Iz razdela Actinobacteria, najzastupljenija je klasa Actinobacteria koja ¢ini viSe od 20% rizosfernih
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mikrobioma H. geniculatum (sin. H. hystrix) i P. schwarzenbergiana (Prilog 9.1, Tabela P5). Klasa
Thermoleophilia istice se u uzorcima rizosfere nesukulentnih biljaka, dok je Nitriliruptoria znacajnije
zastupljena u uzorcima rizosfere sukulentnih biljaka (15,5% C. annua). Od razdela Acidobacteria,
klasa Acidobacteria ima znacajan udeo u rizosferi nesukulentnih biljaka (11,8% A. santonicum) dok
su Acidimicrobia dominantno zastupljene kod S. europaea (11,4%). U okviru razdela Firmicutes,
Bacilli ima znacajan ideo u svim uzorcima rizosfere, sa dominacijom kod H. geniculatum (sin. H.
hystrix) (12%) i A. santonicum (9,5%), dok je Clostridia zastupljena sa >1% u uzorcima rizosfere
sukulentnih biljaka i P. schwarzenbergiana (Prilog 9.1, Tabela P5).

Tabela 11: Relativna ucestalost (%) bakterijskih familija u rizosfernim mikrobiomima (>1% u
najmanje jednom uzorku). (/) retke (<0,1%) ili nedetektovane familije. (NA) -
neidentifikovane familije (dopunjeno sa prvom visom identifikovanom taksonomskom
kategorijom). Poveéanje u relativnoj ucestalosti pojedinac¢nih familija je predstavljeno
gradijentom od bele ka zelenoj boji, pri ¢emu su najtamnijim nijansama zelene istaknute
najvise vrednosti.

Razdeo

Familija

Acidobacteria

Actinobacteria

Bacteroidetes

Chloroflexi

Firmicutes

Gemmatimonadetes

NA (Acidobacteria)
NA (Holophagae)
Acidimicrobiaceae
NA (Acidimicrobiales)
Frankiaceae
Intrasporangiaceae
Microbacteriaceae
Micrococcaceae
Micromonosporaceae
Nocardioidaceae
Propionibacteriaceae
Pseudonocardiaceae
Streptomycetaceae
NA (Actinobacteria)
Euzebyaceae
Nitriliruptoraceae
Rubrobacteriaceae
Gaiellaceae

NA (Gaiellales)

NA (Solirubrobacterales)
Patulibacteraceae
Solirubrobacteraceae
Cytophagaceae
Flammeovirgaceae
NA (Cytophagia)
Flavobacteriaceae
Chitinophagaceae
Anaerolineaceae
Caldilineaceae

NA (Chloroflexi)

NA (Thermomicrobia)
Sphaerobacteraceae
Bacillaceae
Planococcaceae
Clostridiaceae

NA (Clostridiales)
Gemmatimonadaceae

g = & g5 £ E . g
g 35 ¢ 85 & £ 2 8
= = L= .2 < . ® . E —
<%: 5 a8:1 <3 IS BE O Y3
1185 1091 1124 971 551 140 070 3,90
1,20 150 161 080 060 040 020 0,70
060 180 080 240 070 210 1,70 1,00
151 400 131 340 060 470 370
/ / / /1,10 / / /
020 030 1,00 050 1,20 070 1,70 1,10
060 050 1,20 1,90 080 010 0,10 0,40
261 160 602 09 230 010 030 1,60
1,10 1,00 1,0 060 060 020 030 0,60
291 250 492 380 591 050 020 4,90
1,00 120 070 1,00 030 140 050 1,30
141 150 161 1,00 410 0,10 /0,30
151 120 191 190 531 040 020 130
1,00 1,70 060 320 010 050 0,10 0,20
060 050 0,30 / /210 290 4,10
/0,20 / / /6,11 B2 3,90
271 370 1,81 1,20 0,40 / /1,00
0,70 1,00 0,60 3,60 0,50 / / /
050 120 090 561 220 010 010 0,20
151 390 241 551 601 050 040 1,70
/ 010 020 010 1,10 / 010 0,0
1,00 1,40 181 150 2,20 / / /
161 090 131 080 050 060 050 0,70
0,10 0,30 / / / 060 080 1,30
/ / / / / 1,20 0,60 /
020 030 030 020 010 1,00 1,00 0,90
221 110 141 080 260 030 010 0,10
050 060 080 020 010 1,00 3,00 1,80
050 040 030 010 020 060 1,10 0,70
211 340 382 440 180 230 120 1,60
221 19 080 1,70 150 020 0,20 1,60
/ / / / 010 070 120 0,10
934 280 482 260 490 450 260 2,40
0,10 / 010 020 691 020 030 030
010 010 030 010 010 330 010 0,70
0,20 /0,30 / 020 040 130 0,20
161 160 141 070 2,60 / /0,60



NA (Gemmatimonadetes) 221 130 060 020 0,60 440 420 501

Planctomycetes Planctomycetaceae 361 300 201 210 260 150 1,20 1,10
Proteobacteria Bradyrhizobiaceae 040 040 050 060 120 030 040 0,10
Hyphomicrobiaceae 050 09 161 120 120 350 1,60 0,80
Methylobacteriaceae 09 120 09 110 080 0,20 0,20 /
NA (Rhizobiales) 131 210 09 150 060 19 230 1,80
Phyllobacteriaceae 0,30 060 040 120 1,20 1,70 120 0,50
Rhizobiaceae 050 040 231 130 09 050 0,60 0,10
Rhodobiaceae 050 09 060 1,80 /1,40 140 1,30
Xanthobacteraceae 060 100 o060 1,30 080 0,10 0,10 /
Rhodobacteraceae 0,70 070 030 030 0,10 250 350 410
NA (Rhodospirillales) 432 39 181 130 09 1,10 1,10 3,50
Rhodospirillaceae 1,717 130 131 050 060 090 200 1,20
Erythrobacteraceae 1,00 030 1,20 010 120 19 0,70 1,70
NA (Sphingomonadales) 090 110 060 0,20 0,30 0,10 /0,20
Sphingomonadaceae 361 220 341 160 400 080 030 1,20
Comamonadaceae 131 080 151 09 150 040 120 0,20
NA (Betaproteobacteria) 0,70 100 0,30 1,10 0,90 / /0,20
Rhodocyclaceae 0,20 / / 020 020 260 911 0,550
Aeromonadaceae / / / / /150 0,10 /
Ectothiorhodospiraceae 0,10 / / / /020 100 0,20
Enterobacteriaceae 0,60 150 6,12 250 0,30 / / /
NA (Gammaproteobacteria) 0,50 0,20 / / /120 0,70 0,40
Halomonadaceae /0,40 / / / P08 130 @ 561
Oceanospirillaceae 0,30 / / / /1,40 1,00 /
Pseudomonadaceae 0,20 060 0,70 1,0 040 150 0,70 0,40
NA (Xanthomonadales) 131 160 040 1,10 030 100 120 1,30
Xanthomonadaceae 060 050 09 o080 130 1,10 0,80 0,40
Verrucomicrobia NA (Chthoniobacterales) 020 040 0,30 0,20 1,60 / / /

Najvece bogatstvo familija (kriterijum je ukupan broj detektovanih familija, bez obzira na % relativne
ucestalosti zabelezen je kod sukulentnih S. maritima i C. annua (>120) dok je najmanji u uzorcima
P. schwarzenbergiana i H. geniculatum (sin. H. hystix) (108) (Prilog 9.1, Tabela P7). ZabeleZeno je
48 zajednickih familija u svim uzorcima rizosfere bez obzira na relativnu ucestalost. Ukoliko se uzme
u obzir relativna ucestalost, najveci broj familija > 1% detektovan je u rizosferi L. gmelinii (33) i A.
eupatoria (31) a najmanji u uzorku H. geniculatum (sin. H. hystix) (26) (Tabela 11). Familije koje
imaju najvedi udeo u rizosferi analiziranih biljaka su: NA (Acidobacteria) (>10% u mikrobiomu A.
santonicum, P. schwarzenbergiana i L. gmelinii), NA (Acidimicrobiales) (10,2% S. europaea),
Planococceae (6,9% H. geniculatum (sin. H. hystix)), Rhodocyclaceae (9,1% C. annua),
Enterobacteriaceae (P. schwarzenbergiana 6,12%). U uzorcima sukulentnih biljaka istaknute su
sledece familije: Euzebyaceae, Nitriliruptoraceae (12,6% kod C. annua), NA (Gemmatimonadetes)
(4,2-5%), Rhodobactriaceae (2,5-4,1%), Rhodocyclaceae (9,1% kod C. annua). Halomonadaceae su
izraZzena familija u rizosferi sukulenata (10,3% S. maritima, 1,3 C. annua i 5,6% S. europaea) kao i
Oceanospirilaceae (1,4% S. maritima i 1% C. annua).

Najistaknutije familije u rizosferi A. santonicum, su NA (Acidobacteria) (11,8%) i Bacillaceae (9,3%)
(Tabela 11). Pored NA (Acidobacteria), u rizosferi L. gmelinii ostale istaknute familije su relativno
ravnomerno zastupljene (2,5-3,9%). Znacajan udeo u rizosferi P. schwarzenbergiana imaju familije
razdela Acidobacteria (NA (Acidobacteria) i Actinobacteria (Micrococcaceae, Nocardioidaceae i
Streptomycetaceae). Pored P. schwarzenbergiana gde su zastupljeni sa 6,1%, predstavnici
Enterobacteriaceae imaju visok udeo jos u rizosferi A. eupatoria (2,5%) i L. gmelinii (1,5%) dok je u
ostalim uzorcima njihov udeo zanemarljiv ili nisu detektovani (Tabela 11). U rizosferi A. eupatoria
isticu se familije razdela Actinobacteria: Nocardioidaceae (3,8%), NA (Actinobacteria) (4,9%),
Rubrobactericeae (1,2%), Gaiellaceae (3,6%) kao i dve neidentifikovane familije (NA (Gaiellales) i
NA (Solirubrobacteraceae) sa udelom >5%.

61



Predstavnici familije Streptomycetaceae su najzastupljenije u rizosferi H. geniculatum (sin. H. hystix)
(5,3%) koja se od ostalih uzoraka razlikuje i po visokom udelu familija NA (Solirubrobacterales)
(6%), Planococcaceae (6,9%) i Sphingomonadaceae (4%). Dominantna familija u rizosferi S.
maritima je Halomonadaceae (10,3%) koja ima istaknuti udeo i kod S. europaea (5,6%). Medu
sukulentnim biljkama, rizosfera S. maritima je bogata sporogenim predstavnicima familija
Bacillaceae i Clostridiaceae (4,5% i 3,3%). Posle Nitriliruptoraceae, najistaknutije familije u rizosferi
C. annua, su: Anaerolineaceae razdela Chloroflexi (3%), Rhodobacteraceae (3,5%) i Rhodocyclaceae
(9,1%) Kklase Betaproteobacteria. Rizosferu S. europaea odlikuje znacajan udeo familija
Nocardioidaceae, Euzebyaceae i Rhodobacteriacea (=4%) kao i NA (Gemmatimonadetes) (5%)
(Tabela 11).

Najveci broj rodova sa zastupljenoséu (>1%) detektovano je u rizosferi L. gmelinii (26) i S. europaea
(25), dok je najmanji broj u rizosferi C. annua (17) i P. schwarzenbergiana (19) (Tabela 12).
Detektovana su ukupno 24 roda prisutna u svim uzorcima rizosfere, bez obzira na relativnu ucestalost.
Rizosfera sukulenata se razlikuje, kako medusobno, tako i1 od ostalih biljaka po bogatstvu rodova i
njihovoj  zastupljenosti. Rodovi Echicola, NA (Cytophaga), Nitrolacea, Paracoccus,
Hydrogenophaga, Oceanisphaera i Nitrincola su prisutni isklju¢ivo u rizosfernim mikrobiomima
sukulentnih biljaka (Tabela 12) dok su Euzebya, Nitriliruptor, Pelagibacterium, Azoarcus i
Halomonas prisutni u jednom ili svim uzorcima sukulenata a u ostalim uzorcima su odsutni i/ili
prisutni u zanemarljivom procentu.

Rodovi razdela Acidobacteria, NA (Acidobacteria) i NA (Holophagae) imaju znacajan udeo u
rizosferi nesukulentnih biljaka L. gmelinii i P. schwarzenbergiana (>10%), A. santonicum i A.
eupatoria (=9%).

Istaknuti rodovi razdela Actinobacteria prisutni sa velikim udelom i/ili velikim brojem vrsta su: NA
(Acidomicrobiales) (>10% S. europaea i 4 vrste), Agromyces sa vrstom A. ramosus (1,2% A.
eupatoria), Arthrobacter-Pseudoarthrobacter (dve vrste sa udelom =5% kod P. schwarzenbergiana)
I Kocuria sa vrstom K. polaris (1% u rizosferi S. martima i C. annua). Rod Nocardioides se istice
visokom zastupljenoscu (4,4% H. geniculatum (sin. H. hystix) i 4,9% S. europaea) i Cetiri vrste, od
kojih je N. alpinus detektovana u rizosferi svih nesukulentnih biljaka, a Nocardioides sp 7665 i sp
7689 samo u mikrobiomima sukulenta (Prilog 9.1, Tabela P8). Rod Streptomyces je istaknut u
rizosferi H. geniculatum (sin. H. hystix) (5,3%) dok je kod ostalih rizosfernih mikrobioma zastupljen
sa udelom 1,2-1,9% (Tabela 11). Rodovi familije Nitriliruptoria, Euzebya i Nitriliruptor, imaju
znacajan udeo u rizosferi sukulentnih biljaka. Euzebya je prisutna sa dve vrste i Nitriliruptor sa Cetiri
vrste od kojih je N. alcaliphilus zastupljena sa >1% u sva tri mikrobioma sukulenata (Prilog 9.1,
Tabela P8). Ostali istaknuti rodovi Actinobacteria: Rubrobacter, Solirubrobacter, Gailella su
detektovani u rizosferi nesukulentnih biljaka i ¢ine oko 6% rizosfere L. gmelinii i A. santonicum. NA
(Galiellales) i NA (Solirubrobacterales) su detektovani u rizosferi svih biljaka sa dominacijom kod
A. eupatoria gde ¢ine >10% mikrobioma (Tabela 12).

Rodovi razdela Firmicutes: Bacillus, Sporosarcina i Clostridium se isti¢u procentualnim udelom i
brojem istaknutih vrsta u rizosferi (Tabela 12; Prilog 9.1, Tabela P8). Rod Bacillus je najzastupljeniji
kod A. santonicum (9%) dok su kod H. geniculatum (sin. H. hystrix), P. schwarzenbergiana i S.
maritima zastupljeni sa oko 4%. Sporosarcina sa vrstom S. contaminans ima veliki udeo u rizosferi
H. geniculatum (5,9%).

Predstavnici Sphingomonas (Alfaproteobacteria) su prisutni u svim uzorcima rizosfere, dominantno
kod A. santonicum (3,5%) i H. geniculatum (sin. H. hystrix) (3,9%) (Tabela 12).

Tabela 12: Relativna ucestalost (%) bakterijskih rodova u rizosfernim mikrobiomima (>1% u
najmanje jednom uzorku). (/) retki (<0,1%) ili nedetektovani rodovi. (NA) -
neidentifikovani rodovi (dopunjeno sa prvom viSom identifikovanom taksonomskom
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kategorijom). Povecanje u relativnoj ucestalosti pojedinac¢nih familija je predstavljeno
gradijentom od bele ka zelenoj boji, pri ¢emu su najtamnijim nijansama zelene istaknute
najvise vrednosti.

£ I £
= — &£ = < © @
= £ s 3 E <
Razdeo/Familija Rod S = N g Q = S o
c g T 2 5 5 = S
3 > E @ (S e © 3
< 4 g < =T % O o
Acidobacteria Blastocatella 191 090 0,80 0,30 0,80 / / 0,10
Bryobacter 1,10 0,50 1,10 0,20 0,80 / / 0,30
NA (Acidobacteria) 320 1,30 0,70 3,50
NA (Holophagae) 0,70 150 161 0,70 060 040 0,20 0,70
Acidimicrobiaceae NA (Acidimicrobiaceae) 020 1,30 040 2,00 0,70 190 1,10 0,20
Actinobacteria NA(Acidimicrobiales) 151 390 1,31 3530 050 450 340 INGON
Frankiaceae Jatrophihabitans / / / / 1,10 / / /
Microbacteriaceae Agromyces 0,30 0,40 050 1,40 / / / 0,40
Micrococcaceae Arthrobacter-Pseudarthrobacter 1,20 0,90 ' 5,02 0,40 1,20 / / /
Micrococcaceae Kocuria 0,20 / 0,10 / / /0,10 1,00
Promicromonosporaceae Isoptericola /0,20 /0,10 /020 / 2,70
Micromonosporaceae Actinoplanes 1,10 050 0,50 /0,20 / / /
Nocardioidaceae Nocardioides 241 190 351 320 440 040 0,20 4,90
Propionibacteriaceae NA (Propionibacteriaceae) 0,60 0,80 050 0,30 /1,40 0,50 1,20
Pseudonocardiaceae Pseudonocardia 0,80 1,10 1,31 0,70 3,20 / / 0,10
Streptmycetaceae Streptomyces 151 120 1,91 1,90 /531 040 0,20 1,30
Actinobacteria NA (Actinobacteria) 1,00 1,70 060 3,20 0,10 050 0,10 0,20
Euzebyaceae Euzebya 0,60 0,50 0,30 / /210 2,90 4,10
Nitriliruptoraceae Nitriliruptor / 0,20 / / /| 611 12611 390
Rubrobacteriaceae Rubrobacter 271 3,70 1,81 1,20 0,40 / / 1,00
Gaiellaceae Gaiella 0,70 1,00 0,60 3,60 0,50 / / /
Actinobacteria NA (Gaiellales) 050 1,20 090 /561 220 0,10 0,10 0,20
Actinobacteria NA (Solirubrobacterales) 151 390 241541 591| 050 0,40 1,70
Patulibacteraceae Patulibacter / 0,0 020 0,10 1,10 /0,10 0,10
Solirubrobacteraceae Solirubrobacter 1,00 1,40 1,81 150 2,20 / / /
Cyclobacteriaceae Echinicola / / / / /1,30 0,20 0,10
Bacteroidetea NA (Cytophagia) / / / / /1,20 0,60 /
Anaerolineaceae NA (Anaerolineaceae) 050 060 070 0,20 0,10 0,80 2,30 1,40
Caldilineaceae NA (Caldilineaceae) 050 0,30 0,30 0,10 0,20 0,60 1,10 0,70
Chloroflexi NA (Chloroflexi) 211 340 382 440 1,70 230 1,20 1,60
Chloroflexi NA (Thermomicrobia) 221 19 080 1,70 150 0,20 0,20 1,60
Sphaerobacteraceae Nitrolancea / / / / /040 1,00 /
Bacillaceae Bacillus P9 280 4,72 2,60 490 4,00 2,00 1,10
Planococcaceae Sporosarcina / / 0,10 0,10 [591]| 0,10 / /
Clostridiaceae Clostridium 0,10 0,10 030 0,10 0,10 3,30 0,10 0,70
Gemmatimonadaceae Gemmatimonas 0,40 0,30 0,40 0,20 1,10 / / /
Gemmatimonadaceae NA (Gemmatimonadaceae) 1,20 1,30 1,00 0,50 1,50 / / 0,50
Gemmatimonadetes NA (Gemmatimonadetes) 221 1,30 060 0,20 0,60 @ 440 4,20 5,01
Planctomycetaceae NA (Planctomycetaceae) 251 190 191 1,30 150 090 0,70 0,60
Hyphomicrobiaceae Devosia 0,30 0,20 080 0,0 0,70 1,00 0,70 0,80
Pelagibacterium / / / / 0,10 210 0,70 /
Proteobacteria NA (Rhizobiales) 1,10 160 060 1,30 0,20 1,90 2,30 1,80
Phyllobacteriaceae Mesorhizobium 0,20 050 030 040 1,10 0,20 0,10 0,30
Rhizobiaceae Rhizobium 0,30 0,20 1,71 0,90 0,60 050 0,60 /
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Rhodobiaceae Afifella 0,10 0,10 / / / 010 0,10 1,00
Rhodobiaceae NA (Rhodobiaceae) 0,50 0,80 0,60 1,80 /060 0,70 0,30
Xanthobacteraceae Variibacter 0,40 0,80 050 1,00 060 0,10 0,10 /
Rhodobacteraceae Labrenzia / 0,10 / / / / / 1,90

NA (Rhodobacteraceae) 0,30 0,40 0,20 / 010 0,70 1,50 1,00
Rhodobacteraceae Paracoccus / / / / /090 1,10 0,40
Proteobacteria NA (Rhodospirillales) 392 320 141 0,60 060 080 0,30 3,30
Rhodospirillaceae Defluviicoccus 0,90 0,20 0,40 0,10 /010 0,80 1,00
Erythrobacteraceae Altererythrobacter 0,30 0,10 040 0,0 0,10 1,20 0,20 0,20

Erythrobacter 0,10 / / / / /010 1,00
Proteobacteria NA (Sphingomonadales) 09 1,10 060 0,20 0,30 0,10 / 0,20
Sphingomonadaceae Sphingomonas 351 2,00 251 1,20 390 040 0,20 0,60
Comamonadaceae Hydrogenophaga / / / / /030 1,10 0,10
Proteobacteria NA (Betaproteobacteria) 0,70 1,00 0,30 1,10 0,90 / / 0,20
Rhodocyclaceae Azoarcus 0,20 / / / /260 B 050
Aeromonadaceae Oceanisphaera / / / / /150 0,10 /
Enterobacteriaceae Enterobacter 0,50 1,10 5,82 1,60 0,30 / / /
Halomonadaceae Halomonas / 0,40 / / / OB 130 5,61
Oceanospirillaceae Nitrincola / / / / /1,00 0,90 /
Pseudomonadaceae Pseudomonas 020 0,60 0,70 1,10 040 150 0,70 0,40
Proteobacteria NA (Xanthomonadales) 0,60 1,20 020 0,60 0,10 1,00 1,20 1,30
Verucomicrobia NA (Chthoniobacterales) 0,20 0,40 0,30 0,20 1,60 / / /

U rizosferi sukulentnih biljaka po ucestalosti izdvajaju se rodovi: Azoarcus, Afifella, Echinicola (sve
sukulente), Oceanisphaera (prisutna kod S. maritima i C. annua), Nitricola (prisutni kod C. annua i
S. maritima) i Labrenzia (kod S. maritima). Halomonas je istaknuti rod u rizosferi sukulenata sa Cetiri
vrste od kojih se izdvajaju: H. chromatireducens i Halomonas sp. 61418 (1,3% i 6,4% kod S.
maritima) i H. nitritophilus (3,2% kod S. europaea). Predstavnici Pseudomonas su detektovani u
svim rizosfernim mikrobiomima, sa znac¢ajnim udelom kod A. eupatoria i S. maritima, pri ¢emu nisu
zabelezZene vrste sa ucestalo$¢u iznad 1% (Prilog 9.1, Tabela P8).

5.1.3. Diverzitet endorizosfernih bakterija

Svi indeksi alfa diverziteta u uzorcima endorizosfere su nizi u poredenju sa rizosferom. Observed
species, osnovni indeks za opisivanje bogatstva vrsta u zajednici, zajedno sa Chao 1 indeksom ima
najvise vrednosti u uzorcima endorizosfere L. gmelinii i H. geniculatum (sin. H. hystrix) (Tabela 13).
NajniZe vrednosti pomenutih indeksa su zabeleZene kod A. santonicum i P. schwarzenbergiana gde
je detektovan najmanji broj vrsta. Endorizosferni mikrobiom L. gmelinii ima i najvisu vrednost PD
whole tree indeksa koji opisuje filogenetsku raznolikost zajednice. Najnize vrednosti PD whole tree
indeksa izmerene su kod A. santonicum, P. schwarzenbergiana i A. eupatoria. Mikrobiomi P.
schwarzenbergiana i A. santonicum imaju najnize indekse diverziteta (Fisher alfa, Shannon, Simpson
1 recipro¢ni Simpson-ov) koji pored bogatstva vrsta uzimaju u obzir i njihovu distribuciju. Najvise
vrednosti Shannon, Simpson 1 recipro¢nog Simpson indeksa su izmerene u endorizosferi H.
geniculatum (sin. H. hystix).
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Tabela 13: Indeksi alfa diverziteta bakterijskih zajednica endorizosfere analiziranih biljaka

Observed PD_whole Fisher Simpson
Uzorak species Chaol tree alfa Shannon Simpson Reciprocal
A. santonicum 109,30 113,07 26,86 20,76 1,90 0,39 1,63
L. gmelinii 465,40 595,72 67,89 136,42 5,31 0,86 7,31
P. schwarzenbergiana 127,50 152,78 25,51 25,12 1,70 0,33 1,50
A. eupatoria 258,70 267,71 26,16 61,82 4,82 0,81 5,34
H. geniculatum 374,80 401,53 38,12 101,27 6,67 0,97 33,67
S. maritima 346,60 369,60 40,79 91,11 6,23 0,94 15,71
C. annua 356,60 396,29 39,15 94,67 6,10 0,93 14,91
S. europaea 251,50 267,75 35,81 59,58 4,69 0,79 4,68

® A. santonicum

® L. gmelinii

® P schwarzenbergiana
A. eupatoria

& :,._ H. geniculatum

" S. maritima
® C. annua
® S. europaea

@
@
= PC1
Slika 10: PCoA dijagram beta diverziteta endofitnih bakterijskih zajednica. Svaka tacka na slici

predstavlja mikrobioloSki profil zajednice na nivou roda. Uzorci sli¢nijeg profila
zajednice su blize pozicionirani jedan drugom.

PCoA analiza beta diverziteta (Slika 10) je pokazala da su mikrobiomi endorizosfere sukulentnih S.
maritima, C. annua i S. europaea blize postavljene (grupisane) i izdvojene od ostalih, nesukulentnih
biljaka. Grupisanje S. maritima i C. annua ukazuje na sli¢an profil zajednice i zajednicke rodove.
PCoA analiza je pokazala da se zajednica sukulentne S. europaea razlikuje od sukulentnih, kao i od
svih ostalih biljaka. U odnosu na sukulentne biljke, uzorci A. santonicum, P. schwarzenbergiana i A.
eupatoria su blisko pozicionirani i njima je najblizi uzorak L. gmelinii. Udaljenost uzorka H.
geniculatum (sin. H. hystrix) od svih ostalih ukazuje na razli¢it profil bakterijske zajednice.
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5.1.3.1. Taksonomski sastav endorizosfernih bakterijskih zajednica

U endorizosferi analiziranih biljaka detektovani su predstavnici 15 bakterijskih razdela (Prilog 9.1,
Tabela P9). Dominantni razdeli u uzorcima endorizosfere su Proteobacteria i Actinobacteria koji
zajedno okvirno ¢ine od 70% mikrobioma kod L. gmelinii i H. geniculatum (sin. H. hystrix) do 94,5%
kod A. santonicum (Slika 11). Proteobacteria imaju najmanji udeo kod P. schwarzenbergiana
(28,26%) dok u endorizosferi sukulentnih S. maritima i C. annua predstavljaju dominantne razdele
(72%). Predstavnici Actinobacteria su najzastupljeniji endofitni razdeo kod P. schwarzenbergiana
(58,7%). Actinobacteria imaju visok udeo u endorizosferi A. santonicum (42,19%), A. eupatoria
(37,62%), L. gmelinii i S. europeae 33%, dok su kod C. annua, S. maritima i H. geniculatum (sin. H.
hystrix) slabije zastupljene (12-15%) (Slika 11). Uz predstavnike Proteobacteria, Firmicutes (23,4%)
su dominantan razdeo kod H. geniculatum (sin. H. hystrix) dok u drugim uzorcima imaju manju
ucestalost (Prilog 9.1, Tabela P9). Od ostalih razdela isticu se Bacteroidetes i Chloroflexi koji su
detektovani u svim uzorcima, najvise kod P. schwarzenbergiana (3,2%). Acidobacteria se isticu kod
L. gmelinii (6,6%) i A. eupatoria (3,47%), Planctomycetes i Verrucomicrobia kod L. gmelinii (7,89 i
3,56%, redom), dok su Saccaribacteria prisutne kod A. santonicum (3,13%) i S. europaea (=3%)
(Slika 11). Cyanobacteria su detektovane samo kod sukulentnih S. maritima i C. annua. Razdeli kao
Sto su Chlamydiae, Chlorobi, Deinococcus-Termus i Fibrobacteres su prisutni u pojedinim uzorcima
1 sa niskom relativnom zastupljenos¢u (0,1-0,2%). Najveéi diverzitet subdominantnih razdela (<1%)
zabelezen je kod H. geniculatum (sin. H. hystrix) i S. maritima (7) (Prilog 9.1, Tabela P9).

Acidobacteria Actinobacteria Bacteroidetes Chloroflexi
m Cyanobacteria m Firmicutes m Gemmatimonadetes m Planctomycetes
m Proteobacteria m Saccaribacteria Verrucomicrobia Other
100

90
80
70
60

50

40
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20

RELATIVNA UCESTALOST (%)

10

0

A. santonicum
L. gmelinii

A. eupatoria
H. geniculatum
S. maritima

C. annua

S. europaea

P.
schwarzenbergiana

Slika 11. Relativna ucestalost najistaknutijih bakterijskih razdela u uzorcima endorizosfere (>1% u
najmanje jednom uzorku).

Detaljan prikaz i u€estalost detektovanih klasa u uzorcima endorizosfere dat je u Tabeli P9 u Prilogu

9.1. Medu najzastupljenijim klasama bile su proteobakterije Alpha-, Beta-, Gamma- i

Deltaproteobacteria zajedno sa klasama razdela Actinobacteria: Actinobacteria, Acidimicrobiia,
66



Thermoleophilia i Nitriliruptoria (Prilog 9.1, Tabela P9). Predstavnici klase Cytophagia su zastupljeni
u svim mikrobiomima (0,1-4,95%). Najve¢i deo predstavnika razdela Firmicutes, pripada klasi
Bacilli, dok je klasa Clostridia zastupljena sa >1% samo u uzorku H. geniculatum (sin. H. hystrix).

Najvece bogatstvo familija (kriterijum je ukupan broj detektovanih familija, bez obzira na % relativne
ucestalosti) zabeleZen je kod sukulentnih S. maritima (85), C. annua (78) i S. europaea (76) dok je
najmanji broj familija detektovan u uzorcima P. schwarzenbergiana (39) i A. santonicum (49) (Prilog
9.1, Tabela P11). Familije prisutne u svim analiziranim uzorcima endorizosfere su:
Micromonosporaceae, Nocardioidaceae, Streptomycetaceae, Cytophagaceae, Bacillaceae,
Planctomycetaceae, Hyphomicrobiaceae, Rhizobiaceae, Rhodospirillaceae, Erythrobacteraceae,
Sphingomonadaceae, Comamonadaceae, NA (Xanthomonadales) i NA (Acidimicrobiales). Familije
sa najve¢om zabelezenom relativnom zastupljenoS¢u su: Enterobacteriaceae (31,6% kod H.
geniculatum (sin. H hystrix)), Micromonosporaceae (18,48% kod P. schwarzenbergiana) i
Bacillaceae (19,50% kod H. geniculatum (sin. H. hystrix)). Najzastupljenija familija u mikrobiomima
sukulentnih S. maritima i C. annua je Pseudomonadaceae (16,64% i 12,02%, redom) zajedno sa
Rhodocyclaceae (6,96% i 19,29%, redom).

Tabela 14: Relativna ucestalost (%) bakterijskih familija u endorizosfernim mikrobiomima (>1% u
najmanje jednom uzorku). (/) retke (<0,1%) ili nedetektovane familije. (NA) -
neidentifikovane familije (dopunjeno sa prvom visom identifikovanom taksonomskom
kategorijom). Poveéanje u relativnoj ucestalosti pojedinacnih familija je predstavljeno
gradijentom od bele ka zelenoj boji pri ¢emu su najtamnijim nijansama zelene istaknute
najvise vrednosti.
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Acidobacteria NA (Acidobacteria) 078 534 109 297 07 0,15 / 0,92
NA (Holophagae) /1,27 / 025 01 / /0,46
Acidimicrobiaceae 1,56 1,27 / 272 02 121 0,74 0,92
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Mycobacteriaceae 547 025 217 149 06 / / 0,23
Actinobacteria  Cryptosporangiaceae / /1,09 272 / / / /
Geodermatophilaceae 2,34 / 0 446 / / / /
NA (Frankiales) / / 0 1,73 / / / /
Glycomycetaceae / / 0 0 / / /1,15
Kineosporiaceae 3,13 025 761 149 01 / 045 0,46
Cellulomonadaceae 1,56 / / / 01 182 1,78 /
Intrasporangiaceae / / / / 02 106 1,04 0,23
Jonesiaceae / / /] /257 326 /
Microbacteriaceae 1,56 /217 223 09 0,15 0,3 0,46
Micrococcaceae 0,78 0,25 / /09 / 0,3 1,84
Promicromonosporaceae 4,69 025 1,09 05 / / / 18,05

Micromonosporaceae | 6,25 7,12 BIBMEN 47 05 03 045 0,69
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Bacteroidetes

Chloroflexi

Cyanobacteria

Firmicutes

Planctomycetes

Proteobacteria

Nocardioidaceae
Propionibacteriaceae
Pseudonocardiaceae
Streptomycetaceae
Thermomonosporaceae
Euzebyaceae
Nitriliruptoraceae
Rubrobacteriaceae
NA (Solirubrobacterales)
Patulibacteraceae
Solirubrobacteraceae
Cytophagaceae
Flammeovirgaceae
NA (Cytophagales)
Flavobacteriaceae
Chitinophagaceae
Sphingobacteriaceae
Anaerolineaceae
Roseiflexaceae
Familyl (Cyanobacteria)
Bacillaceae

Family XII (Bacillales)
Planococcaceae
NA(Phycisphaerae)
Planctomycetaceae
Caulobacteraceae
Bradyrhizobiaceae
Hyphomicrobiaceae
Methylobacteriaceae
NA (Rhizobiale)
Phyllobacteriaceae
Rhizobiaceae
Rhodobiaceae
Xanthobacteraceae
Rhodobacteraceae
NA (Rhodospirillales)
Rhodospirillaceae
Erythrobacteraceae
Sphingomonadaceae
Comamonadaceae
Oxalobacteraceae
Rhodocyclaceae
Haliangiaceae

NA (Myxococcales)
Sandaracinaceae
Aeromonadaceae
Cellvibrionaceae
Chromatiaceae
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2,04
0,76
1,02
1,53
0,25
0,51
0,25
0,51
6,87

1,53
1,78
1,27

0,51
0,76

0,76
0,51

1,53

2,04

5,6
0,25
0,76
3,82
0,76
2,04
1,53
0,25
2,54

2,8
0,51
2,04
3,82
0,51
0,76
0,76

0,25
1,27
1,27

5,43
1,09
2,17
8,7
1,09
/

/
1,09
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2,17
3,26
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/
2,17

1,09
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/
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0,5
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4,95
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/
0,25
0,5

0,74
0,5

/
0,74
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/
0,25
0,99
2,97
2,48
4,7

1,49
0,99
4,21

0,5
1,24

0,74
4,46
0,25
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3,22
0,25

0,74
1,98
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1,9
2,4
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1,1
0,1
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/
2,6
0,1
0,3
0,5
0,9
0,6
0,2
0,4
0,8
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0,2
0,1
0,1
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0,4
2,1
1,0
1,7
0,2
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1,21
1,66

0,3
0,15

0,61
0,76
1,06
0,45
0,15

0,76

2,72
0,61
0,15
1,19

0,91
1,21
0,45
4,54
0,15
0,15
1,97
4,39
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4,08

1,66
4,84
1,36
1,66
0,15
6,96

0,15
0,61
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0,3
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0,15

0,15

0,59
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0,15

1,48
0,74
1,04
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0,45
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0,45
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0,3
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0,3
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4,9
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0,15
0,15
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Enterobacteriaceae 156 025 435 124 Jg06N 076 015  /
Halomonadaceae / 0,25 / / /[ 197 1,78 | 7,82
Moraxellaceae / / / /05 227 015 1,61
Pseudomonadaceae 1,56 / / 0,25 | 6,7 _ 5,98
NA (Xanthomonadales) 313 509 109 569 02 0,15 0,15 0,92

Nevskiaceae / / / 3,22 / / / /
Xanthomonadaceae 2,34 1,02 / 05 42 499 341 253
Saccaribacteria  NA (Saccharibacteria) 313 051 109 025 04 061 /2,99
Verrucomicrobia NA (Chthoniobacterales) /1,27 /| 025 07 / / /

Najistaknutije  familije u mikrobiomu A. santonicum su Sandarinaceae (7,81%) i
Micromonosporaceae (6,25%) koja je istovremeno najzastupljenija familija endorizosfere P.
schwarzenbergiana (Tabela 14). U mikrobiomu P. schwarzenbergiana detektovan je najmanji broj
familija, od kojih su sve zastupljene preko 1%. L. gmelinii odlikuje najve¢i broj NA familija sa
visokim udelom u mikrobiomu korena (Tabela 14). U mikrobiomu H. geniculatum (sin. H. hystrix)
je detektovan najveci broj familija (75), pri ¢emu je 12 zastupljeno sa vise od 1%, a medu kojima
Enterobacteriaceae 1 Bacillaceae zajedno €ine viSe od 50% bakterijske zajednice korena.

Najzastupljenija familija endofitne zajednice S. maritima je Pseudomonadaceae (16,64%) zajedno sa
Rhodocyclaceae  (6,96%). Medu familijama sa relativnom zastupljenoS¢u 4-5% su
Hyphomicrobiaceae, Rhizobiaceae, Rhodobacteraceae, Erythrobacteraceae, Aeromonadaceae, i
Xanthomonadaceae. Kod C. annua i S. maritima najzastupljeniji su predstavnici familija
Rhodocyclaceae (19,29%) i Pseudomonadaceae (12,02%) cineéi zajedno preko 30% familija
prisutnih u mikrobiomu. Ostale familije zastupljene od 3% do preko 5% u mikrobiomu C. annua su:
Jonesiaceae, Bacillales family XII, Rhizobiaceae, Rhodobacteraceae, Erythrobacteraceae,
Comamonadaceae i Xanthomonadaceae. U mikrobiomu S. europaea nema pojedina¢nih visoko
zastupljenih familija. IstiCu se Cetiri sa zastupljeno$¢u izmedu 6-8% (Promicromonosporaceae,
Rhodobacteraceae, Halomonadaceae i Pseudomonadaceae) zajedno sa Nocardioidaceae (3,22%),
Streptomycetaceae (4,83%), Euzebyaceae (3,68%), Flavobacteriaceae (3,22%), i Erythrobacteraceae
(3,45%) (Tabela 14).

Tabela 15: Relativna ucestalost (%) bakterijskih rodova u endorizosfernim mikrobiomima (>1% u
najmanje jednom uzorku). (/) retki (<0,1%) ili nedetektovani rodovi. (NA)-
neidentifikovani rodovi (dopunjeno sa prvom viSom identifikovanom taksonomskom
kategorijom). Povecanje u relativnoj ucestalosti pojedinac¢nih familija je predstavljeno
gradijentom od bele ka zelenoj boji pri ¢emu su najtamnijim nijansama zelene istaknute
najvise vrednosti.
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Acidobacteria/ NA NA (Acidobacteria) 0,78 | 5,09 1,09 297 0,20 / /0,69
NA (Holophagae) /127 /0,25 / / /0,46
Acidimicrobiaceace Illumatobacter 156 0,25 / 025 000 045 030 0,69
NA (Acidimicrobiaceae) /1,02 / 248 020 091 045 0,23
lamiaceae lamia 2,34 0,76 /0,50 / 0,45 0,15 0,23
Actinobacteria NA(Acidimicrobiales) 0,78 | 6,11 1,09 0,99 0,20 1,66 059 2,76
Mycobacteriaceae Mycobacterium 547 0,25 2,17 1,49 0,60 / /0,23
Cryptosporangiaceae Cryptosporangium / / 1,09 2,72 / / / /
Geodermatophilaceae Blastococcus / / /4,46 / / / /
Geodermatophilus 1,56 / / / / / / /
Actinobacteria NA (Frankiales) / / /173 /015 / /
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Glycomycetaceae
Kineosporiaceae

Cellulomonadaceae

Jonesiaceae
Microbacteriaceae

Promicromonosporacea

Micromonosporaceae

Nocardioidaceae

Propionibacteriaceae
Pseudonocardiaceae

Streptomycetaceae
Thermomonosporaceae
Euzebyaceae
Nitriliruptoraceae
Rubrobacteriaceae
Actinobacteria
Patulibacteraceae
Solirubrobacteraceae
Cytophagaceae
Bacteroidetes
Cytophagaceae
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Chitinophagaceae
Anaerolineaceae
Roseiflexaceae
Familyl

Bacillaceae

Family XII
Planococcaceae
Gemmatimonadetes
Planctomycetes
Planctomycetaceae
Caulobacteraceae

Bradyrhizobiaceae
Hyphomicrobiaceae

Methylobacteriaceae
Proteobacteria
Phyllobacteriaceae
Rhizobiaceae

Rhodobiaceae
Xanthobacteraceae
Rhodobacteraceae
Rhodobacteraceae
Proteobacteria
Rhodospirillaceae

Erythrobacteraceae

Sphingomonadaceae

Comamonadaceae

Oxalobacteraceae
Rhodocyclaceae
Haliangiaceae
Proteobacteria

Glycomyces
Kineosporia

NA (Kineosporiaceae)
Actinotalea

Cellulomonas

Jonesia
Agrococcus-Chryseoglobus
Chryseoglobus
Isoptericola
Promicromonospora
Actinoplanes
Longispora
Micromonospora
Aeromicrobium

NA (Nocardioidaceae)
Nocardioides
Friedmanniella
Lechevalieria-Lentzea
Pseudonocardia
Streptomyces
Actinocorallia

Euzebya

Nitriliruptor
Rubrobacter

NA (Solirubrobacterales)
Patulibacter
Solirubrobacter
Chryseolinea
NA(Cytophagaceae)
Ohtaekwangia

NA (Cytophagales)
NA (Flavobacteriaceae)
Niastella

NA (Anaerolineaceae)
Roseiflexus
Leptolyngbya

Bacillus
Exiguobacterium
Sporosarcina

NA (Gemmatimonadetes)
NA (Phycisphaerae)
NA (Planctomycetaceae)
Caulobacter
Phenylobacterium
Afipia-Bradyrhizobium
Devosia
Pelagibacterium
Rhodomicrobium
Methylobacterium

NA (Rhizobiales)
Mesorhizobium
Neorhizobium
Rhizobium

Shinella

NA (Rhodobiaceae)
Variibacter

Labrenzia

Paracoccus

NA (Rhodospirillales)
Dongia

NA (Rhodospirillaceae)
Pelagibius
Altererythrobacter
Erythrobacter
Porphyrobacter
Novosphingobium
Sphingomonas
Hydrogenophaga
Leptothrix

NA (Comamonadaceae)
Variovorax

Massilia

Azoarcus

Haliangium

NA (Myxococcales)
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Sandarinaceae NA (Sandaracinaceae) 7,81 127 1,09 0,25 / 0,61 0,45 0,46
Aeromonadaceae Oceanisphaera / / / / /| 424 1,78 /
Chromatiaceae Rheinheimera / / / / / 2,57 045 0,69
Enterobacteriaceae Enterobacter / 025 326 09 [8EGH o061 / /
Enterobacter-Kosakonia / / / / 5,40 0,15 / /
Enterobacter-Salmonella 0,78 / / / 1,70 / / /
Klebsiella / / / / 1,40 / / /
Klebsiella-Salmonella / / / / 2,50 / / /
Pantoea 0,78 / 1,09 0,25 0,50 / / /
Halomonadaceae Halomonas !/ 0,25 / / / 1,97 1,78 [ 7,82
Moraxellaceae Acinetobacter / / / / 0,50 2,27 0,15 /
NA (Moraxellaceae) / / / / / / / 1,38
Pseudomonadaceae Pseudomonas 1,56 / /0,25 [e70" e IZ62N 5,98
Proteobacteria Acidibacter / 0,25 /| 124 0,10 / / /
Proteobacteria NA (Xanthomonadales) 0,78 2,54 /0,50 / 0,15 0,15 0,69
Proteobacteria Steroidobacter 2,34 2,04 1,09 3,96 0,10 / / /
Nevskiaceae Hydrocarboniphaga / / /3,22 / / / /
Xanthomonadaceae Arenimonas / / / / / 0,61 1,04 0,46
Luteimonas !/ 0,25 / / / 2,12 1,04 1,38
Pseudofulvimonas / / / / / 151 0,30 /
Pseudoxanthomonas 1,56 / / 0,25 / / / /
Stenotrophomonas / / / / 2,80 / / /
Saccaribacteria NA (Saccharibacteria) 3,13 051 1,09 0,25 0,30 0,61 /2,99
Verrucomicrobia NA (Chthoniobacterales) /1,27 / 0,25 0,70 / / /

U uzorcima endorizosfere detektovano je ukupno 414 OTU koje odgovaraju novou roda, dok su
najzastupljeniji rodovi (>1% u najmanje jednom mikrobiomu) prikazani u Tabeli 15. Najve¢i broj
rodova sa >1% ucestalosti registrovano je u uzorku P. schwarzenbergiana (48), a najmanje u
uzorcima H. geniculatum (sin. H. hystrix) (15) i C. annua (17).

U svim uzorcima endorizosfere su pronadeni sledeé¢i rodovi: Nocardioides, Streptomyces, Bacillus,
Devosia, Sphingomonas i NA (Acidimicrobiales). Pseudonocardia, Afipia-Bradyrhizobium i
Steroidobacter nisu zabelezeni u mikrobiomima sukulentnih biljaka dok su kod svih ostalih biljaka
prisutni. Devetnaest rodova (17%) je detektovano iskljucivo u endorizosfernim mikrobiomima
sukulentnih  biljaka od kojih su: NA (Cytophagales), Exiguobacterium, Paracoccus,
Hydrogenophaga, Azoarcus, Rheinheimera i Arenimonas zajednicki za sve tri sukulentne biljke.
Medu sukulentnim biljkama, u korenu S. maritima i C. annua je zastupljeno 15 zajednickih rodova
dok se mikrobiom S. europaea izdvaja sa osam rodova koji nisu pronadeni kod ostale dve (Tabela
15).

Rodovi Actinobacteria koji se isti¢u po procentualnoj ucestalosti i/ili broju vrsta su: Mycobacterium
(5,47% i tri vrste kod A. santonicum), Blastococcus sa vrstom B. saxobsidens (4,46% A. eupatoria),
Kineosporia sa Kineosporia sp6208 (2,34% A. santonicum, 6,52 % P. schwarzenbergiana i 1,24% A.
eupatoria) i Promicromonospora sa vrstom Promicromonospora sp7297 (4,69% A. santonicum)
(Prilog 9.1, Tabela P12).

Rod Actinoplanes ¢ini veliku udeo u mikrobiomu P. schwarzenbergiana (18,48%), A. santonicum
(4,69%) i L. gmelinii (3,31%), dok u korenu ostalih biljaka nije znacajno zastupljen. Vrste sa
zna¢ajnim udelom su Actinoplanes nipponensis (3,91% kod A. santonicum i 6,52 % kod P.
schwarzenbergiana) kao i Actinoplanes sp7394 (6,52% kod P. schwarzenbergiana). Rod
Streptomyces je prisutan u svim uzorcima, ali sa razli¢itim udelom i brojem vrsta. Identican i
istovremeno najve¢i udeo od 4,83% ima u mikrobiomu P. schwarzenbergiana sa jednom i
mikrobiomu S. europaea sa tri vrste.

Udeo i broj detektovanih vrsta roda Bacillus varira medu uzorcima. U mikrobiomu korena H.
geniculatum (sin. H. hystrix) Bacillus je dominantan rod sa udelom od 19,50% i sedam detektovanih
vrsta. Istaknute vrste roda su Bacillus aryabhattai-flexus-megaterium (1,56% A. santonicum i H.
geniculatum 3,9%), Bacillus cereus-pseudomycoides-toyonensis (2,30% H. geniculatum (sin. H.
hystrix)) i Bacillus flexus-megaterium (10,40% H. geniculatum (sin. H. hystrix) i 1,09% P.
schwarzenbergiana) (Prilog 9.1, Tabela P12). Endorizosfera H. geniculatum (sin. H. hystrix) i P.
schwarzenbergiana se istice po izrazitom udelu roda Enterobacter (18,4% i 3,6% redom).
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Azotofiksatori roda Devosia (Rhizobiales) su prisutni u svim uzorcima endorizosfere (0,5-1,56 %)
kao i predstavnici roda Rhizobium (sem kod L. gmelinii). Osim vrste R. leguminosarum koja je
detektovana kod H. geniculatum (sin. H. hystrix) i sukulentnih S. maritima i C. annua, nema
zajednickih vrsta roda Rhizobium izmedu sukulentnih i nesukulentnih biljaka. Predstavnici
Acinetobacter su detektovani u endorizosferi H. geniculatum (sin. H. hystrix) (dve vrste), S. maritima
(tri) 1 C. annua (jedna).

Istaknuti rodovi po ucestalosti i broju detektovanih vrsta u mikrobiomu sukulentnih biljaka su
Azoarcus, Pseudomonas i Halomonas (Tabela 15). Azoarcus je sa 17,66% i osam vrsta najistaknutiji
rod u bakterijskoj zajednici korena C. annua, dok je u mikrobiomu S. maritima Pseudomonas
najzastupljeniji rod sa 16,64% 1 11 razli¢itih vrsta (Tabela 15; Prilog 9.1, Tabela P12). Vrsta sa
visokim stepenom sli¢nosti sa P. pseudoalcaligenes isti¢e se u mikrobiomu S. maritima sa 5,45% i
6,82% kod C. annua. Sto se predstavnika roda Halomonas ti¢e, istaknute vrste u mikrobiomu S.
europaea su Halomonas desiderata-nitritophilus (1,84%) i Halomonas nitritophilus (5,06%), dok
kod C. annua dominira vrsta H. songnenensis (1,04%).

S. maritima i C. annua dele prisustvo nekoliko zajednickih vrsta: Hydrogenophaga bisanensis-
pseudoflava, Altererythrobacter sp 47512-sp 47559, Paracoccus tibetensis, Jonesia denitrificans-
quinghaiensis, Pelagibacterium sp. 43642, dve vrste roda Rhizobium (Rhizobium leguminosarum i
Rhizobium rosettiformans-vitis), Luteimonas aestuarii, i Oceanisphaera sp. 56188, sa zastupljeno$¢u
1-4% sa izuzetkom Oceanisphaera sp. 56188 (4,24% kod S. maritima) (Prilog 9.1, Tabela P12).
Istaknute vrste kod S. europaea su: Isoptericola halotolerans (5,52%) i Promicromonospora sp. 7297
(2,53%) koje pripadaju klasi Actinobacteria kao i Labrenzia alba (2,99%) i Nitriliruptoria Euzebya
sp. 10628 (2,76%) koje pripadaju klasi Alphaproteobacteria. Mikrobiom korena S. maritima sadrzi
2,57% Rheinheimera aquimaris (klasa Gammaproteobacteria) dok C. annua mikrobiom ¢ini 2,52%
Exiguobacterium aurantiacum-mexicanum (klasa Bacilli) (Prilog 9.1, Tabela P12).

5.2. Kolekcija bakterija

Za izolaciju i formiranje kolekcije bakterija tradicionalnim pristupom kultivacije, odabrana su dva
kriterijuma - halotolerancija i produkcija enzima ACC deaminaze. Primenom obe metode izolovano
je 1 morfoloski okarakterisano ukupno 87 bakterijskih izolata.

5.2.1. Kolekcija bakterija izolovanih po principu halotolerancije - HAL kolekcija

Na podlozi sa dodatkom NaCl, dobijeno je ukupno 72 izolata. Mikromorfoloske i makromorfoloske
odlike Cistih bakterijskih kultura su predstavljene u Tabeli 16.

Iz uzoraka zemljiSta je dobijeno 18 izolata. Najvec¢i broj zemljiSnih izolata su Gram pozitivne
bakterije (Gp) (88,8%) dok su samo dva izolata Gram negativne (Gn), pokretne, Stapicaste bakterije.
Najveci broj Gp bakterija su nepokretne koke (66,6%) dok su Cetiri izolata Stapicaste, sporogene 1
pokretne bakterije. Nijedan izolat iz zemljiSta ne produkuje pigmente.

Iz uzoraka rizosfere dobijeno je devet halotolerantnih izolata, od kojih je po jedan iz rizosfere A.
santonicum, P. schwarzenbergiana, S. maritimai S. europaea, dva iz rizosfere L. gmelinii, a tri izolata
iz rizosfere C. annua. Rizosferni izolati su Gn §tapici, sa izuzetkom izolata 3.1., Gp kokobacila. Sve
bakterije izolovane iz rizosfere su pokretne, asporogene i vise od polovine izolata se odlikuje
kolonijama Zute ili narandzaste pigmentacije.
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Tabela 16: Kolekcija bakterija izolovanih po principu halotolerancije - HAL kolekcija, morfoloske

odlike
s = |8 5o
o _ = = o 2
S = 2 5.8 =| 2 c o
, S g SEx | Z] 3] ) £ 2
Poreklo izolata 838 EG % S 'D:_ Izgled kolonija .;_? g
Z1 171 G+ koke - - sitne, neprovidne, sjajne, okrugle, ispupcene -
Z1 271 G+ koke - - sitne, neprovidne, sjajne, okrugle, ispupcene -
Z1 371 G+ koke - - sitne, neprovidne, sjajne, okrugle, ispup&ene -
Z1 671 G- stapici + |- sitne, nepravilne, sjajne, prozirne -
Z2 272 E;l:;;?plm + | + | krupne, nepravilnih ivica, sjajne, ispupcene -
Z2 322 G- stapici + |- okrugle, sitne, mle¢no bele, sjajne, ispupcene -
Z2 472 G+ koke - - sitne, neprovidne, sjajne, okrugle, ispup&ene -
Z2 572 G+ koke - - sitne, neprovidne, sjajne, okrugle, ispupcene -
2 Z2 622 G+ koke - - sitne, neprovidne, sjajne, okrugle, ispupcene -
= Z2 722 G+ koke - - sitne, neprovidne, sjajne, okrugle, ispupéene -
E Z2 822 G+ koke - - sitne, neprovidne, sjajne, okrugle, ispupcene -
N Z2 972 G+ koke - - sitne, neprovidne, sjajne, okrugle, ispupCene -
Z2 10Z2 G+ koke - - sitne, neprovidne, sjajne, okrugle, ispupCene -
Z2 1172 G+ koke - - sitne, neprovidne, sjajne, okrugle, ispupCene -
Z3 1Z3 G+ koke - - sitne, neprovidne, sjajne, okrugle, ispupCene -
73 473 (k}+ Stapici + |+ kr_upne, sjajne kolonije, u sredini ispupCene, nepravilnih |
rupni ivica
73 573 G+ Stapici + |+ krupn_g, nepravilnih ivica, sjajne u nivou podloge )
krupni kolonije
73 623 G+ Stapiéi + |+ !(r_lJpne okrugle kolonije sjajne, neprovidne, nepravilnih |
Krupni ivica
A. santonicum 1.1 Sta;l'g" + - sitne, okrugle, staklaste, sjajne, svetlije na obodu -
L gmelinii 2.1.2. G-stapici + |- nepravilnog oblika, krupne, u novou podloge -
L.gmelinii 2.1.1. G-stapici + - okrugle, sitne, bele, neprovidne, ispupene -
P. G+ . . . .
schwarzenbergiana 3.1. kokobacili + |- okrugle, sitne, u nivou podloge, sjajne, neprovidne N
o . . - o
E S. maritima 6.1 G- stapici + |- ?\z[;;avnnog oblika, glatke, sluzave, sjajne, pravilnih N
(%2}
Q - i i i iai i i ~
éj C. annua 71 G d.l,’lgl + |- pe_pravnnog oblika, glatke, sluzave, sjajne, pravilnih 7
StapicCi vica
C.annua 7.2. Eh;;ﬁfgm u + |- okrugle, sjajne, glatke, sluzave, pravilne ivice Z
Cannua 73, G- stapici + |- in\f:ipé;avnnog oblika, glatke, sluzave, sjajne, pravilnih N
S. europaea 8.2 G- S.m.“ + |- sjajne, ispupéene, staklaste, prozirne -
) o Stapici i i '
L. gmelinii 10.2. G- stapici + |- krupne, okrugle, ispupéene, masno sjajne, krem boje -
L. gmelinii 10.3. Q+ .- + | sitne okrugle bele u podlozi rastu -
filamentozni
- G+ koke : . . y
L. gmelinii 10KX1 krupne - - sitne, sjajne, okrugle, ispupcene -
L. gmelinii 10K2 S;+ |.(!’!Jpn| . + okrugle,_SJaJne, ispupcéene, neprovidne, svetlijih oboda, )
Stapici krem boje
S | L gmelinii 10K3 G+ krupni + |+ okrugle, sjajne, ispupcene, neprovidne, svetlijih oboda, )
£ -9 Stapici krem boje
4] . L y .
2 | L gmelinii 10K6 53+ Krypnl + |+ okrugle,_SJaJne, ispupcene, neprovidne, svetlijih oboda, )
5 Stapic¢i krem boje
©
,_,‘—] P. . 11.1. G- Stapici - - sitne, rastu u podlozi, braon na sredini -
schwarzenbergiana
P. . 11.2. 9' d.ugl - - sitne, bele, rastu u podlozi -
schwarzenbergiana Stapici
P. . 11K2 G+ Stapici + |- okrugle, sitne, sjajne, narandzaste N
schwarzenbergiana
A. eupatoria 12K1 G- Stapici - - sitne, bele, okrugle, sjajne, ispupcene -
A. eupatoria 129 G+ stapici ) ) krupne, okrugle, pravilne, ispup&ene na sredini, krem )

73

boje




A. eupatoria 12KX1 | G+ stapici + |- sitne, okrugle, ispupcene, sjajne | N
H. geniculatum 13K3 Gr+stapici + |4 I;g:jpl)ggénepravnnog oblika, sjajne, neprovidne, u nivou

H. geniculatum 13K5 Gitapici + |+ I;ggiggénepravnnog oblika, sjajne, neprovidne, u nivou

H. geniculatum 13K6 G+stapici + | + | sitne, nepravilnog oblika, ispupcene, sjajne, neprovidne -

H. geniculatum 13K1 E;Z;?ﬁ;a u + | + | krupne, okrugle, sjajne, neprovidne, u nivou podloge -

H. geniculatum 13KX2 G+ koke - - okrugle, neprovidne, masno sjajne, ispupcene -

H. geniculatum 13.1. G+ koke sitne | - - sitne, mle¢no bele, nepravilne, ispupéene -

S. maritima 14.1. G- Stapici + |- krupne, okrugle, beli¢aste, pravilne, svetlijeg oboda -

- G+ . . y .
S. maritima 14.2. kokobacili - - sitne, okrugle, ispupcene, krem boje -
S. maritima 143, G+ koke + | sitne, 0}<rugle, sjajne, ispupcene, pravilnih ivica, N
narandZaste
S maritima 145, G+ koke + | sitne, 0}<rugle, sjajne, ispupcene, pravilnih ivica, N
narandzaste

S. maritima 14KX2 | G- Stapié¢i + |- okrugle, sjajne, glatke, sluzave, pravilne ivice 4
S maritima 14KX3 | G-tapici + |- irfipé;avnnog oblika, glatke, sluzave, sjajne, pravilnih N
S. maritima 14KX1 | G-tapici + | invei;():;avnnog oblika, glatke, sluzave, sjajne, pravilnih N
C. annua 15K2 G+ koke + |- nepravilnog oblika, krupne, glatke Z
C. annua 15K12 G- stapici + |- okrugle, sjajne, glatke, sluzave, pravilne ivice Z
C. annua 15K13 G- stapici + |- okrugle, sjajne, glatke, sluzave, pravilne ivice Z
C. annua 15K14 G- $tapici + |- okrugle, sjajne, glatke, sluzave, pravilne ivice z
C. annua 15.2. G- $tapici + |- okrugle, sjajne, glatke, sluzave, pravilne ivice z
C. annua 15KX10 | G- stapic¢i + |- okrugle, sjajne, glatke, sluzave, pravilne ivice z
C. annua 15KX11 | G- stapici + |- okrugle, sjajne, glatke, sluzave, pravilne ivice Z
S. europaea 16K1 G+ stapici + | - sitne, okrugle, neprovidne, pravilne ivice -

S. europaea 16.1. G- stapici + | in\?i?:;avnnog oblika, glatke, sjajne, sluzave, pravilnih N
S. europaea 16.2. G-stapiéi + | in\?ipé;avnnog oblika, glatke, sjajne, sluzave, pravilnih N
S. europaca 16.3. G-stapici ) ) inVei;():(rslavnnog oblika, glatke, sjajne, sluzave, pravilnih N
S. europaea 16.4. g}:;:ﬁ?;m u + | + | glatke, sitne, okrugle, pravilnih ivica, belicaste -

S. europaea 16K2 G-stapici + |- krupne, okrugle, ispupéene, pravilnih ivica Z
S. europaea 16K3 G-stapici + |- okrugle, sjajne, glatke, sluzave, pravilne ivice N
S. europaea 16K5 G-stapici + |- krupne, okrugle, ispupéene, pravilnih ivica z
S. europaea 16K6 G-stapici - - okrugle, sjajne, glatke, sluzave, pravilne ivice z
S. europaea 16K7 G-stapici + |- okrugle, sjajne, glatke, sluzave, pravilne ivice zZ
S. europaea 16KX1 | G-stapici + |- nepravilnog oblika, glatke, sjajne, sluzave N
S. europaea 16KX2 | G-stapici + | + | glatke, sitne, okrugle, pravilnih ivica, u podlozi zZ
S. europaea 16KX3 | G-stapici + | - krupne, okrugle, sjajne, glatke, nepravilnih ivica N

+ - pozitivno; - - negativno; N - narandzast; Z - Zut

Iz uzoraka korena (endorizosfera), dobijeno je ukupno 45 izolata, od ¢ega najveci broj (13) iz korena
S. europaea, zatim po sedam iz korena S. maritima i C. annua, po Sest iz L. gmelinii i H. geniculatum
(sin. H. hystrix) i najmanji broj iz korena P. schwarzenbergiana i A. eupatoria (po tri). Vise od
polovine kolekcije endofita pripada Gn bakterijama. Polovina od ukupno 20 Gp edorizosfernih izolata
produkuje spore. Veéina izolata je pokretna (75,5%) dok je produkcija pigmenata zabelezena kod 25
endofita (55,5%).
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5.2.2. Kolekcija bakterija izolovanih po principu produkcije ACC deaminaze - ACC kolekcija

Izolacijom bakterija koje pokazuju sposobnost rasta na DF podlozi sa dodatkom ACC kao jedinog
izvora azota dobijeno je ukupno 15 izolata (iz zemljiSta dva, iz rizosfere tri i iz endorizosfere deset
izolata). Morfoloske odlike izolata su prikazane u Tabeli 17. Svi izolati su Gn, vecina je Stapicastog
oblika dok tre¢ina ima oblik kokobacila. Pet izolata je pokretno, a medu izolatima nije zabelezena
produkcija spora niti pigmenata.

Tabela 17. Kolekcija bakterija izolovanih po principu produkcije ACC deaminaze - ACC kolekcija,
morfoloske odlike

.
3
=
© Bojenje po S
X © AN S
c Gramuioblik | ¢
. C = -
Poreklo izolata 58 éelija o Izgled kolonija
= Z1 ACCZ1 | G- stapici - sitne, okrugle, sjajne, blago ispupcene, providne
=] L :
N 2| 72 ACCZ3 | G- stapici + | nepravilnih ivica, rizoidne, u novou podloge, neprovidne
. L. gmelinii 2A1 G- kokobacili - sitne, okrugle, glatke, u nivou podloge, providne
Lo
% L. gmelinii 2A2 G- sitni Stapici - sitne, okrugle, u novou podloge, glatke, sjajne, neprovidne
N
o C. annua TAl G- Stapici + krupne, nepravilne, ispupcene, sjajne, staklaste
A. santonicum 9A3 G- kokobacili - sitne, okrugle, ispupCene, sjajne, neprovidne, kremasto bele boje
A. santonicum 9A4 G- Stapici - nepravilnih ivica, rizoidne, u novou podloge, staklasti odsjaj
H. geniculatum 13A1 G- Stapici - sitne, okrugle, sjajne, u novou podloge, neprovidne
H. geniculatum 13A4 G- Stapici - okrugle, sjajne, sluzave, ispupcene, neprovidne, belicaste
<
E H. geniculatum 13A5 G- kokobacili - sitne, sjajne, sluzave kolonije, ispupCene, neprovidne, belicaste
[72]
o oy ape . .. . v . oy
-g S. maritima 14A2 G- kokobacili - sitne, okrugle, sjajne, ispup&ene, neprovidne, beli¢aste
-ugJ S. maritima 14A5 G- kokobacili - sitne, okrugle, sjajne, sluzave, blago ispupéene, neprovidne,
belicaste
C. annua 15A1 G- sitni $tapici + sitnije, okrugle, ispupcene, sjajne, glatke, neprovidne
C. annua 15A2 G- Stapici + sitnije, okrugle, ispupcene, sjajne, glatke, neprovidne
S. maritima 16A1 G- Stapici + krupne, glatke, sjajne kolonije, u nivou podloge, neprovidne

+ - pozitivno; - - negativno;

5.3. Karakterizacija izolata

IzvrSena je karakterizacija svih izolata iz ACC kolekcije. Iz grupe halotolerantnih bakterija odbaceni
su izolati koji su pokazivali morfoloski jednaka svojstva (duplikati) i za dalju karakterizaciju
odabrano je 43 izolata, od ¢ega 12 zemlji$nih, 9 rizosfernih i 22 endofitna.

5.3.1. Ekoloske karakteristike izolata

U ovoj fazi ispitivanja, odreden je odnos endofitnih, rizosfernih i zemlji$nih izolata prema povisenoj
kocentraciji NaCl i temperaturi. Testirana je sposobnost rasta bakterija u opsegu pH vrednosti 5-10,
uz prisustvo 3% NacCl, §to je koncentracija soli koju toleriSu sve odabrane bakterije.
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5.3.1.1. Ekoloske karakteristike izolata iz zemljista

Zemljisni izolati iz ACC kolekcije ne toleriSu visoke koncentracije NaCl u podlozi i rastu u uslovima
kisele do neutralne pH. Gp koke su pokazale izuzetan stepen halotolerancije (do 20% NaCl), pri cemu
su izolati 10Z2 i 1Z3 zadrzali sposobnost rasta i na 22% NaCl u podlozi. Sto se pH vrednosti tice,
rast izolovanih koka iz zemljista izostaje ili je slab u kiseloj sredini, dok je u baznim uslovima
intenzivniji. Najsiri opseg tolerancije prema testiranim pH vrednostima pokazali su izolati 272, 372
kao 1 sporogeni Gp Stapi¢i 473, 573 1 6Z3 sa sposobnoscu rasta u opsegu pH 5-10 (Tabela 18b).

Tabela 18a:  Ekoloske odlike izolata iz zemljista

° < 2 NaCl tolerancija (%)

$El 28 |38

SR Bd8 §§ 3 5 7 10 12 15 16 18 20
ACCZ1 | ACC | ++
171 HAL | +++ +++ +++ +++ ++  + + o+ 4+

N 371 HAL | +++ +++ +++ +++ ++ ++ + + +
621 HAL | +++ ++ +
272 HAL | +++ +++ ++ ++
322 HAL | +++ ++ +

m 572 HAL | +++ +++ +++ ++ ++ ++ + + +
10Z2 HAL | +++ +++ +++ ++ ++ + + + +*
1172 HAL | +++ +++ +++ ++ ++ + + + +
173 HAL | +++ +++ +++  +++  +++  +++ + + +*
473 HAL | ++ ++ + +

Q 573 HAL | +++ +++
6Z3 HAL | +++ ++  ++ + +
ACCZ3 | ACC | ++

/ - odsustvo rasta; +/ - veoma slab rast; + - slab rast; ++ - dobar rast; +++ - odlian rast; * 10Z2 i 1Z3 imaju sposobnost
rasta i pri 22% NaCl u podlozi; kriterijum izolacije: ACC - izolovani kao ACC deaminaza produkujuc¢i (ACC kolekcija);
HAL - izolovani po kriterijumu halotolerancije (HAL kolekcija);

Tabela 18b:  Ekoloske odlike izolata iz zemljista

° < o | PH (u prisustvu 3%NaCl) Temperatura (°C)

T8 <8 | 8%

e 88 | 28

g R o) S é’ < 5 6 7 8 9 10|14 20 25 30 35 40 45 50
ACCZL1 | ACC |+ ++ + [ [ [ |I + ++ +++ ++ [ | ]
171 HAL |/ + + + + + ([ [ + + + + o+

—

N 371 HAL |/ + + ++ ++ o+ |/ ] + + + + + +
671 HAL |/ + + + + + |/ + + + + + /
272 HAL | + + + + ++ + |/ + + + + +

N

N 372 HAL | + ++ + + + o+ |+ O+ + ++ + + +
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572 HAL |/ + + + ++ + |/ [ + + + + + |
10z22 HAL |/ + + + + + |/ + + + + + o+

1172 HAL |/ + + + ++ + |/ + + + + + + /[

173 HAL |/ + + + + /| + o+ + + + o+
473 HAL | + + + + ++ 4+ |+ o+ + +++ + o+ o+
< 573 HAL | + + + + + + |+ + 4+ ++ +++ + o+ ]
673 HAL |+ ++ ++ + + + |+ + + ++ ++ + + |/

ACCZ3 | ACC | + ++ + + / |+ o+ F++ / /

/ - odsustvo rasta; +/ - veoma slab rast; + - slab rast; ++ - dobar rast; +++ - odli¢an rast; Kkriterijum izolacije: ACC -
izolovani kao ACC deaminaza produkujuc¢i (ACC kolekcija); HAL - izolovani po kriterijumu halotolerancije (HAL
kolekcija);

Izolati ACC kolekcije rastu u opsegu 20-35°C sa optimumom na 30°C. Gp koke ne rastu na 4°C, ali
rastu na temperaturi od 45°C. Maksimalna temperatura rasta medu svim izolovanim bakterijama je

50°C, zabelezena kod izolata 3Z1 1 4Z3. Izolati 322, 573 1 6Z3 su pokazali sposobnost rasta u
najSirem temperaturnom opsegu (4-45°C) sa optimumom na 30°C (Tabelal8b).

5.3.1.2. Ekoloske karakteristike rizosfernih bakterija

Rizosferni izolati iz ACC kolekcije pokazuju najmanju toleranciju na prisustvo soli u podlozi (do
3%), sa izuzetkom 2A2 koji slabo raste pri 5% NaCl (Tabela 19a). Za razliku od HAL endofita,
rizosferni izolati HAL kolekcije toleriSu nize koncentracije NaCl. Najveci broj izolata (75%) raste pri
7% NaCl, 33% raste pri 15% NaCl, dok samo dva izolata 7.1 i 7.2 imaju sposobnost rasta na 18%
NaCl u podlozi.

Rizosferni izolati se medusobno razlikuju u pogledu tolerancije testiranih pH vrednosti. Najveci broj
izolata pokazuje sposobnost rasta u kiseloj sredini pri pH 5 (75%), dok ograni¢en broj raste u izrazito
baznim uslovima pri pH 10 (Tabela 19b). Izolati 3.1, 7.1 i 7.2 pokazali su najsiri opseg tolerancije i
rasli su u uslovima svih testiranih pH vrednosti.

Tabela 19a:  Ekoloske karakteristike rizosfernih izolata

NaCl tolerancija (%)

Poreklo
izolata
Oznaka
izolata
Metod
izolacije

3 5 7 10 12 15 16 18 20

.
=
I
>
=

A. santonicum 4+ +++ 4+ /

2A1 | ACC | ++ /

2A2 | ACC | ++ + /

L. gmelinii
212 | HAL | +++ +++ ++ |/
211 | HAL | +++ +++ + /
P. schwarzenbergiana | 3.1. HAL | +++ +++ ++ ++ + /
S. maritima 6.1. HAL | +++ +++ +++ ++ ++ o+ o+
C.annua 7.1. HAL | +++ +++ +++ ++ ++ + + +
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7.2. HAL | +++ +++ +++ +++ ++ ++ + + [
7.3. HAL | +++ +++ +++ ++ + + |/

7A1 | ACC | ++ /

S. europaea 8.2 HAL | ++ ++  + /

/ - odsustvo rasta; +/ - veoma slab rast; + - slab rast; ++ - dobar rast; +++ - odli¢an rast; kriterijum izolacije: ACC -
izolovani kao ACC deaminaza produkujué¢i (ACC kolekcija); HAL - izolovani po kriterijumu halotolerancije (HAL
kolekcija);

Tabela 19b:  Ekoloske karakteristike rizosfernih izolata

pH (+3% NaCl) Temperatura °C

Poreklo
izolata
Oznaka
izolata
Metod
izolacije

++ o+ o+ 4 / + + o+ ++ ++ + + /

N
N
I
>
(o

A. santonicum

2Al1 | ACC [ o+ o+ ] / / T |
2A2 |ACC | + + + + + | |+ 4+ A+ ]

L. gmelinii
212 | HAL | +++ ++ + +/ / / + + o+ ++ + / / /
211 | HAL | ++ ++ + + 4 / I+ o+ 4 o
P.schwarzenbergiana | 3.1. | HAL | ++ ++ ++ ++ ++ ++ [ T
S. maritima 6.1 |HAL | +++ + + [/ / + o+ + o+ ]
7.1. HAL + + + + + + / +  + ++ + / / /
7.2. HAL + + o+ |+ + + ++ + / / /
C. annua
7.3. HAL / ++ o+ o+t / H oo+ o+ / I
7A1 ACC / / +  ++ ++ / ++ / / /
S. europaea 8.2 HAL + o+ + o+ 4 / / + + o+ +H ] /

/ - odsustvo rasta; +/ - veoma slab rast; + - slab rast; ++ - dobar rast; +++ - odli¢an rast; kriterijum izolacije: ACC -
izolovani kao ACC deaminaza produkujuc¢i (ACC kolekcija); HAL - izolovani po kriterijumu halotolerancije (HAL
kolekcija);

Sto se odnosa prema temperaturi ti¢e, 50% izolata moze da raste na 4°C dok samo dva izolata rastu
na 45°C. Izolat 1.1 ima sposobnost rasta u najSirem opsegu temperatura 4-45°C. Nijedan izolat nije
rastao na temperaturi od 50°C.

5.3.1.3. Ekoloske karakteristike endorizosfernih bakterija

Endofitni izolati se medusobno razlikuju u pogledu opsega halotolerancije (Tabela 20a). Svi imaju
sposobnost da rastu na HA podlozi bez dodatnog NaCl. I1zolati koji pripadaju ACC kolekciji endofita
uglavnom tolerisu do 3% NaCl, osim izolata 13A4 koji moze da raste i sa 5% NaCl u podlozi.
Endofite HAL kolekcije, mogu da rastu u prisustvu znatno ve¢ih koncentracija soli (Slika 12).

Svi izolati ove kolekcije endofita imaju sposobnost rasta na 10% NaCl, dok 31,8% zadrzava rast i na
18% NacCl. Izolati 16.4 i 16KX2 imaju sposobnost rasta i na podlogama sa 20 i 25% dodatog NaCl.
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Slika 12: Rast izolata 14KX2 pri razlli¢itim koncentacijama NaCl u podlozi (hranljivi agar sa 3, 5, 7,

10 i 12% NaCl, redom s leva na desno).

Opsezi tolerancije pH vrednosti sredine medu izolovanim endofitama dosta se razlikuju (Tabela 20a).
Endofitni izolati sa sposobnosc¢u produkcije ACC deaminaze bolje rastu u kiseloj do neutralnoj sredini
i nemaju moguénost rasta pri pH 9 i 10. Najveci broj izolovanih endofita raste u kiseloj sredini pri
pH 516 (76%), dok 50% izolata ima moguénost tolerancije najvisih testiranih pH vrednosti. Tre¢ina
testiranih endofita ima Sirok opseg tolerancije prema pH sredine i rastu pri svim testiranim pH

vrednostima.

U odnosu prema temperaturi: 62,5% izolata raste na temperaturi od 4°C dok 37,5% raste na 45°C.
Najtolerantniji izolati 14KX2, 16.4, 16K5, 16KX1, 16KX2 i 16KX3 rastu u ¢itavom opsegu testiranih

temperatura 4-45°C (Tabela 20b). Nijedan izolat nije rastao pri temperaturi od 50°C.

Tabela 20a.  Ekoloske karakteristike endofita
§ NacCl tolarancija (%)

© =2

<8 5°C

5SS | E%
Poreklo izolata o= XS '3 5 7 10 12 15 16 18 20
A. santonicum 9A3 ACC | ++ / / / / / / / /
9A4 ACC | ++ / / / / / / / /
L. gmelinii 10.2. HAL | ++ +++ e+t + / / / / /
P. schwarzenbergiana | 11K2 HAL | +++ +++  ++ + + / / / /
A. eupatoria 12KX1 | HAL | +++  +++ +++  ++ ++ + / / /
13K5 HAL | +++ +++ +++  + / / / / /
13K6 HAL | +++ +++ +++  ++ + + / / /
H. geniculatum 13A1 ACC | +++ / / / / / / / /
13A4 ACC | +++  ++ / / / / / / /
13A5 ACC | +++ / / / / / / / /
14A2 ACC | ++ / / / / / / / /
14A5 ACC | ++ / / / / / / / /
. 14.2. HAL | +++ +++ +++  ++ ++ + + + /
S. maritima 14KX2 | HAL | +++ +++ +++  ++  ++ + + + |
14K X3 HAL | +++ +++ +++  ++ ++ + + + /
14KX1 HAL | +++ +++ +++  ++ ++ + + / /
15A1 ACC | ++ / / / / / / / /
15A2 ACC | ++ / / / / / / / /
15K2 HAL | +++ +++ +++  +++ + + + / /
C.annua 15K13 | HAL | +++ +++ +++ +++ ++ + + + |
15.2. HAL | +++ +++ +++  +++ ++ / / / /
15KX10 | HAL | +++ +++ +++  ++ ++ + + / /
16A1 ACC | ++ / / / / / / / /
16.1. HAL | ++ +++ 4+ ++ + + / /
16.2. HAL | +++ +++ +++  ++ ++ + + / /
16.4. HAL | +++ +++ +++ +++ ++  ++  ++ + +*
16K2 HAL | ++ +++ ++ + + / /
S. europaea 16K5 HAL | ++  ++  +++ ++  ++ + + + |
16K7 HAL | +++ +++ +++  +++ ++ + + / /
16KX1 HAL | +++ +++ +++ +++  ++ ++ + + /
16KX2 HAL | ++ ++ A+ 4+ +  +*
16KX3 HAL | +++ +++ +++ +++  +++  ++ + + /
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/ - odsustvo rasta; +/ - veoma slab rast; + - slab rast; ++ - dobar rast; +++ - odli¢an rast; *16.4. i 16KX2 imaju sposobnost
rasta i na 25%; kriterijum izolacije: ACC - izolovani kao ACC deaminaza produkujué¢i (ACC kolekcija); HAL - izolovani
po kriterijumu halotolerancije (HAL kolekcija);

Tabela 20b. Ekoloske karakteristike endofita

© 5 ® pH (uz 3% NacCl) Temperatura (°C)
=8 |53
Ko TS
Poreklo izolata OF | X35 § 7 8 9 10| 4 20 25 30 35 40 45 50
; 9A3 ACC| /| ++ + + + | | + + ++ ]
A. santonicum 9A4 ACC| + ++ + ++ |/ / / +/ I e e S o e S - / /
L. gmelinii 10.2. HAL | + + + + + / / + + ++ + + o+ /
P. schwarzenbergiana | 11K2 HAL | + ++ + + / / / +/ + + + + o+
A. eupatoria 12KX1 | HAL | + ++ + + / / / + + ++ + + + /
13K5 HAL | + ++ + + + + / +/ ++ ++ + + + /
13K6 HAL | + + + + + + / + ++ ++ + + + /
H. geniculatum 13A1 ACC | + ++ + + / / + + ++ o+t 4 / /
13A4 ACC | + + ++ + [ ] / + o+ o+ ]
13A5 ACC| + + + + | | +/ + ++ o+ ]
14A2 ACC| + ++ + + [ / / + F+  +H+ A+ ]
14A5 ACC| + ++ + + [ ] / e e A
. 14.2. HAL | / ++ + + + + / + + + + + +
S. maritima 14KX2 | HAL | + + + + + 4+ + + ++ ++ + + 4/
14KX3 HAL | / + + + + 4+ + + + + / / / /
14KX1 | HAL | / L e e o o + + + / / /]
15A1 ACC| + ++ + + [ | | ++ ++  ++ o+ A+ o]
15A2 ACC| + + + + [ | |+  ++ o+ o+t A+ ]
15K2 HAL | / + + + +  ++ +/ + + + + + / /
C.annua 15K13 HAL | + ++ ++ + + + + + + + + + / /
15.2. HAL | + ++ ++ + + + / +/ + + + + / /
15KX10 | HAL | / + + + + 4+ / + + + + + / /
16A1 ACC | + ++ ++ + [ | | +++ +++ . ++ o+ ]
16.1. HAL | + + + [ / / + + + ++ + / T
16.2. HAL | ++ + + / / / + + ++ ++ / / / /
16.4. HAL | + + + + + + +/ + + ++ + + + /
16K2 HAL | + ++ + + + o+ + + + ++ + + / /
S. europaea 16K5 HAL | ++ + + + 4+ + | + + ++ 4+ + + o+
16K7 HAL | + + + + + + +/ + + ++ + + / /
16KX1 HAL | + + + + + + + + + ++ + +  +
16KX2 HAL | ++ + + + + +/ +/ + + ++ + + + /
16KX3 HAL | ++ + + + + +/ + + + ++ + + / /

/ - odsustvo rasta; +/ - veoma slab rast; + - slab rast; ++ - dobar rast; +++ - odli¢an rast; *16.4. i 16KX2 imaju sposobnost
rasta i na 25%; kriterijum izolacije: ACC - izolovani kao ACC deaminaza produkujué¢i (ACC kolekcija); HAL - izolovani
po kriterijumu halotolerancije (HAL kolekcija);

5.3.2 Svojstva stimulacije biljnog rasta (PGP svojstva) kolekcije odabranih izolata

Dalja karakterizacija ukljucila je ispitivanje svojstava stimulacije biljnog rasta odabranih izolata, pri
c¢emu je utvrdena sposobnost produkcije IAA, amonijaka, siderofora, egzopolisaharida, biofilmova,
kao i solubilizacije jedinjenja fosfora, kalijuma i cinka. PGP svojstva izolata ispitivana su u prisustvu
razli¢itih koncentracija NaCl (0, 3 i 7% NaCl (w/v) ili 0 1 3% NaCl (w/v) u slucaju kada izolat nema
sposobnost rasta na 7% NacCl).
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5.3.2.1. PGP svojstva zemljiSnih izolata

Nijedan zemljis$ni izolat nije pozitivan na sve testirane PGP odlike, 14,2% ispoljava sedam a najveci
broj 42,85% izolata je pozitivno na Sest od osam testiranih PGP odlika (Tabele 21 a1 b).

Polovina izolata je pokazala sposobnost produkcije IAA u uslovima bez povisene koncentracije NaCl.
Samo izolat 6Z3 je zadrzao sposobnost produkcije IAA od 3,37 pg/ml IAA pri 3% NaCl. Nije
zabelezena produkcija IAA pri 7% NaCl. Gp izolati 1022 i 173 su produkovali najvece koli¢ine IAA
od svih izolata iz kolekcije, 13,75 i 15,05 pg/ml, redom (Tabela 21a). Svih 14 zemljisnih izolata
produkuju amonijak u uslovima bez poveéane koncentracije soli, dok Cetiri zadrzavaju ovo svojsvo
pri 7% NaCl. Najve¢i broj izolata (78,6%) ima sposobnost stvaranja siderofora pri 0 1 3% NaCl, dok
se to svojstvo zadrzava kod 64,3% izolata na 7% NaCl. Svi izolati osim 6Z1, produkuju
egzopolisaharide u uslovima bez dodate soli, dok samo tri od 13, zadrzava osobinu na 7% NaCl.
Sposobnost stvaranja biofilmova registrovana je kod 85,7% bez dodatog NaCl (66,6% slabo
produkujuéi, 8,33% umereno i1 25% visoko produkuju¢ih izolata). Produkcija biofilmova sa
povecanjem koncentracije soli opada, tako da 58,33% zadrzava svojstvo na 3% NaCl dok 41,6%
izolata je pozitivno na 7% NaCl. Pri koncentraciji 3% NaCl svi osim 3Z2 su slabo produkuju¢i, dok
su na 7% svi slabo produkujuéi izolati (Tabela 21a).

Tabela 21a:Svojstva stimulacije biljnog rasta zemljisnih bakterija (produkcija IAA, amonijaka,

siderofora, egzopolisaharida i sposobnost formiranja biofilma) pri razlicitim

koncentracijama NaCl. Predstavljene su srednje vrednosti tri ponavljanjaxSD (standardna

devijacija).

Svojstvo stimulacije biljnog rasta

t_§ TAA [pg/ml]* Amonijak | Siderofore | EPS** Biofilm***
'&E NaCl koncentracija, % (w/v)
5 0 0 3 7]0 3 7]0 3 7 0 3 7
ACCZ1 | - - + + [+ + [[+ - /]032840,1143 0,052+0,003° /
171 - - + + + |+ + + |+ - -|0401£0,1773 0,113+0,0091 0,0910,006°
3z1 - - + + - |+ + + |+ + -|07101£0,0081 0,094+0,015° 0,094+0,06°
621 - - + + - |+ + 4 |- - -]0105:0,0461 0,092+0,008° 0,094+0,010°
222 2144012 - + + - |- - - |+ + +]0095£0,012° 0,092+0,007° 0,090+0,010°
322 - - + - - |+ + 4|+ + -|041240,0683 0,239+0,0462 0,108+0,009
522 - - + + - |+ + 4|+ + -|07100£0,0101 0,118+0,0471 0,098+0,008°
10Z2 | 13.75¢0.93 - + + + [+ + + |+ + +[0103£0,012! 0,102+0,009! 0,107+0,010
1172 | 1.23:009 - + 4+ 4+ [+ + + |+ + +[009940,0441 0,087+0,012° 0,088+0,016°
173 15.05+¢1.03 - + + + |+ + + |+ + - |0732840,0962 0,106+0,015 0,099+0,012*
473 7274022 - + + - |- - - |+ + -|0,093£0,009° 0,084+0,005° 0,104+0,021°
573 5974013 - + + - |- - - |+ + -|0156£0,0541 0,099+0,0091 0,100+0,006
623 421+0.18 3374010 |+ - - |+ + + [+ + - |0101#0,0091 0,104+0,014® 0,117+0,011"
ACCZ3 | - - + + [/ |+ + [ |+ + [/ ]0,108+0,049' 0,055+0,005° /

+ - pozitivno; - - negativno; / - odsustvo rasta; " Nijedan izolat nije produkovao I1AA uz 7% NaCl u podlozi; "EPS-
Egzopolisaharidi; ““Biofilm: vrednosti apsorbance na A 630 nm; 0- nema produkcije; 1- slabo produkuje; 2- umereno
produkuje; 3-visoka produkcija
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Tabela 21b: Svojstva stimulacije biljnog rasta zemljiSnih bakterija (sposobnost solubilizacije
kalijuma, fosfata i cinka) pri razli¢itim koncentracijama NaCl. Predstavljene su srednje
vrednosti tri ponavljanja£SD (standardna devijacija).

Svojstvo stimulacije biljnog rasta

t_§ Solubilizacija kalijuma (cm) Solubilizacija fosfata (cm) Solubilizacija cinka (cm)

E" NaCl koncentracija, % (w/v)

§ 0 3 7 0 3 7 0 3 7
ACCZ1 | 5,06£0,66 5,08+1,02 / 2,70£0,17 - / - - /

171 - 2,98+0,23 4,33+0,38 | 2,53+0,04 3,0+0,2 2,92+0,25 | 3,25+0,35 3,58+0,52 -

3z1 - 3,80+0,28 5,57+0,43 | 2,54+0,23 3,06+0,19 3,16+0,58 | - - -

671 - - - - - - - - -

272 - - - - 2,58+0,14 2,76+0,08 | - - -

372 4,33+0,58 4,81+0,41 5,24+0,66 | 2,36+0,13 2,48+0,04 2,68+0,16 | 3,40+0,23 4,0%0,2 -

572 - - - 2,48+0,1  2,92+0,38 2,76+0,08 | - - -

10z2 - - - - 3,08+0,14 2,86+0,34 | 2,58+0,18 3,22+0,38 2,88+0,29
1172 2,740,14  3,41+0,02 5,33+0,58 | - 2,93+0,28 2,97+0,47 | 2,75+0,29 3,36+0,04 3,16+0,09
173 - - - - 3,08+0,25 3,0£0,21 | 2,4+0,13  3,03+0,29 -

473 - - - - 2,96+0,17 2,66+0,15 | - - -

573 - - - - - - - - -

623 - - - 2,2740,10 2,74+0,12 2,77+0,21 | 2,60+0,11 2,78+0,03 2,8+0,35
ACCZ3 | 5,00£0,83 - / 2,45+0,17 - / - - /

- - negativno; / - odsustvo rasta; Vrednosti u tabeli predstavljaju indeks solubilizacije SI.

Slika 13:  Solubilizacija fosfata sojevima iz ACC kolekcije bez dodatog NaCl. Desno - izolat
ACCZ1, levo — izolat ACCZ3

Izolati 1Z1, 3Z2 1 11Z2 imaju sposobnost solubilizacije kalijuma, fosfata i cinka, pri ¢emu se Si
indeksi uglavnom povecavaju sa porastom koncentracije NaCl u podlozi (Tabela 21b). 1z ACC
kolekcije, ACCZ1 solubilizuje kalijum pri 0 i 3 % NaCl sa bliskim vrednostima SI 5,06 i 5,08, redom.
Izolati 1Z1 1 3Z1 ne solubilizuju kalijum u uslovima bez poviSene koncentracije soli. Dva izolata,
372 i 1172, istic¢u se solubilizacijom kalijuma u prisustvu svih koncentracija soli, pri ¢emu se SI
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indeksi povecavaju sa rastom koncentracije NaCl (Tabela 21b). Zemljisni izolati ACC kolekcije
solubilizuju fosfate bez prisustva povisene koncentracije soli u podlozi (Slika 13), ali gube to svojstvo
pri dodatku soli (Tabela 21b). 41,6% izolata solubilizuje fosfate pri svim testiranim koncentracijama
soli, dok isto toliko izolata ne solubilizuje fosfate bez prisustva poviSene koncentracije soli u podlozi
(Tabela 21b). Najve¢i SI indeks 3,16 zabelezen je kod izolata 3Z2 pri 7% NaCl. Sposobnost
solubilizacije cinka ima 42,85% testiranih zemljiSnih bakterija. Cink solubilizirajuée 1022, 1172 i
673 zadrzavaju ovu sposobnost pri svim testiranim koncentracijama soli (Tabela 21b).

Izolati iz HAL kolekcije 3Z1, 3Z2 i 2Z2 su pokazali sposobnost rasta na DF podlozi sa dodatkom
ACC.

5.3.2.2. PGP svojstva rizosfernih izolata

Testirani rizosferni izolati su pozitivni na minimalno dve PGP karakteristike u uslovima bez NaCl
(Tabele 22a i 22b). Izolat 1.1. poreklom iz rizosfere A. santonicum, ispoljava sva testirana PGP
svojstva, dok su 2A1 i 7A1 pored produkcije ACC deaminaze, pozitivni na sedam od osam testiranih
PGP odlika. Kod izolata 6.1, 7.1, 7.3 1 2.1.1. sa pove¢anjem koncentracije soli u podlozi raste broj
pozitivnih PGP svojstava.

Sposobnost produkcije IAA zabelezena je kod trecine izolata u uslovima bez NaCl, dok polovina
pozitivnih izolata zadrZzava ovu sposobnost i u prisustvu 3% NaCl. Izolat 7.3 produkuje 3,5 pg/ml
IAA samo u prisustvu 3% NaCl, dok u uslovima bez soli nema produkcije (Tabela 22a). Nijedan
izolat ne produkuje IAA u uslovima 7% NaCl. Svi rizosferni izolati imaju sposobnost produkcije
amonijaka, bez i1 sa 3% NaCl, dok 41,6% izolata zadrzava tu sposobnost i na 7% NaCl. Devet od
dvanaest izolata produkuje siderofore i najveci broj zadrzava tu sposobnost i na najvisoj koncentraciji
NaCl. Sposobnost produkcije egzopolisaharida ima 83,3% izolata testiranih bez i sa 3% NaCl. Na 7%
NaCl sposobnost zadrzava samo tri izolata 6.1, 7.1 i 7.3 poreklom iz rizosfere sukulentnih biljaka.
Biofilm stvara % testiranih izolata u uslovima bez soli od kojih vise od polovine zadrzava tu
sposobnost na 7% NaCl, pri ¢emu intenzitet produkcije biofilmova slabi sa pove¢anjem koncentracije
soli. U uslovima bez soli, 66,6% izolata slabo produkuje biofilm, dok je 33,3% klasifikovano kao
dobri prizvodaci biofilma. Pri 31 7% NaCl, svi pozitivni izolati slabo produkuju biofilm (Tabela 22a).

Tabela 22a:Svojstva stimulacije biljnog rasta rizosfernih bakterija (produkcija 1AA, amonijaka,

siderofora, egzopolisaharida i sposobnost formiranja biofilma) pri razli¢itim
koncentracijama NaCl. Predstavljene su srednje vrednosti tri ponavljanjaxSD (standardna
devijacija).
g Svojstvo stimulacije biljnog rasta
'E IAA [ pg/ml]* Amonijak | Siderofore EPS** Biofilm***
E" NaCl koncentracija % (w/v)
© 0 3 0 3 7/0 3 7]0 3 7 0 3 7
1.1. | 2.07x0.04 + + — |+ + + |+ + —|0450£0,070® 0,120£0,013! 0,087+0,004°
2A1 | 2,87+0,08 + + /|- — [ |+ + []0,0990,011! 0,0620,019° /
2A2 + + [ |+ — [ |+ + /0,090,008 0,061+0,004° /
2.1.2 | 1.29+0.01 + + — |+ + + |+ + —|0405+0,056® 0,152+0,017! 0,0930,006°
211 + + + |+ + + |+ + —|0,0980,011° 0,113+0,007* 0,106+0,008*
3.1 + + — |- - —|+ + —]0,092+0,014° 0,094+0,009° 0,090+0,006°
6.1. | 1.62¢0.10 136007 |+ + + |+ + + |- + +|0,085+0,008° 0,108+0,013! 0,123+0,019*
7.1, + + +|—- - — |- + +]0,130£0,015" 0,116x0,009' 0,127+0,016!
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7.2. - - + + + |+ + + |+ - —101174£0,015' 0,157+0,024' 0,148+0,030*
7.3. - 35#0.09 |+ + + |+ + + |+ + +0,123+0,009% 0,176+0,021* 0,117+0,013"
7Al - - + + [ |+ + /[ |+ + /]0066+£0,012! 0,076+0,024* /

8.2. - - + + — |+ + + |+ - —|0468+0,082° 0,094+0,007° 0,089+0,007°

+ - pozitivno; - - negativno; / odsustvo rasta; * Nijedan izolat nije produkovao IAA uz 7% NaCl u podlozi; “EPS-
Egzopolisaharidi; "*Biofilm: vrednosti apsorbance na A 630 nm; 0- nema produkcije; 1- slabo produkuje; 2- umereno
produkuje; 3-visoka produkcija

Tabela 22b:  Svojstva stimulacije biljnog rasta rizosfernih bakterija (sposobnost solubilizacije
kalijuma, fosfata i cinka) pri razli¢itim koncentracijama NaCl. Predstavljene su
srednje vrednosti tri ponavljanja£SD (standardna devijacija).

Svojstvo stimulacije biljnog rasta

Solubilizacija kalijuma (cm) Solubilizacija fosfata (cm) Solubilizacija cinka (cm)

NaCl koncentracija % (w/v)

Oznaka izolata

0 3 7 0 3 7 0 3 7

11. | 553+0,82 5,86+0,25 7,57+0,63 | 2,60+0,12 2,5+0,07 2,61+0,10 | 4,8+0,35 3,4+0,2 -
2A1 - - / - - / 3,25+0,25 2,99+0,16 /
2A2 | 7,25+0,89 2,86+0,48 / 4,28+0,39  3,49+0,42 / 2,98+0,20 2,77+0,23 /

2.1.2. | 6,04+120 5,60+0,11 5,10+0,51 - - - - - -

211 | 2,658021 3,5040,71 4,33%0,58 - 2,28+0,06 253+0,12 | 4,80+0,14 3,76+0,18 -
3.1 - - - - - - - - -
6.1. - 4,400,557 5,65+0,96 - 2,58+0,17  2,53:0,12 - 400,18  4,020,28

7.1. | 247+0,06 3,10+0,16 5,00+0,38 - - - - - -

7.2. - - - - - - - - -
73. - 444053  7,11%1,92 - 2,45+0,21 2,67+0,08 - - -
7AL | 6,17#046 3,23+0,35 / 3,12+0,23 2,88+ 0,31 / 4,03+057 3,33+0,67 /
8.2. | 542+157 527+0,23 4,23+0,89 - - - 3,96+0,38  4,27+0,29 -

+ - pozitivno; - - negativno; / - odsustvo rasta;

Polovina testiranih rizosfernih izolata pokazala je sposobnost solubilizacije kalijuma, fosfata i cinka
(Tabela 22b). 1z ACC kolekcije 2A2 i 7A1 su solubilizatori kalijuma, fosfata i cinka bez i sa 3% NaCl
Sto im je gornja granica halotolerancije. Izolat 1.1 je pozitivan u svim testovima solubilizacije i svim
koncentracijama NaCl, osim solubilizacije Zn na 7% NaCl. Izolati 6.1 1 7.3 se istiCu sposobnostima
solubilizacije samo u prisustvu NaCl, dok su u uslovima bez soli testovi negativni.

Sedam od 12 kalijum solubilizirajucih izolata ispoljava svojstvo na svim testiranim koncentracijama
soli, dok se kod izolata 1.1, 2.1.1, 7.1 Si indeksi uvecavaju sa koncentracijom soli (Tabela 22b).
Izolati 6.1 1 7.3 solubilizuju kalijum isklju€ivo u prisustvu soli u podlozi, pri ¢emu Si indeks raste sa
porastom koncentracije NaCl. Pomenuti 6.1 solubilizuje fosfate i cink na 3 i 7% NaCl u podlozi, dok
7.3 na isti nacin solubilizuje samo fosfate, ne 1 cink. Najveci indeks solubilizacije fosfata iznosi 4,28
kod izolata 2A2. Kao solubilizatori cinka, istakli su se izolati 1.1. i 2.1.1. sa Si indeksom 4,8.
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Izolati iz HAL kolekcije 1.1., 2.1.1 i 8.2 su pokazali sposobnost rasta na DF podlozi sa dodatkom
ACC.

5.3.2.3. PGP svojstva endorizosfernih izolata

U uslovima bez NaCl, najve¢i broj izolata endofita (34,3%) ispoljava Cetiri testirana PGP svojstva,
dok je 18,75% pozitivno na sedam od osam testiranih PGP karakteristika (Tabele 23 a i b). Izolati
13A4 i 13A5 pokazuju sva testirana PGP svojstva.

Nakon gajenja u medijumu sa dodatkom L-triptofana, kod 11 endorizosfernih izolata je potvrdena
sposobnost produkcije IAA (Tabela 23a). Koli¢ina izmerene IAA kretala se u opsegu od 2,10 do
maksimalnih 5,0 pg/ml §to je zabelezeno kod izolata 13AS5. Sa povecanjem koncentracije soli, vise
od polovine izolata gubi sposobnost produkcije IAA. Izolat 16K2 zadrzava sposobnost produkcije
IAA na svim testiranim koncentracijama NaCl, sa maksimalnom produkcijom na 7% NacCl. Izolat
14.2 produkuje IAA samo u prisustvu 3% soli u podlozi (Slika 14a). Kvalitativna procena produkcije
amonijaka pokazala je da 87.5% testiranih bakterija produkuje amonijak u uslovima bez NaCl i
zadrzava tu sposobnost na 3% NaCl, dok 25% zadrzava sposobnost i na 7% NaCl. U odsustvu
poviSene koncentracije soli 78% endofita pokazuje svojstvo proizvodnje siderofora, dok je Sest izolata
zadrZalo sposobnost produkcije pri obe testirane koncentracije NaCl.

Slika 14: a) Produkcija IAA kod soja 14.2 u prisustvu 3% NaCl; b) Produkcija siderofora kod
endofitnih izolata 15A1, 15A2 i 16A1, bez dodatog NaCl (levo) i sa dodatkom 3%
NaCl (desno).
Sposobnost produkcije egzopolisaharida pokazalo je 28 testiranih endofita, dok je 12 zadrzalo tu
sposobnost u prisustvu 7% NaCl. Povecanje koncentracije soli utice na smanjenje sposobnosti
formiranja biofilmova (Tabela 23a). Najveci broj izolata 93,75% sposoban je da formira biofilmove
u uslovima bez NaCl od ¢ega: 60% su slabi proizvodaci biofilma, 36,6 % umereno produkujuéi
izolati, a samo izolat ACC kolekcije 9A4 je klasifikovan kao visoko produkujuci. U prisustvu 3%
NaCl, 36,6% izolata zadrzava sposobnost produkcije biofilma, od kojih 64% kao slabo produkuju¢i i
36% kao umereno produkujuci izolati. Pri 7% NaCl, 46,6% izolata je zadrzalo sposobnost stvaranja
biofilmova (od ¢ega su 21,4% umereno biofilm produkujuéi) (Tabela 23a).

Devet endofitnih izolata iz ACC kolekcije je pokazalo sposobnost za solubilizaciju kalijuma, fosfata
i cinka, u uslovima bez i sa 3% NaCl u podlozi §to je ujedno i gornja granica njihove halotolerancije.
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Medu solubiliziraju¢im bakterijama, izolat 14A5 je imao najvece vrednosti Si za kalijum (8,64 i 5,12
na 0% i 3% NaCl, redom), fosfate (4,53 1 3,29 na 0% i 3% NaCl, redom), i cink (5,051 5,55 na 0% i
3% NaCl, redom) (Tabela 23b; Slika 15). Jedino endofita 14.2. iz HAL kolekcije ima sposobnost
solubilizacije jedinjenja kalijuma u uslovima bez dodatnog NaCl. Medu izolatima HAL kolekcije,
13K5 je fosfor 1 cink solubilizirajuéa bakterija koja zadrZzava ova svojstva pri svim testiranim
koncentracijama NaCl, pri ¢emu Si indeks za fosfor raste sa povecanjem koncentracije NaCl u

podlozi.

Slika 15:

Solubilizacija fosfata, cinka i kalijuma (s leva na desno) od strane 14A5 (ACC kolekcija)

Tabela 23a.Svojstva stimulacije biljnog rasta endofitnih bakterija (produkcija IAA, amonijaka,

siderofora, egzopolisaharida 1 sposobnost formiranja biofilma) pri razli¢itim
koncentracijama NaCl. Predstavljene su srednje vrednosti tri ponavljanjaxSD (standardna
devijacija).
Svojstvo stimulacije biljnog rasta
£ IAA [ pg/ml] Amonijak | Siderofore EPS* Biofilm**
o
N
g NaCl koncentracija, % (w/v)
§ 0 3 0o 3 7/0 3 7]l0 3 7 0 3 7
9A3 - - + o+ I+ - [+ - / | 0,133£0,0522  0,062+0,005° /
9A4 - - - - I|+ + [ |+ + 7/0338£0,048% 0,160£0,0362 /
10.2. - - + 4+ 4+ |+ + - |+ + - [012940,0392 0,201+0,0472 0,136+0,040 2
11K2 - - - - - |+ + - |+ - - [0102+0,019! 0.073+0,010% 0.053+0,004°
12KX1 | - - + 4+ - |- - - |+ - - ]0054+0,004° 0.055+0,005° 0.059+0,009°
13K5 4,20£0.09 - + 4+ - |+ + - |+ 4+ +[0180+0,0512 0.074+0,017' 0,079+0,007 :
13K6 - - + + - |+ + - |- - - [0074+0,007' 0,076+0,0071 0,074+0,009
13A1 - - + + /|+ + [/ |+ 4+ /]011840,015! 0,058+0,006° /
13A4 | 4,9+0,10  5,0%0,17 + 4+ [ |+ 4+ [/ |+ 4+ [ |0114#0,017! 0,074#0,0641 /
13A5 50£0,10  5,10,40 + + [/ |+ + / |+ + / |0117#0,0331 0,064+0,0081 /
14A2 - - + + [|+ - [/ [+ 4+ []0156£0,030% 0,068+0,005% /
14A5 - - + + [|+ + [ |+ 4+ /]0108£0,005! 0,050£0,005° /
14.2. - 5,040.23 + + - |+ + - |+ - - [0068+0,003! 0,070+0,005% 0,119+0,016*
14KX2 | 4,62+¢0.07 4,0£0.05 + 4+ 4+ |+ + + |+ 4+ + 0187400232 0,217+0,0182 0,121%0,039 !
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14K X3
14KX1
15A1
15A2
15K2
15K13
15.2.
15KX10
16A1
16.1.
16.2.
16.4.
16K2
16K5
16K7
16KX1
16KX2
16KX3

4,0+0.14

4,13+0.18 -

4.13+0.11 -
4.10+0.13 -
2,10£0.09 2,40+0.06

3,46+0.11 -

4,10+0.18 2,85+0.10

2,93+0.15

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

0,081+0.003 !
0,066+0,004 *
0,125+0,029 2
0,100+0,036 *
0,100£0,025 *
0,155+0,017 2
0,127+0,068 ?
0.115+0.061 !
0,068+0,003 *
0,184+0,039 2
0,066+0,008 *
0,103+0,041 1
0,11340,023 *
0,076+0,007 *
0,13240,011 2
0,144+0,023 ?
0,054+0,005 °
0,104+0,014 1

0.060+0.002 °
0,052+0,009 °
0,065+0,009 *
0,057+0,004 °
0,098+0,030 *
0,122+0,013 2
0,076+0,052 *
0.112+0.007 *
0,064+0,003 *
0,129+0,015 2
0,065+0,014 1
0,167+0,041 2
0,203+0,0172
0,121+0,014*
0,151+0,024 ?
0,128+0,016 2
0,118+0,021*
0,100+0,012*

0.058+0.007 °
0,050+0,004 °
/

/

0,053+0,008 °
0,116+0,013*
0,081+0,012*
0.097+0.003 °
/

0,060+0,008 °
0,062+0,015*
0,086+0,0321
0,127+0,014 2
0,123+0,013*
0,149+0,0302
0,093+0,024 *
0,056+0,006 °
0,120+0,018*

+ - pozitivno; - - negativno; / - odsustvo rasta; * EPS- Egzopolisaharidi; *“Biofilm: vrednosti apsorbance na A 630 nm;

0- nema produkcije; 1- slabo produkuje; 2- umereno produkuje; 3-visoka produkcija.
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Tabela 23b:  Svojstva stimulacije biljnog rasta endofitnih bakterija (sposobnost solubilizacije
kalijuma, fosfata i cinka) pri razli¢itim koncentracijama NaCl. Predstavljene su
srednje vrednosti tri ponavljanja£SD (standardna devijacija).

Svojstvo stimulacije biljnog rasta

Solubilizacija kalijuma*

(cm) Solubilizacija fosfata (cm) Solubilizacija cinka (cm)

NaCl koncentracija % (w/v)
0 3 0 3 7 0 3 7
9A3 7,18+1,02 3,42+0,28 | 3,60%0,36 3,15+0,22 / 4,53+0,71  3,63+0,32 /
9A4 - - - - / - - /
10.2. - - - - - 2,43+0,13  2,64+0,18 2,70+0,29
11K2 - - - - - - - -
12KX1 | - - - - - - - -
13K5 - - 2,55+0,25 3,25+0,25 3,47+0,06 2,32+0,08  2,17+0,11 2,12+0,16
13K6 - - 2,48+0,10 3,58+0,38 - - - -
13A1 5,95+0,72 3,13+0,62 | 3,39+ 0,23 2,88+0,21 3,83+0,29  2,81+0,17
13A4 6,22+0,66 3,08+0,14 | 2.44+0,21 2,77+0,03 2,89+0,19  3,64+0,46
13A5 6,28+0,81 3,63+1,0 2,63+ 0,06 2,65+0,26 2,89+0,10  3,57+0,31
14A2 7,39£1,22 2,58+0,34 | 3,40+ 0,22 2,96+0,29 4,27£0,55  4,57+0,63
14A5 8,64+0,71 5,12+1,24 | 4,53+0,75 3,29+0,22 5,05+1,04  5,55+0,69
14.2. 2,92+0,144 - - - - - - -
14KX2 | - - - - - - - -
14KX3 | - - - - - - - -
14KX1 | - - - - - - - -
15A1 5,33+1,07 2,72+0,53 | 2,87+0,15 - / 4,27+0,12  2,60+0,14 /
15A2 5,23+1,18 2,55+0,48 | 2,92+ 0,09 2,40+0,15 / 3,10£0,33 2,760,144 /
15K2 - - - - - - - -
15K13 - - - - - - - -
15.2. - - - - - - - -
15KX10 | - - - - - - - -
16A1 5,86+0,37 3,13+0,46 | 2,95+0,53 - / 4,04+0,56  3.14+0,29 /
16.1. - - 2.6+0,23 2,51+0,31 2.29+0,12 - - -
16.2. - - - - - - - -
16.4. - - - - - - - -
16K2 - - - - - - - -
16K5 - - - - - - - -
16K7 - - - - - - - -
16KX1 | - - - - - - - -
16KX2 | - - - - - - - -
16KX3 | - - - - - - - -

* Nijedan izolat nije solubilizovao kalijum u prisustvu 7% NaCl u podlozi; - - negativno; / - odsustvo rasta;

Oznaka izolata

~ O~ ~ ~
~ —~ — — -

1z HAL kolekcije, izolat 10.2 je pokazao sposobnost rasta na DF podlozi sa dodatkom ACC.
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5.3.2.4. Kvantifikacija produkcije ACC deaminaze

Svi izolati iz ACC kolekcije kao i izolati iz HAL kolekcije koji su mogli da rastu na DF podlozi sa
dodatkom ACC kao jedinog izvora azota su podvrgnuti ninhidrinskom testu sa ciljem potvrde i
kvantifikacije aktivnosti ACC deaminaze. Kvantifikacija preostalog ACC u podlozi nakon
bakterijske inkubacije izvrSena je pomocu standardne krive (Prilog 9.2).

2.5

15

0.5

2A2 mm
7A1 mm
9A4 mmm
13A1
13A4
13A5 =
14A2 =
14A5 mmH
15A1 =
15A2 m=
16A1 =
ACCZ1 mmm
371 ==

ACC (mmol/L)

o = N
2A1
OA3 mmm
372 m—-
272 —
2.1.1.

Kontrola |

ACCZ2 mm

Slika 16. Koncentracija ACC u DF medijumu nakon 16h inkubacije svakog testiranog izolata
(prikazane su vredosti tri ponavljanja £ SD). Kontrolu predstavlja neinokulisan
DF+ACC medijum inkubiran pod istim uslovima kao i bakterije.

Koncentracije ACC u podlozi nakon inkubacije snizene su kod svih ispitivanih izolata u odnosu na
pocetnu koncentraciju od 3 mmol/L, kao i u odnosu na kontrolu koja predstavlja neinokulisani
DF+ACC medijum (Slika 12). I1zmerene koncentracije ACC u podlogama su u opsegu od 0,19-1
mmol/L ACC. Najvisa potro$nja ACC je izmerena kod izolata 15A1 1 15A2.

5.3.3. Test patogenosti

Kao deo karakterizacije izolata, izvrSena je provera sposobnosti produkcije hemolizina 1 DNKaze,
kao faktora patogenosti.

Tabela 24: Hemoliti¢cka i DNKazna aktivnost zemljisnih, rizosfernih i endofitnih izolata

Oznaka izolata | Hemoliza DNKaza | Oznaka izolata | Hemoliza DNKaza
ACCZ1 - 11K2 + -
171 - + 12KX1 - -
371 +- + 13K5 - -
6Z1 + - 13K6 + +
272 +- - 13A1 - -
372 + - 13A4 - -
572 - - 13A5 - -
1072 + + 14A2 - -
1172 - - 14A5 - -
173 - - 14.2. +- -
473 - - 14K X2 - -
5Z3 - - 14K X3 +- -
6Z3 - - 14KX1 - -
ACCZ3 - - 15A1 - -
1.1. + + 15A2 - -
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2A1 - - 15K2

2A2 - - 15K13 - -
212 - - 15.2. - +
211 + + 15KX10 - +
3.1 + - 16A1 - -
6.1. - - 16.1.

7.1. - +- 16.2.

7.2. - - 16.4.

7.3. - - 16K2 - -
TAl - - 16K5 - +
8.2 + + 16K7 - +
9A3 - - 16KX1 - -
9A4 + - 16KX2 -

10.2. - - 16KX3 -

+ - pozitivna; - - negativna; +- - slaba reakcija

Od testiranih izolata 25% pokazalo je hemoliticke sposobnosti, dok je DNKaznu aktivnost imalo 20%
(Tabela 24). Sposobnost razgradnje eritrocita i DNK kao faktore patogenosti ispoljilo je 6 testiranih
izolata.

5.3.4. Ispitivanje uticaja NaCl na pokretljivost i produkciju pigmenata halotolerantnih bakterija
stimulatora biljnog rasta (HTPGP)

Pored uticaja NaCl na ispoljavanje PGP karakteristika odabranih izolata, ispitan je i efekat poviSene
koncentracije soli na pokretljivost i produkciju pigmenata.

5.3.4.1. Uticaj NaCl na pokretljivost odabranih izolata

Pokretljivost izolata ACC kolekcije se smanjuje pri 3% NaCl, §to im je i1 gornja granica
halotolerancije (Tabela 25). Najveéi precnik kolonija u ovoj kolekciji izolata imali su 15A1 i 15A2 u
uslovima bez prisustva poviSene koncentracije soli. Izolat 7Al, pokazuje najmanje smanjenje
pre¢nika kolonija sa povecanjem NaCl u podlozi u ACC kolekeiji.

Slika 17: Pokretljivost izolata 16.2 (gore) i 16K2 (dole) pri 0, 3 i 7% NaCl (s leva na desno).

Najveci broj bakterija iz HAL kolekcije (89,2%) zadrZzava sposobnost kretanja pri svim testiranim
koncentracijama soli dok 10,8% gubi sposobnost kretanja u prisustvu 7% NaCl u podlozi. Povecanje
koncentracije soli u podlozi dovodi do smanjenja pre¢nika kolonija kod 81,1% testiranih bakterija
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(Slika 17). Kod 10.2, 15Kx10, 16K5, 16KX2, 16.4 i 5Z3 dolazi do povecanja pre¢nika kolonija na
3% NaCl, dok samo kod izolata 16.1 dolazi do povecéanja precnika kolonija na 7% NaCl (Tabela 25).

Tabela 25. Pokretljivost izolata. Prikazane su srednje vrednosti tri ponavljanja + SD precnika
kolonija koji je posledica flagelarnog kretanja

Pre¢nik kolonija (cm)
NaCl koncentracija % (w/v)

Oznaka izolata 0 3 7

7A1 3,43+0,60 2,27+0,40 /

15A1 8,07+0,06 0,84+0,15 /

15A2 7,9340,12 1,10+0,10 /

16A1 7,87+0,23 0,83+0,06 /

ACCZ3 2,80+0,70 0,73+0,12 /

1.1 3,43+0,40 1,27+0,12 0,90+0,10
2.1.1 3,3740,32 1,33+0,17 0,87+0,06
2.1.2. 3,17+0,29 1,23+0,15 0,97+0,06
3.1 3,5740,42 2,93+0,15 0,87+0,06
6.1 3,50+0,40 3,23+0,25 1,17+0,15
7.3 1,37+0,21 1,33+0,06 1,13+0,23
7.2 7,83+0,29 7,3310,35 4,33+0,38
7.1 7,57+0,75 5,43+0,51 1,63+0,40
8.2 3,5040,15 2,17+0,29 1,30+0,05
10.2 2,93+0,50 3,20+0,69 1,23+0,49
11K2 3,134+0,15 1,10+0,10 1,03+0,06
12Kx2 2,3340,29 1,23+0,45 0,57+0,12
13K5 3,3340,29 1,87+0,31 0,83+0,06
13K6 1,57+0,12 1,07+0,15 0,93+0,12
14Kx1 3,2310,25 2,90+0,20 1,37+0,40
14Kx3 2,93+0,12 1,97+0,15 1,63+01,12
14K X2 7,83+0,35 7,80+0,06 5,27+0,64
15.2 3,67+0,58 3,50+0,50 2,63+0,47
15K13 3,7740,25 3,00+0,50 1,93+0,23
15K2 1,40+0,10 1,10+0,26 0,73+0,21
15Kx10 3,8340,29 4,00+0,09 1,70+0,17
16.1 1,03+0,06 1,10+0,17 1,47+0,25
16.2 4,37+0,58 2,50£0,50 1,23+0,25
16.4 1,37+0,21 1,43+0,15 1,33+0,06
16K2 7,8740,23 7,00£0,34 5,17+0,29
16K5 3,104+0,53 3,83+0,29 1,27+0,25
16K7 3,67+0,29 2,83+0,29 1,07+0,12
16Kx2 1,57+0,25 1,83+0,15 1,20+0,17
16Kx3 3,5040,50 3,30+0,25 1,70+0,17
16Kx1 2,30+0,70 2,8310,29 1,23+0,25
621 3,0040,00 0,77+0,21 /

272 1,43+0,32 0,93+0,06 0,73+0,15
372 3,30+0,44 2,97+0,35 0,97+0,15
473 3,4040,17 1,00+0,20 /

573 2,40£0,10 2,97+0,15 /

6Z3 1,47+0,06 1,17+0,29 /
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5.3.4.2. Uticaj NaCl na produkciju pigmenata

Ispitana je produkcija pigmenata kod 21 izolata koji formiraju obojene kolonije (Tabela 26) u
uslovima razlicitih koncentracija NaCl. Kod tre¢ine izolata postoji statisticki znacajna razlika u
produkeciji pigmenta pri razli¢itim koncentracijama soli u podlozi (Tabela 26).

Tabela 26: Produkcija pigmenata nakon gajenja izolata na podlogama sa razli¢itim koncentracijama
NaCl. Vrednosti koje dele ista slova se statisticki zna¢ajno ne razlikuju (Kruskal-Wallis
test, post hoc test Dunn-Bonferroni n=3). Brojevi u tabeli predstavljaju izmerene
vrednosti apsorbance pri A 450 nm.

Oznaka izolata | NaCl koncentracija % (w/v)
0 3 7

3.1 0,076+0,016* | 0,057+0,011* | 0,066+0,010%
6.1 0,074+0,025% | 0,079+0,017* | 0,206+0,104%
7.1 0,402+0,082% | 0,346+0,080* | 0,407+0,015%
7.2 0,410+0,019* | 0,347+0,037* | 0,357+0,032 2
7.3. 0,551+0,0522% | 0,576+0,114* | 0,591+0,084 2
11K2 0,097+0,013% | 0,096+0,013* | 0,141+0,023 2
12KX1 0,250+0,042 ¢ | 0,188+0,021 &° | 0,119+0,012 ©
14K X3 0,691+0,125* | 0,614+0,080* | 0,484+0,0172
14KX1 0,274+0,017 @b | 0,29440,0252 | 0,128+0,021 °
14K X2 0,189+0,139% | 0,248+0,030* | 0,170+0,096%
15.2 0,456+0,026 ® | 0,360+0,009 2" | 0,318+0,025 °
15K2 0,432+0,053* | 0,806+0,104* | 0,454+0,070%
15K13 0,312+0,018 # | 0,384+0,077% | 0,290+0,016"
16.1 0,181+0,029 % | 0,321+0,008 | 0,263+0,008 P
16.2 0,343+0,053 20 | 0,627+0,046 2 | 0,274+0,046 "
16K2 0,308+0,082% | 0,569+0,071* | 0,292+0,056%
16K5 0,417+0,056* | 0,333+0,038* | 0,391+0,0402
16K7 0,164+0,057% | 0,367+0,069* | 0,298+0,054%
16KX1 0,526+0,079% | 0,502+0,037* | 0,416+0,073%
16K X2 0,069+0,017% | 0,120+0,033* | 0,084+0,012%
16KX3 0,188+0,014% | 0,221+0,032 2" | 0,302+0,031 "

Prisustvo soli ima razli€it uticaj na produkciju pigmenata kod testiranih izolata. Produkcija pigmenta
je bila statisti¢ki znacajno veca u uslovima bez soli i maksimalne testirane koncentracije kod tri od
sedam bakterija (Tabela 26). Kod izolata 14KX1, 15K13 1 16.2 statisticki znacajna razlika postoji
izmedu produkcije pigmenata pri porastu koncentracije soli sa 3% na 7%. Kod izolata 16.1 zabelezena
je statisticki znacajna razlika izmedu produkcije pigmenata u uslovima bez soli i povecanja
koncentracije soli na 3%.

5.4. Molekularna identifikacija odabranih izolata

Na osnovu rezultata PGP testova i1 ekoloSkih karakteristika, odabrana je grupa izolata za preciznu
identifikaciju sekvenciranjem gena za 16S rRNK. Identifikacija izolata je izvrSena poredenjem
dobijenih sekvenci 16S rRNK gena sa homologim sekvencama deponovanim u NCBI GenBank bazi
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podataka pomo¢u BLASTn algoritma (podaci iz oktobra 2024. godine). Sekvence identifikovanih
sojeva su deponovane u GenBank bazu i dodeljeni su im pristupni brojevi (Tabela 27).

Endofite izolovane iz sukulentnih biljaka pripadaju rodovima: Halomonas (7 sojeva), Kushneria (4
soja), Pseudomonas (3 soja), Halobacillus (2 soja), Acinetobacter (2 soja), Planococcus (1 soj) i
Klebsiella (1 soj) (Tabela 27). U okviru roda Halobacillus identifikovane su dve vrste: H. andaensis
(99,93% nukleotidne identi¢nosti) i H. massiliensis (99,45%). Predstavnici najzastupljenijeg roda
Halomonas su pokazali najveci stepen nukleotidne identi¢nosti sa vrstom H. songnenensis (99,86-
100%) (Tabela 27). Endofita poreklom iz H. geniculatum, 13K5, pokazala je najveci stepen
identi¢nosti sa vrstom P. megaterium (97,43%). Endofite iz ACC kolekcije 9A3 i 13A5 su
identifikovane kao predstavnici rodova Acinetobacter i Klebsiella, redom (Tabela 27).

Odabrane rizosferne bakterije pripadaju slede¢im rodovima: Pseudomonas, Halomonas, Kushneria i
Serratia. Sekvenca izolata 1.1. je pokazala najvecu sli¢nost sa sekvencom P. nitroreducens.
Uporedivanjem dobijenih sekvenci sa sekvencama iz baze predstavnici roda Kushneria su
identifikovani kao K. indalinina (6.1.) i K. pakistanensis (7.3). Najveéi procenat sli¢nosti sekvenca
izolata 8.2 je pokazala sa sekvencom S. rubidaea.

Molekularnom identifikacijom pokazano je da Gp koke izolovane iz zemljista pripadaju rodu
Mammaliicoccus, vrsti M. sciuri (sin. Staphylococcus sciuri) sa stepenom identi¢nosti sekvence sa
sekvencama vrste dostupnim u bazi podataka od 97,61 do 98,34%. Ostali izolati iz zemljisSta su
identifikovani kao predstavnici rodova Priestia i Serratia.

Tabela 27: Taksonomska pripadnost identifikovanih bakterija na osnovu sekvenciranja 16S rRNK

gena
Izolat Rod Vrsta i procenat nukleotidne identi¢nosti  Gen bank pristupni broj
Zemljiste
171 Mammaliicoccus Mammaliicoccus sciuri (99.24) PP975296
372 Serratia Serratia rubidaea (99.73) PP975289
1172  Mammaliicoccus Mammaliicoccus sciuri (99,15) PP975297
173 Mammaliicoccus Mammaliococcus sciuri (98.97) PP975293
473  Priestia (Bacillus) Priestia megaterium (96,13) PP975288
6Z3  Priestia (Bacillus) Priestia megaterium (98,96) PP975292
Rizosfera
1.1 Pseudomonas Pseudomonas nitroreducens (95,45) PP975287
2.1.2. Halomonas Halomonas songnenensis (100) PP975291
6.1. Kushneria Kushneria indalinina (97,17) PP975295
7.3. Kushneria Kushneria pakistanensis (97,22) PP975299
8.2. Serratia Serratia rubidaea (98,53) PP975286
Endorizosfera sukulentnih biljaka
14A2 Acinetobacter Acinetobacter calcoaceticus (100) 0OL625645
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14A5 Klebsiella Klebsiella aerogenes (99,93) OL625646
14.2 Acinetobacter Acinetobacter calcoaceticus (100) OK668372
Kushneria indalinina (99,30)
14KX1 Kushneria Kushneria pakistanensis (99,29) 0OL625647
Halomonas songnenensis /
14K X2 Halomonas Halomonas meridiana (100) 0OL625648
Halomonas songnenensis
15K13 Halomonas (100) 0OL627342
15.2 Halomonas Halomonas songnenensis (100) OL627338
15K2 Planococcus Planococcus rifietoensis (100) 0OL627341
Pseudomonas putida (99,71)
Pseudomonas monteillii (99.71)
15A1 Pseudomonas Pseudomonas taiwanensis (99.71) OL627339
Pseudomonas fluorescens (99,78)
Pseudomonas hunanensis (99.78)
15A2 Pseudomonas Pseudomonas taiwanensis (99,78) 0OL627340
16A1 Pseudomonas Pseudomonas putida (99,93) OL657066
16.1 Kushneria Kushneria indalinina (98,93) OL657063
Kushneria indalinina (98,93)
16.2 Kushneria Kushneria pakistanensis (98,51) OL657064
16.4 Halobacillus Halobacillus andaensis (99,93) OL657065
Halomonas songnenensis (99,93)
16K2 Halomonas Halomonas arcis (99,71) OL657067
16K5 Halomonas Halomonas songnenensis (99,86) OL657068
16K7 Halomonas Halomonas songnenensis (99,86) OL657069
Kushneria indalinina (99,86)
16KX1 Kushneria Kushneria marisflavi (99,86) OL657070
16KX2 Halobacillus Halobacillus massiliensis (99,45) OL657072
16KX3 Halomonas Halomonas songnenensis (99,93) OL657071
Endorizosfera
Acinetobacter pittii/
9A3 Acinetobacter Acinetobacter calcoaceticus (99.52) PP975294
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13A5 Klebsiella Klebsiella oxytoca (97,46) PP975298
13K5  Priestia (Bacillus) Priestia megaterium (97,50) PP975290

5.5. Ispitivanje uticaja bakterijske inokulacije na parametre germinacije odabranih biljnih
vrsta u uslovima poviSene koncentracije NaCl

Nakon izvrSene karakterizacije 1 molekularne identifikacije, odabrana su dva soja za ispitivanje
uticaja na parametre germinacije semena i rane faze rasta je¢ma, pSenice i suncokreta u uslovima bez
I sa dodatkom NaCl. Odabrani bakterijski sojevi za inokulaciju semena su: 6Z3 Bacillus megaterium
i 14K X2 Halomonas songnenensis. B. megaterium 6Z3 ima sposobnost rasta do 12% NaCl u podlozi
1 karakteriSe se produkcijom IAA, siderofora i egzopolisaharida, solubilizacijom fosfata i cinka kao
umerenom produkcijom biofilma u uslovima bez i sa dodatom soli. H. songnenensis 14KX2 toleriSe
maksimalno do 18% NaCl u podlozi. Pored umerene produkcije biofilma, soj 14KX2 odlikuje se
produkcijom IAA, siderofora, amonijaka i egzopolisaharida i u uslovima povisene koncentracije soli.
Odabrani sojevi nisu pokazali hemoliticku, niti DNaznu aktivnost (Tabela 24), §to ih ¢ini bezbednim
za potencijalnu primenu.

Nakon sedam dana za je€am i pSenicu i osam dana za suncokret, izmereni su slede¢i parametri
germinacije: procenat germinacije (GP), germinacijski indeks (GI), prose¢no vreme germinacije
(MGT), vigor L1 II, kao 1 duZina, vlazna i suva masa odabranih klijanaca.

Rezultati analize uticaja mikrobioloske inokulacije na klijavost jeéma (Hordeum vulgare) pokazali
su da oba bakterijska tretmana dovode do povecanja GP i GI je¢ma u uslovima bez poviSene
koncentracije soli i pri 200 mM NacCl, dok pri 100 mM nema statisticki znacajne razlike u odnosu na
neinokulisana semena (Tabela 28). Prose¢no vreme germinacije (MGT) kontrolnih semena se ne
razlikuje u odnosu na tretmane u uslovima bez poviSene koncentracije soli. U prisustvu soli,
bakterijski tretmani dovode do smanjenja vrednost MGT, pri ¢emu samo tretman H. songnenensis
14KX2 dovodi do statisti¢ki znacajne razlike. Pozitivni efekti inokulacije semena je¢ma odabranim
sojevima su najizrazeniji kod vigor I i vigor II ¢ije su vrednosti u skoro svim tretmanima i svim
testiranim koncentracijama NaCl, znacajno vece. U uslovima bez dodate soli, oba bakterijska
tretmana dovela su do povecanja vigora I za vise od 50%, dok je vigor II uvecan za 20% sa H.
songnenensis 14KX2 i 15% sa B. megaterium 6Z3. Sa dodatkom 100 Mm NaCl, pozitivan uticaj
inokulacije se uvecava i tako tretman H. songnenensis 14KX2 povecava vigor I za 103% a B.
megaterium 6Z3 za 88% u odnosu na neinokulisana semena. Uticaj oba bakterijska tretmana na
povecanje vigor II je¢ma izraZeniji je u uslovima 200 mM NaCl nego bez dodate soli (Tabela 28).

Statisticki znacajan uticaj na povecanje ukupne duzine klijanaca je¢ma (nadzemni deo + koren) u
uslovima bez i sa dodatkom soli postignut je inokulacijom semena B. megaterium 6Z3 i H.
sonengiensis 14KX2 samo pri 100 mM NaCl. Inokulacijom semena B. megaterium 6Z3 i H.
songnenensis 14KX2 doslo je do povecanja duzine klijanaca za 37% i 25% bez poviSene
koncentracije soli, odnosno 80% i 84% redom pri koncentraciji od 100 mM NaCl (Tabela 28; Slika
18 a, b). U uslovima 200 mM NacCl, u oba tretmana klijanci su duZi od kontrole (Slika 18 c), ali samo
je tretman B. megaterium 6Z3 doveo do statisticki znacajnog povecanja duzine klijanaca. U uslovima
naklijavanja bez poviSene koncentracije soli, bakterijski tretmani nisu ispoljili znacajne efekte na
vlaznu i suvu biomasu je¢ma. Dodavanjem soli, efekti bakterijske inokulacije na biomasu klijanaca
postaju izrazeniji $to je potvrdeno statistiCkom analizom. Na 200 mM NacCl, tretman B. megaterium
673 je doveo do povecanja vlazne mase klijanaca za 37%, dok je u tretmanu H. songnenensis 14KX2
20% veca suva masa u odnosu na kontrolu (Tabela 28).
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Tabela 28: Uticaj bakterijske inokulacije sa Bacillus megaterium 6Z3 i Halomonas songnenensis 14KX2 na parametre germinacije je¢ma (Hordeum

vulgare)
Duzina
klijanaca Vlazna
NaCl (mM) Tretman* GP (%) MGT Gl Vigor | Vigor Il (cm) masa (g) Suva masa (g)

B 78+1°  2,24+0,03° 36,19+0,59° 1425,28+13,94° 2,74+0,04" 18,27+0,28" 0,240+0,017* 0,0351+0,0013°
0 H 82+3° 2,13+0,04% 39,19+1,18° 1368,79+263,53° 2,87+0,19° 16,69+2,65® 0,238+0,024*® 0,0351+0,0010?
K 68172 2,20+0,04* 31,86+3,46°% 907,93+230,02% 2,38+0,23% 13,28+2,17% 0,198+0,021* 0,0352+0,0007°
B 79+6% 2,15+0,05% 38,00+3,78°% 781,27+71,86° 3,09+0,18®® 9,85+0,38°  0,183+0,011° 0,0390+0,0010°
100 H 84+62 2,08+0,03% 40,86+2,62% 841,04+49,36° 3,2240,23° 10,08+0,86° 0,168+0,007° 0,0384+0,0005°
K 7552  221+0,03° 35,31+2,39°% 413,88+126,15% 2,70+0,20% 5,46+1,49% 0,128+0,017* 0,0358+0,0005°
B 79+4°  2,26+0,01% 36,25+1,62° 429,98+34,16°¢ 3,10£0,20° 5,44+0,29°  0,169+0,018" 0,0392+0,0008%
200 H 81+2° 2,24+0,042 37,53+0,68° 344,81+48,85° 3,36+0,14° 4,28 +0,64*°  0,136+0,016 0,0417+0,0015°
K 68+3% 2,35+0,07° 30,56+1,98°% 235,62+5,25% 2,656+0,16% 3,47+0,08°  0,123+0,003* 0,0389+0,0013?

*Tretman: B - B. megaterium 6Z3, H - H. songnenensis 14KX2, K - kontrolna neinokulisana semena; Srednje vrednosti + SD (st dev) ozna¢ene razli¢itim slovima se zna¢ajno

statisti¢ki razlikuju (p <0.05)

Tabela 29: Uticaj bakterijske inokulacije sa Bacillus megaterium 6Z3 i Halomonas songnenensis 14KX2 na parametre germinacije pSenice (Triticum

aestivum)
Duzina
klijanaca Vlazna
NaCl (mM) Tretman* GP (%) MGT Gl Vigor | Vigor Il (cm) masa () Suva masa (g)

B 87+3°¢ 2,27+0,03% 40,24+1,72°¢ 1302,65+250,40° 3,05+0,09° 14,86+2,43" 0,143+0,019° 0,0349+0,0011%
0 H 95+3° 2,36+0,162 42,98+0,82° 1225,35+123,93" 3,57+0,20° 12,93+0,97° 0,140+0,005* 0,0377+0,00172
K 7922  232+0,07?* 36,31+1,30% 764,32+1428°%  2,80+0,21* 9,72+0,30? 0,120+0,007* 0,0356+0,0023%
B 67 7% 2,17+0,082% 31,94+2,66%° 428,18+40,92° 2,75+0,38% 6,43+0,28° 0,115+0,007%  0,0411+0,0015"
100 H 7845 221+0,042 37,17+2,48° 441,86+24,87" 3,24+0,22° 5,64+0,02° 0,114+0,002%  0,0413+0,0012°
K 59+82 229+0,05% 27,41+3,16°% 262,92+79,37? 2,250,292 4,41+0,80° 0,101+0,013* 0,0383+0,0015%

*Tretman: B - B. megaterium 6Z3, H - H. songnenensis 14KX2, K - kontrolna neinokulisana semena; Srednje vrednosti + SD (st dev) oznacene razli¢itim slovima se zna¢ajno

statisticki razlikuju (p <0.05).



n H - H. songenensis 14KX2 | B - B. megaterium 6Z3
)

Slika 18: Uticaj bakterijske inokulacije na klijavost je¢ma: H - H. songenensis 14KX2; B - B.
megaterium 6Z3; K - neinokulisana semena). a) u uslovima bez dodatne soli; b) u uslovima
100 mM NaCl; ¢) u uslovima 200 mM NaCl




Uticaj bakterijske inokulacije na klijavost psenice (Triticum aestivum) testirana je samo pri 0 i 100
mM NaCl, jer pri 200 mM NaCl nije doslo do klijanja. Efekti bakterijske inokulacije na GP i GI su
izrazeniji bez dodate soli, dok pri 100 mM NaCl, samo tretman H. songnenensis 14KX2 ostvaruje
statisticki znacajan efekat (Tabela 29). Inokulacija H. songnenensis 14K X2, dovodi do povecanja GP
za 20% bez 1 10% sa 100 mM soli 1 uvecanja GI za 16% bez 1 37% sa 100 mM soli. Inokulacija B.
megaterium 6Z3 povecava GP za 10% i GI za 11% u uslovima bez dodate soli, dok su prisustvu soli
zabelezena povecanja, ali bez statisticke znacajnosti. Bakterijska inokulacija nije pokazala znacajan
uticaj na MGT psenice. Najizrazeniji efekti oba bakterijska tretmana su zabelezeni na vigor [, bez i u
prisustvu soli. Tretman H. songnenensis 14KX2 doveo je do povecanja vigora I za 60% (0 mM NaC)
1 68% (100 mM NaCl), dok je tretman B. megaterium 6Z3 doveo do povecanja vigora I za 70% (0
mM NaC) 1 63% (100 mM NaCl). U slucaju vigora II pSenice, samo inokulacija semena H.
songnenensis 14K X2 dovela je do povecanja od 25% bez i 44% sa 100 mM NaCl (Tabela 29). Uticaj
H. songnenensis 14K X2 na vigor I i vigor II semena pSenice postaje izrazeniji sa dodatkom soli tokom
klijanja.

Tretman semena bakterijama doveo je do poveéanja duzine klijanaca pSenice pri 0 i 100 mM NaCl.
Duzina klijanaca p$enice u tretmanu H. songnenensis 14KX2 se povecala za 32% bez i 27% sa
dodatom soli, dok se duZzina klijanaca u tretmanu B. megaterium 6Z3 povecala za 52% bez 145 % sa
soli (Tabela 29). Bakterijski tretmani nisu doveli do statisticki zna¢ajnog povecanja vlazne biomase
klijanaca p3enice, iako su vrednosti vlaZne mase u oba tretmana veée od kontrolne. Sto se suve mase
tice, u uslovima bez prisustva poviSene koncentracije soli nema znacajne razlike medu tretmanima i
kontrole. Sa povecanjem koncentracije NaCl, u oba tretmana bakterijama suva masa je veéa za 8%.

Rezultati analize uticaja mikrobioloSke inokulacije na klijavost suncokreta (Helianthus annus)
pokazuju da u uslovima bez povisene koncentracije soli, bakterijski tretmani nisu uticali na GP
suncokreta koji je u sva tri tretmana izuzetno visok. Sa poveéanjem koncentracije soli, klijavost
neinokulisanog suncokreta opada, a efekti inokulacije na GP postaju izraZeniji. Tretman semena sa
B. megaterium 673 doveo je do povecanja GP od 14% (100 mM NaCl) dok je uticaj H. songnenensis
14KX2 bio izrazeniji pri 200 mM NaCl (19% povecanja GP) (Tabela 30). Pozitivan uticaj bakterijske
inokulacije na MGT 1 GI raste sa povecanjem koncentracije soli. Pri 200 mM NaCl, tretman B.
megaterium 6Z3 smanjio je MGT suncokreta za 13% a H. songnenensis 14K X2 za 24%. Najizrazeniji
efekti bakterija na GI suncokreta su pri najviSoj koncentraciji soli. Pri 200 mM NaCl, tretman B.
megaterium 6Z3 povecao je GI za 20%, a H. songnenensis 14KX2 za 47%. lzmereni efekti obe
bakterijske inokulacije kod vigora I 1 II su najizraZeniji pri maksimalnoj testiranoj koncentraciji soli
(200 mM), gde je tretman semena sa H. songnenensis 14KX2 povecao vigor I za 220% (vise od tri
puta) a vigor Il za 40%, dok je B. megaterium 6Z3 doveo do povecanja vigor I za 59% a vigor Il za
15% (Tabela 30).
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Tabela 30: Uticaj bakterijske inokulacije sa Bacillus megaterium 6Z3 i Halomonas songnenensis 14KX2 na parametre germinacije suncokreta

(Helianthus annus)

Duzina
NaCl (mM) Tretman* GP (%) MGT Gl Vigor | Vigor Il klijanaca (cm) Vlaznamasa (g)  Suva masa (Q)

B 95+3° 3,09+0,022 31,12+0,82° 835,03+74,37% 4,63+0,12° 8,780+0,535%  0,283+0,013%  0,0488+0,0002°

0 H 89+32 3,1240,04° 28,91+0,802 743,16+47,42°% 4,53+0,19° 8,348+0,412%  0,254+0,016°  0,0509+0,0012°
K 90 +2% 3,12 +0,06®° 29,32+0,33% 771,69+35,12?% 4,12+0,11* 8,550+0,551%  0,262+0,009%  0,0457+0,0012 2

B 89+3" 3,15+0,06" 28,62+0,77° 49586+91,54° 3,96+0,28" 5591+1,019°  0,195+0,011°  0,0447 £0,0032°

100 H 85+3%® 3204005 27,24+0,63" 376,90+18,00% 3,88+0,13% 4,440+0,322%  0,179+0,009*  0,0457+0,0025 *
K 78462 3,36+0,082% 24,17+2,32% 304,65+41,37° 335+0,39°2 3,894+0,259%  0,171+0,017¢  0,0429+0,0017 ®

B 78 £1* 3,60+0,15° 23,26+0,43° 220,07+57,05° 3,54+0,15° 2,821+0,730°  0,128+0,016°¢  0,0453+0,0018°

200 H 87 #5° 3,14+0,04¢ 28,27+145°¢ 44536+3436¢ 4,31+0,24¢ 5,099+0,249°  0,228+0,006°  0,0493+0,0020°
K 73 +22  4,12+0,12°% 19,23+1,11°% 138,73+9,13% 3,07+0,22* 1,909+0,102¢  0,103+0,003*  0,0422+0,0017°

*Tretman: B - B. megaterium 6Z3, H - H. songnenensis 14KX2, K - kontrolna neinokulisana semena; Srednje vrednosti = SD (st dev) oznacene razli¢itim slovima se znac¢ajno
statisti¢ki razlikuju (p <0.05)



Slika 19: Efekat inokulacije H. songnenensis 14KX2 na klijavost suncokreta u uslovima 200
mMNaCl (H200) (gore); neinokulisana kontrolna semena (K200) (dole).

Inokulacija semena nije imala uticaj na duzinu klijanaca suncokreta u uslovima bez poviSene
koncentracije soli. Efekat inokulacije postaje izrazeniji sa dodatkom soli. Inokulacija sa B.
megaterium 6Z3 dovodi do povecanja duzine klijanaca suncokreta za 43% i 47% (na 100 i 200 mM
NaCl redom). Najistaknutiji efekat na biomasu biljaka (duzina klijanaca) zabeleZen je u tretmanu H.
songnenensis 14KX2 uz 200 mM soli gde su klijanci suncokreta veci za 167% u odnosu na kontrolne
(Tabela 30; Slika 19). Efekti inokulacije na vlaznu masu su vidljivi uz dodatak 200 mM NacCl, gde je
tretmanom sa B. megaterium 6Z3 vlazna masa poveéana za 24% a sa H. songnenensis 14KX2 za
121%. Suva masa klijanaca je veca u bakterijskim tretmanima bez dodate soli, dok pri 200 mM NaCl
statisticka razlika postoji samo kod tretmana H. songnenensis 14K X2,

5.6. Inkapsulacija odabranih halotolerantnih bakterija

Odabrani sojevi B. megaterium 6Z3 i H. songnenensis 14KX2, ¢iji su efekti na germinaciju i rani rast
klijanaca ispitani u prethodnom delu istrazivanja, inkapsulisani su tehnikom ekstruzije u alginatno
skrobnom matriksu. Dobijeni inkapsulati spakovani su u vakuum pakovanja i cuvani na dve razlicite
temperature, pri ¢emu je vijabilnost ¢elija pracena tokom godinu dana. Cilj je bio da se ispita uticaj
izabranog procesa inkapsulacije i ¢uvanja inkapsulata na prezivljavanje ¢elija tokom godinu dana,
radi kasnije potencijalne primene u formulaciji bioinokulanta.

5.6.1. Morfologija i aw vrednost inkapsulata

Proces ekstruzione inkapsulacije primenjen u ovoj tezi je relativno jednostavan i orijentisan je ka
primeni prirodnih materijala (alginat i skrob) u cilju dobijanja inkapsulata koji pored navedenih
zahteva nakon primene u zemljiStu se potpuno razgraduju, bez potencijalno Stetnih produkata
razgradnje.

Na Slici 20 prikazane su fotografije uzoraka nakon inkapsulacije (u vlaznom obliku) i inkapsulati
nakon susenja u susnici i procesom liofilizacije.

Inkapsulati u vlaznom stanju (Slika 20a) su bili uglavnom u obliku sfernih Cestica, dimenzija
6,01+0,38 mm.
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Slika 20. Mikrografije Cestica inkapsulata (svetlosna mikroskopija) a) Vlazni inkapsulat; b)
Inkapsulat dobijen suSenjem u susnici; c¢) Inkapsulat dobijen susenjem postupkom
liofilizacije.

Nakon suSenja u sus$nici, doslo je do smanjenja dimenzija Cestica (2,9+0,4 mm), uz formiranje
agregata Cestica (Slika 20b). S druge strane, liofilizovane Cestice (Slika 20c) su pokazale bolje
ocuvanje dimenzija u odnosu na polaze vlazne inkapsulate, pri ¢emu je srednja vrednost dimenzija
liofilizovanih inkapsulata iznosila 4,3+0,6 mm.

X350  50pm- [~

X30 20k X350 .~ 50pm 20kV X350 .. 50pm

Slika 21. Mikrografije Cestica inkapsulata (Skenirajuca elektronska mikroskopija-SEM). a)
Inkapsulat dobijen suSenjem u susnici; b) povrsina inkapsulata dobijenog suSenjem u
susnici; €) povrSina preseka inkapsulata dobijenog susenjem u susnici; d) Inkapsulat
dobijen susenjem postupkom liofilizacije; €) povrsina inkapsulata dobijenog suSenjem
postupkom liofilizacije; f) povrSina preseka inkapsulata dobijenog susenjem
postupkom liofilizacije.

Usled relativno velikog poroziteta (Slika 21, e, f) u odnosu na inkapsulate suSene u susnici,

liofilizovani inkapsulati su bili manje mehanic¢ki stabilni i prilikom pakovanja i generalno

manipulacije je primeéeno njihovo oste¢enje. Vrednosti aktivnosti vode su se kod uzoraka osusenih

u susnici kretali u granicama 0,177-0,201, dok je uzorak dobijen susenjem postupkom liofilizacije

pokazao aw vrednost od 0,155.
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5.6.2. Uticaj procesa inkapsulacije i skladiStenja na prezivljavanje bakterijskih kultura

Brojnost bakterija u te¢noj kulturi B. megaterium 6Z3 koris¢enoj za inkapsulaciju bila je 3,8x10’
CFU/ml, dok je brojnost H. songnenensis 14K X2 pre inkapsulacije bila 1,8x10” CFU/m.

Brojnost inkapsulisanih H. songnenensis 14KX2 nakon susenja iznosila je 5,8x108. Temperatura
Cuvanja je imala statistiCki znacajnog efekta na prezivljavanje inkapsulisanog H. songnenensis
14K X2 tokom prvih sedam dana. Nakon Sest meseci i godinu dana uticaj temperature nije se pokazao
statisti¢ki znacajnim za prezivljavanje inkapsulisanog H. songnenensis 14KX2. Nakon godinu dana
na sobnoj temperaturi vijabilno je 90%, dok se na 4°C ocuvalo 91% pocetne populacije bakterija
(Tabela 31).

Tabela 31: Brojnost bakterija u inkapsulatima tokom ¢uvanja (log10 CFU/g inkapsulata). Prikazane
su srednje vrednosti tri ponavljanjatSD (standardna devijacija).

Brojnost bakterija CFU/g

Soj H. songnenensis 14KX2 | B. megaterium 6Z3
Temperatura ¢uvanja sobna 4°C sobna 4°C

7 dan 8.69+0.03% 8.53+0.04° | 7.96+0.24% 8.28+0.04%
6 meseci 8.60+0.04% 8.50+0.18? | 7.62+0.03% 8.21+0.14°
12 meseci 7.90+0.04* 7.834£0.13% | 7.77+0.07* 7.68+0.14%

* Vrednosti obelezene istim malim slovom kod iste bakterije i istog vremenskog perioda nisu
statistickiznacajno razlicite (p < 0,05);

Brojnost inkapsulisanih B. megaterium 6Z3 nakon susenja iznosila je =1,9x10® CFU/g. Temperatura
Cuvanja je imala statisticki znacajan uticaj na prezivljavanje inkapsulisanih B. megaterium 6Z3 tokom
Sest meseci, pri cemu je veci broj bakterija preziveo tokom ¢uvanja na 4°C (Tabela 31). Nakon godinu
dana ocuvano je 90% pocetne populacije inkapsulisanih B. megaterium 6Z3, pri ¢emu temperatura
nije imala statisti¢ki zna¢ajan uticaj na prezivljavanje.

Kao $to je ve¢ objasnjeno u 5.6.1., liofilizovani inkapsulati su pokazali nezadovoljavajuéu mehanic¢ku
stabilnost tokom pakovanja i skladistenja. 1z ovog razloga, dati inkapsulati nisu dalje testirani na
preZivljavanje bakterijskih ¢elija tokom skladiStenja.
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6. DISKUSIJA

U cilju §to potpunijeg razumevanja reakcije biljaka na promene u okruzenju ili stresne uslove,
potrebna je primena ckofizioloskog pristupa, koji uzima u obzir i ekoloske interakcije. Navedeni
pristup je doveo do rezultata koji ukazuju na kljuénu ulogu mikrobne zajednice koja je povezana sa
biljkama u prilagodavanju biljaka uslovima stani$ta (Coleman-Derr i Tringe, 2014; Yuan et al., 2016).
Stoga su osnovni ciljevi u okviru ove disertacije bili orijentisani ka proucavanju diverziteta bakterija
asociranih sa biljkama zaslanjenih stanista 1 ispitivanju PGP svojstava izolata koji bi se potencijalno
iskoristili za ublazavanje efekata stresa izazvanog poveéanim salinitetom na useve. Kako bi se dobio
Sto potpuniji uvid u sastav i funkcije autohtone zajednice bakterija zaslanjenih stanista, odabrano je
podrugdje prirodne slatine Slano Kopovo jedinstvene slatinske vegetacije. U istrazivanju je koris¢eno
zemljiste i1 rizosfera biljaka razli¢itih morfoloskih karakteristika koje oslikavaju razlicite adaptacije
koje su biljke razvile za prezivljavanje na slanom stanistu.

6.1. Biljke prorodne slatine Slano Kopovo kao potencijal za izolaciju HT PGP bakterija

Slatinska zemljista nisu pogodna za poljoprivrednu proizvodnju, ali predstavljaju vredne ekosisteme
koje naseljavaju specijalizovani organizmi. Na sastav i dinamiku slatinskih biljnih zajednica uti¢u
koli¢ina vlage i soli u zemlji$tu zajedno sa osobinama mikroreljefa (Zeremski et al., 2021). Tako se
na periodi¢no plavljenom slanom zemljistu mogu javiti endemiCni predstavnici sukulentnih
higrohalofita.

U okviru ovog istrazivanja, S. maritima, S. europaea i C. annua su uzorkovane na izrazito alkalnom
zemljistu na obodu slanog jezera (pH 9,7) (Slika 3). Sve tri biljke pripadaju familiji Chenopodiaceae
koja obuhvata veliki broj halofita sa brojnim histo-anatomskim strategijama koje im omoguéavaju
opstanak u su$nim i zaslanjenim sredinama (Grigore i Toma, 2007). S obzirom da su predstavnici
obligatnih halofita sa visokim nivoima tolerancije na so, njihov rast je stimulisan u prisustvu NaCl u
zemljistu (Rozema i Schaat, 2013). Jedino staniSte S. europaea u Srbiji je u Slanom Kopovu
(Zeremski et al., 2021). Ova biljna vrsta pokazuje nabolji rast pri koncentracijama 200-400 mM NacCl,
dok pri 1M NaCl slabije raste (Cardenaz-Perez et al., 2022). Zarazliku od S. europaea i S. maritima
koje su karakteristi¢ne za soloncake (Zeremski et al., 2021), C. annua moze da raste u Sirokom opsegu
slanih staniSta: na solon¢acima, umereno vlaznim, i manje slanim solonjecima (Lukovi¢, 2019),
livadama, slanom pesku kao i1 u naseljenim podruc¢jima (Todorovi¢ et al., 2022).

Udaljavanjem od jezera i smanjenjem koli¢ine vlage razvija se vegetacija slanih pasnjaka i tu su
uzorkovane halofite A. santonicum, P. schwarzenbergiana i L. gmelinii. Najdalje od jezera su
uzorkovane H. geniculatum (sin. H. hystrix) i A. eupatoria (Slika 3). P. schwarzenbergiana (Jankovic¢
i Gaji¢, 1974) (Svarcenbergova bokvica), A. eupatoria (petrovac) i A. santonicum (slatinski pelin)
koje pripadaju grupi lekovitih biljaka. P. schwarzenbergiana je visegodisnja halofilna endemicna
vrsta za Srbiju (lanovici, 2011) koja pripada kseromezofilnim vrstama. P. schwarzenbergiana raste
na alkalnim zemljiStima sa visokim sadrZzajem soli i nedostatkom vlage tokom letnjih meseci, Cesto
se javljajuci sa sli¢énim kseromezofilnim vrstama kakva je H. hystrix (lanovici, 2011). A. eupatoria
pripada kosmopolitskom flornom elementu i moZe se naci pored puteva, u suSnim staniStima,
livadama i Sumama (Gaji¢, 1972) i ne pripada halofitama. A. santonicum deo je evroazijskog floralnog
elementa i naseljava slana zemljista, suva ali i1 vlazna alkalna stanista, pustinje i stepe pored morskih
obala (Gaji¢ et al., 1975). H. geniculatum (sin. H. hystrix) je jednogodiSnja vrsta koja se moze naci
na mestimi¢no slanim i1 suSnim livadama, nasipima, utrinama, peskovitim podru¢jima (Cincovi¢ i
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Koji¢, 1976). H. geniculatum (sin. H. hystrix) je obigatna halofita koji naseljava blago do umereno
slana zemljiSta tipa solonjec i1 najviSe se razvija na paSnjacima sa intenzivnom ispasom (Elia$ Jun et
al., 2013). Vec¢ina Limonium vrsta (Plumbaginaceae) su endemic¢ne za slana stanista, dok se L.
gmelinii isti¢e po sposobnosti da uspeva u kontinentalnim slanim ekosistemima zahvaljujuci
specijalizovanim strukturama na povrsini svog tkiva - sonim zlezdama, koje im omogucavaju
regulaciju i eliminaciju viska soli iz tkiva (Honfi et al., 2023). Rezultati Honfi et al. (2023) pokazali
su da je rast L. gmelinii optimalan pri nizim koncentracijama soli u opsegu 50-150 mM NaCl dok su
visoke koncentracije soli (500 mM) imale negativan efekat na rast.

Sa ciljem sveobuhvatnog uvida u diverzitet mikroorganizama odabrane su biljke sa razli¢itih delova
slatinskog ekosistema, ukljucujuci periodi¢no plavljeno zemljiste na obodima jezera kao i suSnije
delove koje naseljavaju kserofilnije vrste poput H. geniculatum (sin. H. hystrix) i P.
schwarzenbergiana. Biljke koriS¢ene u ovom istrazivanju poseduju razli¢ite mehanizme za
toleranciju povisenih koncentracija soli u zemljistu kao §to je sukulentnost (S. europaea, C. annua,
S. maritima) ili izlu¢ivanje viska soli preko sonih Zlezda (L. gmelinii). Koncentracije soli u tkivima
ovih halofita mogu biti ve¢e nego u rizosferi, Sto moze uticati na razvoj drugacijih endofitnih
zajednica. A. eupatoria ne pripada halofitama, ali zajedno sa P. schwarzenbergiana i A. santonicum
pripada grupi lekovitih biljaka koje zahvaljujuéi raznovrsnim metabolitima mogu da uticu na sastav
mikrobnih zajednica sa kojima su povezane.

6.2. Bakterijski mikrobiom zaslanjenog zemljista i rizosfere

U prirodnim ekosistemima dugotrajno delovanje biotickih i abiotickih sredinskih faktora oblikuje
mikrobne zajednice dajuéi prednost predstavnicima sa adaptacijama za prezivljavanje u uslovima
specifi¢nog stanista. Tako u prirodnim slatinama, izlozenost solima u zemljistu u velikoj meri utice
na selekciju biljne i prate¢e mikrobne zajednice.

6.2.1. Diverzitet bakterijskih zajednica u zaslanjenom zemljistu

Ranija istrazivanja su ukazivala da koli¢ina soli ima dominantan uticaj na mikrobni diverzitet u
zemljistu u poredenju sa pH, temperaturom i ostalim fizicko-hemijskim faktorima (Lozupone i
Knight, 2007; Canfora et al., 2014). Medutim, u prirodno zaslanjenim zemljiStima u uslovima
relativno stabilne koncentracije soli, fizicke odlike zemljista zajedno sa koli¢inom organske materije
znacajno uticu na sastav mikrobne zajednice (Li et al., 2018; Zhang et al., 2024).

Karakteristike bakterijske zajednice, njihova struktura i aktivnosti, mogu pruZiti dragocene uvide u
sposobnost zemljista da podrzi rast i razvoj biljaka i obavljanje ostalih ekosistemskih funkcija (Wang
et al., 2020). Na osnovu indeksa alfa diverziteta koji opisuju bogatstvo i distribuciju OTU u uzorcima
zemljiSta, najveci diverzitet bakterijskih zajednica je u uzorku Z2 sa koga su uzorkovane sukulentne
halofite. Zemljiste Z1 uzorkovano u blizini A. santonicum ima najnize indekse diverziteta, §to moze
biti posledica lokalno nepovoljne kombinacije fizicko-hemijskih faktora kao Sto je koli¢ina soli,
vlage, pH i dostupne organske materije u ovom zemljistu. Pored fizicko-hemijskih faktora, pokrovna
vegetacija ima veliki uticaj na sastav mikrobnih zajednica (Kawash et al. 2023; Wang et al., 2024b)
stoga razlika u diverzitetu moze biti posledica i alelopatskog uticaja sekundarnih metabolita koje
biljka luci u okolno zemljiste.

PCoA analiza beta diverziteta pokazala je da se uzorak zemljiSta iz okoline sukulenta isti¢e po
diverzitetu 1 ukupan profil bakterijske zajednice je drugaciji u odnosu na ostala dva uzorka. Kao
funkcionalni odgovor bakterijske zajednice na promene faktora spoljasnje sredine kao $to je salinitet,
dolazi do promene beta diverziteta, dok su vrednosti alfa diverziteta stabilnije i sporije se menjaju u
slanim 1 alkalnim zemljistima (Wang et al., 2020). Ovo moze biti posledica uticaja biljne vrste u
kombinaciji sa abioti¢kim faktorima koji zajednicki uti¢u na formiranje mikrobnih zajednica.
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Dominantni razdeli u uzorcima zemljiSta iz Slanog Kopova su: Actinobacteria, Proteobacteria,
Acidobacteria i Chloflexi prac¢eni Bacteroidetes, Firmicutes i Gemmatomonadetes (Prilog 9.1, Tabela
P1) koji su opisani kao dominantni u istrazivanjima mikrobioma i drugih zaslanjenih zemljista. Prema
Ma i Gong (2013), Sest bakterijskih razdela preovladujuu zaslanjenim zemljiStima (Proteobacteria,
Actinobacteria, Firmicutes, Acidobacteria, Bacteroidetes i Chloroflexi), §to potvrduju i rezultati ovog
istrazivanja. Proteobacteria su navedene kao uobicajen i vecinski razdeo u zaslanjenim zemljiStima
(Valenzuela-Encinas et al., 2009; Ma i Gong 2013; Canfora et al., 2014; Wang et al., 2020; Dong et
al., 2022).

Elektroprovodljivost (EC) zemljista na lokalitetu Slano Kopovo iznosi 5,42 dS m™ (Lukovi¢, 2019),
$to ga svrstava u kategoriju umereno slanih zemljista (Richards, 1954). Valenzuela-Encinas et al.
(2009) su istakli da su Actinobacteria bile prisutne u zemljistima sa niskom i umerenom koli¢inom
soli (EC 0,68 i 56 dS m™), dok u ekstremno zaslanjenim zemljistima nisu detektovane (159 dS m™).
U uzorcima zemljista Slanog Kopova predstavnici Actinobacteria zauzimaju visok udeo, veci od
Proteobacteria (Prilog 9.1, Tabela P1), §to je u skladu sa zaklju¢kom Valenzuela-Encinas et al. (2009).
Predstavnici Actinobacteria imaju znacajnu ulogu u razlaganju slozenih organskih jedinjenja
povecavajudi sadrzaj organske materije, mikro i makroelementa Sto pozitivno uti¢e na rast i prinos
biljaka (Boukhatem et al., 2022).

Proteobacteria obuhvataju veliki broj halofilnih predstavnika i zabelezene su u zemljiStima razli¢itog
nivoa zaslanjenosti (Canfora et al., 2014). Dominantna klasa Proteobateria u svim uzorcima zemljista
sa Slanog Kopova su Alphaproteobacteria koja obuhvata brojne predstavnike azotofiksatora (Prilog
9.1, Tabela P1). Prema Valenzuela-Encinas et al. (2009) klasa Alphaproteobacteria je najzastupljenija
u zemljiStima sa umerenom koli¢inom soli dok Gammaproteobacteria dominira u zemljistima sa
visokom i niskom koncentracijom soli. U analizi slanog zemljiSta koje okruzuje pustinjske halofite
(Li et al., 2018) Gammaproteobacteria i Bacilli su klase sa najve¢im udelom.

U istrazivanju u okviru ove disertacije Bacilli su dominantna klasa razdela Firmicutes, c¢ija
zastupljenost ne prelazi 4,7%, $to je manje od udela ovog razdela dobijenog ranijom analizom slanih
zemljista (Canfora et al., 2014). Tre¢i razdeo po ucestalosti u zemljistu iz Slanog Kopova su
Acidobacteria, §to je u skladu sa rezultatima koje su dobili Canfora et al. (2014) u analizi slanih
zemljista u Italiji. Razdeo Chloroflexi obuhvata bakterije pronadene u hiperslanim otpadnim vodama
kao i u slanom zemljistu (Ma i Gong, 2013; Canfora et al., 2014) i ima veliku relativnu zastupljenost
u uzorcima zemljista sa Slanog Kopova (minimum 6,5%). Chloroflexi su metaboli¢ki raznovrsna
grupa koja obuhvata heterotrofe, litotrofe i fototrofne bakterije sa aerobnim i anaerobnim
predstavnicima koji naseljavaju oligotrofne ekoloske niSe (Islam et al., 2019). Bacteroidetes i
Gemmatimonadetes su vazni ucesnici u biogeohemijskim ciklusima u zemljiStima sa visokom
koncentracijom soli (Fierer et al., 2007; Ma i Gong, 2013) i u ovom istraZivanju su detektovani u
svim uzorcima zemljiSta. Sa druge strane, Verrucomicrobia koji se isticu po zastupljenosti kod
Canfora et al. (2014), u ovom istraZivanju su subdominantan razdeo koji samo u zemljistu koje je
uzorkovano oko H. geniculatum (sin. H. hystrix) (Z3) prelazi 1% udela. Koli¢ina soli u zemljistu ne
utice na distribuciju Verrucomicrobia koji prezivljavaju u razli¢itim uslovima zaslanjenosti,
zahvaljujuci bliskoj povezanosti sa organskom materijom 1 direktnim uceSc¢em u ciklusu ugljenika
(Canfora et al., 2014). Verrucomicrobia ¢iji predstavnici mogu da prebrode stres izazvan poveéanim
salinitetom oslanjajuci se na resurse kao §to je organski ugljenik predstavljaju primer koji ukazuje da
salinitet nije presudan faktor koji uti¢e na distribuciju odredene grupe u slanom zemljistu. Diverzitet
mikrobnih zajednica u slanim zemljiStima uslovljen je kombinacijom sredinskih faktora, tako da
smanjenu relativnu ucestalost pojedinih grupa u zemljistu mogu da izazovu i drugi nepovoljni uslovi
sredine pored povisene koncentracije soli.

Cyanobacteria, Planctomycetes i Saccharibacteria su razdeli detektovani u svim uzorcima sa Slanog
Kopova zajedno sa Nitrospirae koji je subdominantni razdeo (<1%). Nitrospirae su
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hemolitoautotrofni razdeo bakterija koje oksiduju nitrite u slanom zemlji$tu i imaju znac¢ajnu ulogu u
biogeohemijskim procesima (Canfora et al., 2014) dok razdeo Planctomycetes obuhvata predstavnike
koji sporo razlazu razli¢ite polimere i1 prvobitno su opisani kao vodeni mikroorganizmi (Buckley et
al., 2006).

Trivedi et al. (2016) su primetili da se sa smanjenjem udela Cyanobacteria povecava udeo

odnos ova dva filuma moze da posluzi kao rani indikator narusavanja kvaliteta i zdravlja zemljista.
Udeo Cyanobacteria prelazi 1% u uzorcima zemljista oko A. santonicum i sukulentnih halofita (Z1 i
Z2) dok su Chloroflexi Cetvrti razdeo po zastupljenosti u svim uzorcima zemljiStima iz Slanog
Kopova. Polaze¢i od Trivedi et al. (2016) prisustvo Cyanobacteria moze da ukazuje na stabilnije
uslove i zdraviji ekosistem u zemljistu Z1 1 Z2 u poredenju sa Z3 gde Cyanobacteria nisu detektovane.

U zaslanjenim zemljiStima heterogenog sastava, bakterijske zajednice se razvijaju prilagodavajuci se
specifiénim uslovima mikrohabitata koji se medusobno razlikuju po fizi¢ko-hemijskim faktorima i
sadrzaju nutrijenata (Canfora et al., 2014). To moze da objasni prisustvo i udeo razdela koji nisu bili
ranije povezivani sa zaslanjenim staniStima (Nitrospira) ili koji su zastupljeni u Sirokom rasponu
zaslanjenosti zemljista (Proteobacteria) (Canfora et al., 2014). Planctomycetes, Proteobacteria i
Bacteroidetes su dominantni razdeli u slanim zemljiStima prema Wang et al. (2020). Promene fizicko-
hemijskih faktora u zemljiStu kao §to je salinitet ili koli¢ina nutrijenata i vlage imaju znacajan uticaj
na dinamiku 1 sastav bakterijske zajednice u zaslanjenim zemljiStima. Povecanje saliniteta uzrokuje
promene u zastupljenosti dominantnih razdela u slano-alkalnim zemljistima, pri ¢emu dolazi do
smanjenja udela Planctomycetes i Bacteroidetes 1 povecava udeo Proteobacteria i Firmicutes (Wang
et al., 2020).

Uzorak zemljiSta iz okruZenja sukulentnih biljaka (Z2) ima najvece bogatstvo familija koje su
ravnomernije rasporedene, tj. imaju manje i ujednacenije relativne ucestalosti (Tabela 8) Sto je u
skladu sa dobijenim vrednostima indeksa diverziteta za uzorke zemljista (Tabela 7). Uzorak okolnog
zemljista A. santonicum (Z1) ima nizi diverzitet sa manjim brojem familija koje imaju veéu relativnu
ucestalost, Sto ukazuje na bolje adaptacije njihovih predstavnika na uslove u zemljistu 1/ili specifi¢ne
ekosistemske usluge koje pruzaju u staniStu. Familije zastupljene sa najveim udelom u
mikrobiomima zemljista su neidentifikovane, sa poznatim viS§im taksonomskim nivoom (NA
(Acidobacteria), NA (Acidimicrobiales), NA (Gaiellales), NA (Solirubrobacterales), NA
(Chloroflexi), NA (Gemmatimonadetes) (Tabela 8), pri ¢emu je njihov udeo najveci u okruZzenju A.
santonicum (Z1). Veliki procenat neidentifikovanih taksona predstavlja neistrazeni mikrobni resurs
sa potencijalno novim taksonima, S$to predstavlja znacajnu osnovu za buduca istraZivanja.
Acidobacteria imaju zna¢ajan udeo u zemljiSnim mikrobnim zajednicama Slanog Kopova (Tabela 8)
medutim, ve¢ina sekvenci Acidobateria je nepoznata do nivoa roda. Najveci broj podataka o razdelu
Acidobacteria dobijen je metagenomskim analizama, buduci da je mali broj predstavnika moguce
gajiti standardnim tehnikama kultivacije. Iako su Siroko zastupljeni u razli€itim tipovima zemljista,
uloga 1 ekologija predstavnika ovog razdela su ve¢inom nepoznate. Uglavnom se kultiviSu u uslovima
niskog sadrZaja organske materije i smatraju oligotrofnim filumom (Fierer et al., 2007) iako to ne
mora biti odlika svih predstavnika (Kielak et al., 2016). Analize njihovih genoma su dale podatke o
enzimskoj aktivnosti, produkciji EPS kao i lu¢enju siderofora (Kielak et al., 2016). Predstavnici
Acidobacteria razlazu tesko razgradiva jedinjenja 1 veliki udeo ovog razdela u slanim zemljiStima
ukazuje na vaznu ulogu u stabilnosti i funkcionalnosti ekosistema slanih zemljiSta koju ostvaruju
uceS¢em u kruzenju nutrijenta. Jedini detektovani rodovi Acidobacteria u ovom istraZivanju sa
udelom >1% su Balastocatella, hemoorganoheterotrofi koji razlazu kompleksne supstrate izolovane
iz suS$nih savanskih zemljista (Foesel et al., 2013) i Bryobacter identifikovani kao spororastuce,
hemoorganotrofne bakterije tresetnih stanista (Kulichevskaya et al., 2010).
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Za mnoge familije razdela Actinobacteria i rodove detektovane u okviru njih u ovom istrazivanju,
kao $to su Acidimicrobiaceae (llumatobacter), Propionibacteriaceae (Microlunatus), Gaiellaceae
(Gaiella) i Solirubrobacteraceae (Solirubrobacter), nema podataka o potencijalnim PGP odlikama.
Haloalkalifilni Nitriliruptor i Euzebya su u prethodnim istrazivanjima zabelezeni u zaslanjenim
zemljistima, kao i Rubrobacter i Solirubrobacter (Ma i Gong, 2013). Rubrobacter ima potencijal u
bioremedijaciji organskih zagadivaca, dok je Euzebya prvobitno opisana kao aktinobakterija
asocirana sa morskim organizmima (Ma i Gong, 2013). U okviru razdela Chloroflexi, sekvence sa
najve¢im udelom nisu identifikovane do nivoa familije. U uzorku zemljista iz okoline sukulenata (Z2)
detektovan je rod Anaerolinaea (Tabela 9), koji predstavlja anacrobne oligotrofe uobiCajene u
morskim sedimentima (Islam et al., 2019) ali i u slanim zemlji§tima (Ma i Gong, 2013). Ekoloski
raznovrstan rod Skermanella familije Rhodospirillaceae obuhvata hemoorganotrofne vrste rezistentne
na antimon iz zemljiSta rudnika (Luo et al., 2012) izolovane ¢ak i iz vazduha (Weon et al., 2007).
Rod Skermanella je detektovan u svim uzorcima zemljista u Slanom Kopovu (Tabela 9) dok je
Sphingomonas istaknut u uzorku zemljista na kojem je rastao H. geniculatum (sin. H. hystrix) Z3
(2,8%) ranije zabeleZen kao rasprostranjen u zaslanjenim staniStima (Farias et al. 2011).

6.2.2. Diverzitet bakterijskih zajednica u rizosferi

Mikrobne zajednice rizo- i endorizosfere nastaju pod uticajem pedoloskih faktora i faktora koji poti¢u
od biljke, §to rezultuje odredenom filogenetskom strukturom sa dominantnim razdelima (Bulgarelli
etal., 2013, Bekker et al., 2013). Vrsta i tip korenskih eksudata razlikuju se medu halofitama na istom

staniStu i uticu na razlike u mikrobnim zajednicama izmedu rizosfere i okolnog zemljista (Zhao et al.,
2022).

Rizosfera veéine analiziranih biljaka u ovom istrazivanju odlikuje se bogatijim diverzitetom
bakterijskih zajednica u poredenju sa okolnim zemljistem. Biljka preko korena izlucuje u rizosferu
do 40% produkata fotosinteze, stoga obilje hranljivih materija objasnjava veliku zastupljenost i
diverzitet mikroorganizama (Berendsen et al., 2012). Medutim, promene u relativnoj zastupljenosti
na nivou razdela izmedu zemljista i rizosfere variraju medu razliitim biljkama, Sto pokazuje slozen
uticaj biljke 1 ostalih faktora sredine na zajednicu bakterija. Zajednicko za sve rizosferne mikrobiome
je povecanje udela Proteobacteria i Firmicutes kao i smanjenje udela Actinobacteria (sa izuzetkom
rizosfere S. europaea) u odnosu na okolno zemljiste. Medutim, istrazivanje Zhao et al. (2022)
pokazuje da ovi odnosi zavise od biljne vrste. U njihovom radu se u rizosferi Suaeda salsa takode
povecao udeo Proteobacteria, ali se udeo Firmicutes i Actinobacteria smanjio, kod Phragmites
communis nema vecih razlika dok se kod Aeluropus sinensis udeo Proteobacteria smanjio. Rizosfere
biljaka A. santonicum i L. gmelinii imaju sve vrednosti alfa diverziteta vece u poredenju sa okolnim
zemljistem sa koga su uzorkovane. Svi razdeli koji su dominantni u zemljiStu su prisutni u rizosferi
A. santonicum i L. gmelinii, ali uglavnhom sa promenjenim udelom S$to ukazuje da razlike u
zastupljenosti mogu biti posledica razli¢itiog sastava biljnih eksudata. Sastav biljnih eksudata varira
od biljke do biljke i uti¢e na zastupljenost mikroorganizama u blizini korena (Berg i Smalla, 2009).
Udeo Actinobacteria, koje su dominirale u uzorcima zemljista, u rizosferi se smanjuje i to kod A.
santonicum za polovinu, §to moze da bude posledica (alelopatskog) negativnog uticaja korenskih
eksudata na rast ove grupe mikroorganizama. Udeo Acidobacteria se povecava u rizosferi obe biljke
(Prilog 9.1, Tabela PS5), Sto moze da bude posledica prisustva specifinih supstrata za rast
predstavnika ove grupe bakterija. Pored Firmicutes i Proteobacteria, udeo Gemmatimonadetes,
Planctomycetes i Verrucomicrobia raste u rizosferi A. santonicum i L. gmelinii, u poredenju sa
zemljiStem.
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U nekim slucajevima mikrobne zajednice zemljiSta imaju vece bogatstvo i diverzitet od rizosfere
(Bulgarelli et al., 2012; Tian i Zhang, 2017; Zhao et al., 2022), kao S$to je slucaj sa mikrobiomima
rizosfere S. europaea i C. annua u ovom istrazivanju. Najveca promena u rizosferi sukulentnih biljaka
u odnosu na okolno zemljiSte je povecanje udela Proteobacteria koje je najizrazenije u rizosferi C.
annua, gde se udeo Proteobacteria povecava duplo, a klase Betaproteobacteria deset puta u odnosu
na zemljiste (Prilog 9.1, Tabele P1, P5). U rizosferi sukulentnih biljaka udeo Acidobacteria je manji
od okolnog zemljista, kao i Saccharibacteria, Gemmatimonadetes, Cyanobacteria i Chloroflexi.
Sli¢ne rezultate su dobili Peng et al. (2022) analizom mikrobioma dve sukulentne vrste roda Suaeda,
kod kojih se udeo Proteobacteria u rizosferi povecava dok se Acidobacteria smanjuje u odnosu na
okolno zemljiste. U istom radu, u poredenju sa okolnim zemljiStem u rizosferi se udeo razdela
Gemmatimonadetes, Verrucomicrobia i Firmicutes povecava dok je zastupljenost Bacteroidetes i
Chloroflexi slicna u obe analizirane ekoloske nise. Rizosferni mikrobiomi P. schwarzenbergiana i H.
geniculatum (sin. H. hystix) se razlikuju medusobno i u odnosu na okolno zemljiste sa koga su
uzorkovane (Slika 8). U oba uzorka rizosfere smanjen je udeo razdela Acidobacteria, dok se udeo
Bacteroidetes, Firmicutes i Verrucomicrobia povecava. Pored pomenutih, najuocljivije razlike u
rizosfernom mikrobiomu P. schwarzenbergiana su: smanjenje Actinobacteria, dupliranje udela
Firmicutes i povecanje zastupljenosti Proteobacteria, posebno Gammaproteobacteria. U mikrobiomu
rizosfere H. geniculatum (sin. H. hystix) udeo Actinobacteria i Proteobacteria se ne razlikuje znacajno
u odnosu na okolno zemljiSte (Prilog 9.1, Tabele P1, P5). Najveée razlike primecene su u
zastupljenosti Firmicutes ¢iji udeo je u odnosu na zemljiste Cetiri puta veci, a u odnosu na P.
schwarzenbergiana duplo veci.

Xavier et al. (2024) isti¢u Proteobacteria, Actinobacteria i Acidobacteria kao razdele koji ¢ine core
mikrobiom rizosfere halofita, dok se njihov udeo kao i dominantni predstavnici razlikuju u zavisnosti
od biljne vrste. Varijacije u sastavu bakterijskih mikrobioma rizosfere odrazavaju potencijalne
funkcionalne razlike koje ukazuju na prilagodavanje na specifi¢ne uslove stanista kao $to je salinitet
ili sadrzaj odredenih nutrijenata kao Sto su K ili P (Xavier et al., 2024). Varijacije u mikrobnim
zajednicama rizosfere i zemljista medu biljkama ukazuju da tip zemljista kao 1 vrsta biljke imaju
znacajan efekat na bakterijske zajednice rizosfere. Kao §to je istaknuto u Berg i Smalla (2009), ne
postoji opsti princip o “klju¢nom igracu” u oblikovanju rizosfernih mikrobioma, ve¢ 1 zemljiste 1
biljka mogu dominirati u zavisnosti od biotickih 1 abiotickih uslova.

PCoA analiza beta diverziteta rizosfere odabranih biljaka pokazuje jasnu razliku u mikrobioloskom
profilu zajednice sukulentnih biljaka, sa jedne i svih ostalih biljaka, sa druge strane (Slika 8). U grupi
sukulentnih prema celokupnom profilu mikrobioma se razlikuje rizosfera S. europaea, dok su profili
rizosfere C. annua i S. maritima sli¢ni. Do sada postoje istrazivanja koja opisuju rizo- i endofitne
mikrobiome predstavnika S. europaea (Szymanska et al., 2018; Furtado et al., 2019; Yammamoto et
al., 2018; Yammamoto et al., 2020; Wang et al., 2024b; Abdelfadil et al., 2024), dok nekoliko
istrazivanja opisuju endofitnu (Yuan et al., 2016; Wang et al., 2021) 1 rizosfernu mikrobiotu (Peng et
al., 2022; Wang et al., 2024; Abdelfadil et al., 2024) povezanu sa predstavnicima roda Suaeda. U
literaturi nema podataka o bakterijskim zajednicama rizosfere i endorizosfere S. maritima i C. annua.
Ovim istrazivanjem po prvi put je dobijen uvid u sastav bakterijskih zajednica rizo- i endorizosfere
S. maritima i C. annua zajedno sa S. europeaea na istom stanistu. Postoje podaci o bakterijskim
zajednicama rizosfere i okolnog zemljista predstavnika Artemisia (Aidah et al., 2021), dok u je u radu
Li et al. (2018) opisan mikrobiom rizosfere i okolnog zemljiste L. gmelinii. U dostupnoj literaturi ne
postoje podaci o bakterijskim zajednicama asociranim sa ostalim biljkama koriS¢enim u ovom
istrazivanju.

Rezultati analize beta diverziteta za ostale biljke u ovom istrazivanju, pokazuju da su blisko
pozicionirane rizosferne zajednice A. santonicum i L. gmelinii koje su uzorkovane na istom lokalitetu.
Njima bliska je rizosfera A. eupatoria koja se ne smatra halofitom. Sli¢nost mikrobioloskih profila je
u tom slucaju posledica izlozenosti istim uslovima u zemljiStu, pre nego uticaja biljne vrste. Zajednice
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rizosfere H. geniculatum (sin. H. hystix) i P. schwarzenbergiana su odvojene medusobno kao i od
ostalih nesukulentnih biljaka §to moze biti posledica kako edafskih faktora na lokalitetu uzorkovanja
(Z3), tako i uticaja biljne vrste.

Neidentifikovane familije Acidobacteria (NA (Acidobacteria) i NA (Holophage)) zauzimaju veliki
udeo u zajednicama rizosfere A. santonicum i L. gmelinii, ve¢i nego u okolnom zemljistu, $to ukazuje
na dominantnu ulogu biljke u pove¢anju njihovog udela u zoni korena. Istaknuta odlika rizosfere A.
santonicum je najveéi udeo Bacillaceae sa rodom Bacillus (9,3%) Cije su vrste poznate kao bakterije
stimulatori biljnog rasta i biokontrolni agensi (Ait Bessai et al., 2023) i Planctomycetaceae (3,6%)
razdela Planctomycetes. Prema Kaboré et al. (2020), Planctomycetes su uglavnhom asocirane sa
predstavnicima Alphaproteobacteria, pracene Bacteroidetes i Verrucomicrobia koji u slozenim
zajednicama imaju ulogu u snabdevanju nutrijentima. U rizosferi A. santonicum, dominantna klasa je
Alphaproteobacteria (18,5%) sa istaknutim udelom neidentifikovanog roda NA (Rhodospirillales) i
Sphingomonas koji obuhvata ucesnike u kruzenju azota u zemljiStu i umerenim nivoom
halotolerancije (Yang et al., 2017). Udeo Sphingomonas se uve¢ao sa pove¢anjem koncentracije soli
u rizosferi kikirikija $to ukazuje na ulogu u povecanju otpornosti biljke u uslovima stresa (Xu et al.,
2020).

Rizosfera L. gmelinii isti¢e se po bogatstvu OTU i diverzitetu sa najve¢im brojem identifikovanih
familija i rodova (>1%). Visoka vrednosti PD whole tree indeksa u rizosferi L. gmelinii istice
filogenetsku udaljenost bakterija, Sto ukazuje na izrazenu kompeticiju za resurse usled naseljavanja
istih ekoloskih nisa (Yuan et al., 2016). Prema Yuan et al. (2016) kompeticija je dominantan
mehanizam koji oblikuje rizosferne mikrobne zajednice, dok u zemljiStu i1 endorizosferi delovanjem
dominantnih bioti¢kih (genetika biljke) i abiotickih (npr. zaslanjenost) faktora dolazi do filogenetskog
grupisanja. Rizosfera L. gmelini je pokazala veéi diverzitet bakterijskog mikrobioma u odnosu na
okolno zemljiste ali i ostale analizirane halofite (Li et al., 2018), sli¢no rezultatima dobijenim u ovom
istrazivanju. Medutim, postoje razlike u udelima dominantnih razdela i nizih taksonomskih
kategorija. Kod Li et al. (2018) dominantni razdeli u zemljistu na kome raste L. gmelinii su
Proteobacteria i Firmicutes. Primetan je porast diverziteta od zemljista ka rizosferi, Sto se vidi po
smanjenju dominacije odredenih grupa, ve¢em bogatstvu kao i ujednacenijoj distribuciji taksona na
razli¢itim taksonomskim nivoima. U rizosferi L. gmelinii sa Slanog Kopova, razdeo Firmicutes je
slabije zastupljen 1 u zemljiStu 1 rizosferi, dok se udeo Acidobacteria i Proteobacteria povecao sli¢no
kao kod Li et al. (2018). Dominantni rodovi u istrazivanju Li et al. (2018) su Exiguobacterium,
Acinetobacter, Citrobacter, Pseudomonas koji u rizosferi sa Slanog Kopova nisu detektovani i/ili su
subdominantni rodovi (Pseudomonas) (Tabela 12).

Na nivou razdela se ne moze sagledati bogatstvo i diverzitet rizosferne zajednice A. eupatoria usled
dominacije Actinobacteria koje zajedno sa Proteobacteria ¢ine skoro 70% mikrobioma. Medutim,
pored L. gmelinii u rizosferi A. eupatoria je zabeleZeno najveée bogatstvo i diverzitet na nizim
taksonomskim nivoima. A. eupatoria se ne smatra halofitnom biljkom u uzem smislu jer raste i u
nezaslanjenim ekosistemima, ali je detektovana u slatinskim zajednicama (Lukovi¢, 2019). Veliki
udeo u rizosferi A. eupatoria zauzimaju predstavnici koji nisu identifikovani do nivoa roda (NA
(Acidobacteria), NA (Acidimicrobiaceae), NA (Acidimicrobiales) NA (Actinobacteria), NA
(Solirubrobacteriales), NA (Gaiellales), NA (Chloroflexi) (Tabela 12). Medu dominantnim rodovima
razdela Actinobacteria u rizosferi A. eupatoria su Agromyces, Nocardioides i Gaiella. Medu izolatima
Agromyces poreklom iz rizosfere halofita, zabelezena je sposobnost produkcije IAA, siderofora kao
i velikog broja enzima (Gong et al., 2018), dok je kao endofita Brassica napus, Agromyces
CDVBN92B ispoljio celulaznu aktivnost i sposobnost solubilizacije fosfata (Jiménez-Gémez et al.,
2020). Predstavnici Nocardioides sa visestrukim PGP osobinama su izolovani iz rizosfere halofita
obalskih zemljista (Gong et al., 2018) i stimulisali rast Sorghum bicolor (Liotti et al., 2018). Gaiella
su registrovane kao halotolerantne (Yang et al., 2016), ali nema podataka o potencijalnim PGP
osobinama. Rodovi Gammaproteobacteria sa istaknutim udelom u rizosferi su Enterobacter i
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Pseudomonas (Tabela 12), ¢iji PGP predstavnici su ranije opisani u zaslanjenim zemljiStima (Jha et
al., 2011; Egamberdieva et al., 2019).

Zahvaljuju¢i antagonizmu i kompeticiji kao mehanizmima, uz produkciju antimikrobnih jedinjenja,
Actinobacteria kolonizuju rizosferu uspesnije od drugih mikroorganizma (Bulgarelli et al., 2013) 1
poseduju snazan biokontolni potencijal (Boukhatem et al., 2022). Veliki udeo familija Actinobacteria
prisutan je u uzorcima rizosfere P. schwarzenbergiana i H. geniculatum (sin. H. hystix) kao i zemljistu
sa kojeg su uzorkovane. Actinobacteria koje su dominirale u zemljiStu privucene obiljem
odgovarajuc¢ih nutrijenata naselile su rizosferu. Pod uticajem biljke isprofilisale su se zajednice, Sto
je rezultovalo razli¢itim udelom pojedinih familija i nizih taksonomskih kategorija u uzorcima
rizosfere dve biljke na istom zemljistu. Istaknuti predstavnici rizosferne zajednice identifikovani na
nivou familije i roda u oba uzorka rizosfere kao i okolnom zemljiStu su bili Nocardioidaceae
(Nocardioides) i Micrococcaceae (Arthrobacter-Pseudoarthrobacter) i NA (Solirubrobacterales)
(Tabela 12). Predstavnici Arthrobacter imaju sposobnost razlaganja ugljovodonika u zemljistu
(Hamedi et al., 2015), dok su Arthrobacter BS1 i Pseudoarthrobacter BS4 izolovani iz rizosfere
kurkume (Curcuma longa) pokazali izrazitu sposobnost produkcije IAA, amonijaka, solubilizacije
fosfata i sinteze siderofora (Kharshandi et al., 2021). Arthrobacter podsti¢e uspostavljanje mikorize,
dok Streptomyces pozitivno uti¢e na simbiozu izmedu bakterija i korena mehanizmima koji ukljuéuju
produkciju fitohormona i enzima (Boukhatem et al., 2022).

Rizosferni mikrobiom H. geniculatum (sin. H. hystix) je jedinstven po prisustvu familije Frankiaceae
sa rodom Jatrophihabitans. Jatrophihabitans su prvobitno izolovani kao endofite (Kim et al., 2015).
Analizom genoma rizosfernog J. cynanchi SB3-54", detektovani su geni uklju¢eni u kolonizaciju
korena, zastitu biljaka od oksidativnog stresa, sintezi citokinina, auksina i siderofora (Suh et al.,
2024). U poredenju sa rizosferom P. schwarzenbergiana, u rizosferi H. geniculatum (sin. H. hystix)
veéi je udeo Pseudonocardiaceae (Pseudonocardia) i Streptomycetaceae (Streptomyces), kao i rodova
Solirubrobacter i Patulibacter sa udelom >1%. Rod Solirubrobacter je detektovan iskljucivo u
rizosferi nesukulentnih biljaka sa znacajnim udelom (min 1%) (Tabela 12). Poznati predstavnici
Solirubrobacter su prethodno izolovani iz zemljista ili rizosfere useva i lekovitih biljaka gde imaju
znacajnu ulogu u stimulaciji rasta 1 odrzavanju zdravlja biljka posebno u stresnim uslovima (Jiang et
al., 2023). Istaknuti su kao biljni probiotici (Li et al., 2022) i stimulatori biljnog rasta (Franke-Whittle
et al., 2015) sa sposobnoséu produkcije IAA (Jiang et al., 2023) Sto je vazan PGP mehanizam kojim
interaguju sa biljkama. Pseudonocardia T1LA3 izolovana iz endorizosfere Camellia sp. ispoljila je
viSestruke PGP odlike (Borah i Thakur, 2020). Pored Actinobacteria u rizosferi dve biljke dominiraju
Proteobacteria (klasa Gammaproteobacteria) kao i predstavnici Firmicutes, ¢iji udeo u rizosferi H.
geniculatum (sin. H. hystix) je ve¢i u poredenju sa ostalim biljkama. U rizosferi P. schwarzenbergiana
rod Bacillus istice se kompleksom B. flexus-megaterium (Prilog 9.1, Tabela P8), dok su medu
Alphaproteobacteria dominantni Rhizobium i Sphingomonas. Medu Gammaproteobacteria,
Enterobacter sa dve vrste E. cloacae-ludwigi kompleksa (Prilog 9.1, Tabela P8) isti¢e se udelom od
~7% §to ukazuje na vaznu ulogu ovog roda za rast i razvoj P. schwarzenbergiana. Zahvaljujuci
visestrukim PGP svojstvima, halotolerantni Rhizobium stimulise rast i olakSava efekte stresa solima
i neleguminoznim usevima kao §to je zelena salata Lactuca sativa (Ayuso-Calles et al., 2023). Pored
visokog udela familije Bacillaceae, rizosferu H. geniculatum (sin. H. hystix) od svih ostalih odvaja
veliki udeo familije Planococcaceae (6,9%) sa istaknutim rodom Sporosarcina (5,9%) (Tabela 12)
¢ij1 su predstavnici izolovani iz zaslanjenih zemljiSta (Kong et al., 2022) i1 korena sukulentnih biljaka
kao HT PGP bakterije (Ferreira et al., 2021).

Rizosfera sukulentnih biljaka ispitivanih u ovom istraZivanju se razlikuje od ostalih biljaka po
smanjenom udelu Acidobacteria i Actinobacteria, vecoj zastupljenosti Proteobacteria i Bacteroidetes
kao i jedinstvenom razdelu Deinococcus-Thermus (<1%). Razdeo ekstremofila Deinococcus-
Thermus obuhvata termofilne i hipertermofilne Thermus i predstavnike Deinococcus otporne na susu,
jonizujuée i UV zracenje (Theodorakopoulos et al., 2013). Medu aktinobakterijama u rizosferi svih
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sukulentnih biljaka i okolnog zemljista istice se udeo klase Nitriliruptoria sa familijama Euzebyaceae
i Nitriliruptoraceae. Kod halofilnih/halotolerantnih Nitriliruptoria koje naseljavaju visoko alkalna i
druga ekstremna stanista (Wang et al., 2019; Gonzalez-Pimentel et al., 2023) opisani su razliciti
mehanizmi halotolerancije (Chen et al., 2019). Visoka relativna zastupljenost Nitriliruptoria je
moguca posledica haloalkalifilnih uslova koje vladaju u zemljiStu uzorkovanom u okolini sukulenata
(pH 9,7). Rizosfera S. europaea ima vec¢i udeo Actinobacteria od ostalih sukulenata i okolnog
zemljista 1 medu istaknutim rodovima su: Nocardioides (4,9%), Euzebya (4,1%), Nitriliruptor
(3,9%), Isoptericola (2,7%), Streptomyces (1,3%), Kocuria (1%), Rubrobacter (1%) od kojih vecina
poseduje svojstva stimulacije biljnog rasta. Zahvaljujuci visestrukim PGP svojstvima Kocuria
rhizophila, Streptomyces coelicolor M145 i Streptomyces violaceoruber DSM 40783 povecavaju
indeks germinacije i rast klijanaca paradajza (Solanum lycopersicum) (Faddetta et al., 2023), dok
ACC deaminaza produkujuca Isoptericola sp. AK164 stimulise rast A. thaliana u uslovima povecane
koncentracije soli (Alghamdi et al., 2023). Udeo razli¢itih klasa Proteobacteria u rizosferi sukulenta
varira. Tako kod S. maritima Gammaproteobacteria dominiraju sa 20% udela, a kod C. annua i S.
europaea Alphaproteobacteria. Medu Alphaproteobacteria isti¢u se Hyphomicrobiaceae sa rodovima
Devosia i Pelagibacterium, Rhodobiaceae sa rodom Afifella i familija Rhodobacteriaceae, uobic¢ajena
u morskim stanistima, sa rodom Paracoccus koji naseljavaju zemljiste (Pohlner et al., 2019). Devosia
je identifikovan kao zajednicki rod za rizosferne mikrobiome tri grupe halofita sa razli¢itim stepenom
halotolerancije (Abdelfadil et al., 2024). Chhetri et al. (2022) su izolovali Devosia LEGU1T i G197
sa PGP svojstvima iz rizosfere pirinca, dok su predstavnici Pelagibacterium izolovani iz razli¢itih
staniSta ukljucujuci morsku vodu, alkalna jezera i slana alkalna zemljista (Wei et al., 2021). Familije
Halomonadaceae i Oceanospirilaceae klase Gammaproteobacteria su istaknute familije u rizosferi
sukulenata dok su kod nesukulentnih biljaka odsutne ili prisutne kao subdominantne (<0,5%).
Halomonas je u nasem istrazivanju pokazao znacajan udeo u rizosfernim zajednicama sukulenata,
posebno kod S. maritima i S. europaea. Halomonas je prepoznat kao deo core mikrobioma rizosfere
biljaka S. europeaa koje su rasle pri razli¢itim gustinama populacije na zaslanjenom zemljistu (Wang
et al., 2024b). U rizosferi sukulentnih biljaka i pored visoke zastupljenosti Proteobacteria, nisu
detektovani predstavnici Enterobacteriaceae koji ukljuc¢uju mnoge bakterije stimulatore biljnog rasta.

6.2.3. Diverzitet bakterijskih zajednica u endorizosferi

Deo bakterija poreklom iz zemljiSta se razmnoZzava unutar korena i uti¢e na rast i razvoj biljaka
(Bulgarelli et al., 2012) §to u kontekstu poljoprivrede moze rezultovati pobolj$anim opstankom useva
1 boljim prinosom. Mikrobiota korena se razlikuje od rizosfere i okolnog zemljiSta pokazuju¢i jasan
uticaj biljke na oblikovanje endofitne zajednice. Bogatstvo i diverzitet bakterijskih zajednica
asociranih sa halofitama sa Slanog Kopova najve¢i je u rizosferi, zatim u okolnom zemljiStu i na kraju
opada u endorizosferi gde su zabelezeni najmanji indeksi alfa diverziteta. Prethodna istrazivanja
halofita su takode pokazala vele bogatstvo bakterijskih zajednica u rizosferi u poredenju sa
endorizosferom, ali manje u odnosu na okolno zemljiste (Tian 1 Zhang, 2017). Najveci broj endofita
horizontalno se prenosi i potice iz zemljista (Compant et al., 2019), pri ¢emu je diverzitet bakterijskih
zajednica korena manji nego u rizosferi i okolnom zemljistu (Liu et al., 2017), jer koren predstavlja
efikasan filter koji suzava diverzitet bakterijske zajednice od rizosfere ka unutraSnjosti biljke.

Najveée bogatstvo endofitnih vrsta je zabeleZzeno je u zajednicama korena L. gmelinii i H.
geniculatum (sin. H. hystix), pri ¢emu je kod L. gmelinii izrazena i filogenetska raznolikost zajednice
(Tabela 13). Kod H. geniculatum (sin. H. hystix) niske vrednosti Shannon, Simpson i Fisher alfa
diverziteta, uz visoke vrednosti Chaol i Observed species, ukazuju na prisustvo velikog broja
taksona, ali sa niskom ravnotezom u njithovoj distribuciji, odnosno na dominaciju pojedinih grupa
(Tabela 13). Najnizi indeksi alfa diverziteta unutar korena zabeleZeni su kod A. santonicum i P.
schwarzenbergiana, gde je detektovano najmanje bogatstvo vrsta, evolutivna raznolikost i
distribucija, $to sugeriSe na prisustvo manjeg broja specijalizovanih taksona blisko asociranih sa
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domacinom. Vazno je istac¢i da su A. santonicum i L. gmelinii uzorkovani sa istog lokaliteta kao i P.
schwarzenbergiana i H. geniculatum (sin. H. hystix), §to naglasava dominantan uticaj biljke na
oblikovanje endofitne zajednice halofita. Unutrasnjost korena halofita je relativno stabilno okruzenje
(Peng et al., 2022) u kojima se pod selektivnim pritiskom biljke razvijaju najbolje prilagodene
endofite u poredenju sa rizosferom i zemljiStem gde su uslovi promenljivi i dovode do divergencije.
Ipak, buduci da vecina endofita potice iz zemljista, sadrzaj soli (Furtado et al., 2019) i ekoloske odlike
lokaliteta (Yammamoto et al., 2018) mogu da uti¢u na strukturu endofitne zajednice. Yammamoto et
al. (2018) nisu uodili razlike u bogatstvu vrsta i diverzitetu okolnog zemljista, rizo- i endorizosfere
kod S. europaea, dok su kod Glaux maritima bogatstvo vrsta i diverzitet u rizosferi ve¢i nego u
okolnom zemlji$tu i endorizosferi. Medutim, indeksi beta diverziteta u istom radu ukazali su na
razlike u bakterijskim zajednicama medu biljkama iste vrste sa razli¢itih lokaliteta, $to sugeriSe uticaj
lokalnih uslova na oblikovanje bakterijske zajednice. U ovom istrazivanju, PCoA analiza pokazala je
da su mikrobiomi unutra$njosti korena sukulentnih biljaka sli¢ni (S. maritima, C. annua i S.
europaea), dok su mikrobiomi korena A. santonicum, P. schwarzenbergiana, A. eupatoria i L.
gmelinii grupisane zajedno, $to ukazuje na medusobno sli¢an profil zajednice, ali drugaciji od
sukulenata. PCoA analiza beta diverziteta ukazuje na razli¢it profil endorizosferne zajednice H.
geniculatum (sin. H. hystix) i sukulentne S. europaea u poredenju sa ostalim biljkama sto je u skladu
sa rezultatima dobijenim za mikrobiom rizosfere (Slika 10).

Dominantni razdeli u endorizosferi halofita u ovom istrazivanju su Proteobacteria i Actinobacteria,
ali njihov udeo u korenu razli¢itih halofita veoma varira (Prilog 9.1, Tabela P1). U svim uzorcima
endorizosfere su prisutni predstavnici Bacteroidetes i Firmicutes, takode sa promenljivim udelima.
Prema Liu et al. (2017), endofite korena dominantno pripadaju razdelima Proteobacteria,
Actinobacteria, Firmicutes i Bacteroidetes, dok su predstavnici razdela Chloroflexi, Cyanobacteria,
Verrucomicrobia i Planctomycetes slabije zastupljeni. Predstavnici razdela Acidobacteria i
Gemmatimonadetes su retki u endorizosferi, dok su uobicajeni u zemljistu (Sessitsch et al., 2012; Liu
et al., 2017). U rizosferi C. annua i S. maritima zabeleZen je najveéi udeo Proteobacteria (Cak 72%)
dok su Actinobacteria znacajno manje zastupljene (12 i 14%). Analizom mikrobioma rizosfere i
endorizosfere, Peng et al. (2022) isticu Proteobacteria i Actinobacteria kao kljucne razdele (i core
mikrobiom) vrsta roda Suaeda. U korenu S. europaea udeo Proteobacteria je nizi od ostalih
sukulenata, dok je udeo Actinobacteria slican kao u rizosferi i okolnom zemljiStu uz dominaciju klasa
Nitriliruptoria i Actinobacteria. Endorizosfera S. europaea se odlikuje i visokim udelom
Bacteroidetes, Chloroflexi, i Saccharbacteria. Ranije analize endorizosfernog mikrobioma S.
europaea pokazale su dominaciju Proteobacteria i Bacteroidetes (Furtado et al., 2019; Yammamoto
et al., 2020) dok su Actinobacteria, Chloroflexi i Acidobacteria subdominantni razdeli sa manje od
1% udela u endofitnoj zajednici korena (Yammamoto et al., 2020). U okviru Proteobacteria,
dominantne klase kod sukulentnih biljaka su Gammaproteobacteria i Alphaproteobacteria, dok je
udeo Betaproteobacteria istaknut kod C. annua. Iako dosta sli¢nih profila, osnovna razlike C. annua
u odnosu na S. maritima su veci udeo Bacteroidetes, Firmicutes i Betaproteobacteria.

Dominantan udeo razdela i klase Actinobacteria je u rizosferi P. schwarzenbergiana (58%) koja
ujedno sadrzi najmanji procenat Proteobacteria. U endorizosferi L. gmelinii su zastupljeni razdeli
Acidobacteria, Gemmatimonadetes, Planctomyces 1 Verrucomicrobia sa udelom ve¢im od 1% koji
su prethodno pomenuti kao retki endofiti (Liu et al., 2017). Na nivou razdela, endorizosferu H.
geniculatum (sin. H. hystix) razlikuje smanjen udeo Actinobacteria i Bacteroidetes, istaknut udeo
predstavnika Proteobacteria (Gammaproteobacteria 43%) kao i najveéi udeo Firmicutes (23%) od
svih analiziranih biljaka, $to je pokazala i analiza beta diverziteta.

Istaknute familije i rodovi u endorizosferi A. santonicum su: Mycobactreriaceae (Mycobacterium),
Promicromonosporaceae (Promicromonospora), Micromonosporaceae (Actinoplanes) razdela
Actinobacteria kao i Sandaracinaceae (7,8%) klase Deltaproteobacteria ¢iji predstavnici su Cesto
pigmentisani, razlazu skrob i1 produkuju slozene sekundarne metabolite (Mohr et al., 2012).
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Nepatogene Mycobacterium phlei MbP18 sa visestrukim PGP odlikama pokazali su sposobnost
stimulacije rasta pSenice u uslovima povecane koncentracije soli (Egambedieva et al., 2012) dok je
PGP Mycobacterium I1 stimulisao rast pirin¢a u uslovima suse (Karmakar et al., 2021). Pripadnici
rodova Promicromonospora i Actinoplanes imaju visestruka PGP svojstva ukljucujuéi produkciju
raznovrsnih ekstracelularnih enzima (Gong et al., 2018; Boukhatem et al., 2022), §to mozZe biti razlog
velikog udela u korenu A. santonicum, dok su u rizosferi subdominantne.

Familije sa najve¢im udelom u korenu L. gmelinii nije bilo moguce precizno identifikovati (Tabela
14), dok su istaknuti rodovi: Actinoplanes, Longispora, Nocardioides, Rhodomicrobium, Pelagibius
i Steroidibacter. Pelagibius je integralni deo mikrobioma razli¢itih halofita. Detektovan je u rizosferi
halofita Lycium ruthenicum i L. gmelinii (Li et al., 2018) kao zajednic¢ki rod mikrobioma divljih i
gajenih S. europaea (Ferreira et al., 2023), ali i deo core mikrobioma rizosfere halofita sa visokim
stepenom halotolerancije (Abdelfadil et al., 2024). Prema Zhou et al. (2023) Mesorhizobium,
Rhodomicrobium i Pelagibius su zabelezeni kao klju¢ni rodovi u korenu Suaeda salsa. Pomenuti
rodovi u ovom istrazivanju su identifikovani sa udelom ve¢im od 1% u mikrobiomu korena L.
gmelinii, ali nisu zabelezeni u korenu Suaeda maritima.

Actinoplanes, Nocardioides, Pseudonocardia i Streptomyces su istaknuti rodovi Actinobacteria,
praceni Steroidobacter (odustan kod H. geniculatum (sin. H. hystix)) i Sphingomonas prisutni u
uzorcima endorizosfere nesukulentnih biljaka. Brojnost obligatno aerobnih Steroidobacter se
smanjila sa povec¢anjem koncentracije soli u rizosferi Jerusalimske articoke (Yang et al., 2016) Sto
ukazuje na umerenu halotoleranciju. Rod Streptomyces je detektovan u korenu svih analiziranih
biljaka osim C. annua i S. maritima gde je subdominantan (0,15%). Predstavnici Streptomyces su
vazna komponenta rizosfernih i zemljiSnih mikrobioma i efikasni su u kolonizaciji korena kao i
nadzemnih delova biljke (Vurukonda et al., 2018). Kao endofite, Streptomyces rastu unutar éelija
domacina i doprinose rastu biljke obezbedujuéi nutrijente poput fosfora ili produkata razlaganja
sloZenih polimera ¢ime doprinose apsorpciji 1 zadrzavanju vode (Mitra et al., 2022). Pored toga,
Streptomyces produkuju antibiotike i isparljiva jedinjenja ¢ime deluju protiv biljnih patogena
(Vurukonda et al., 2018).

Najnizi diverzitet na nivou familije je zabelezen kod P. schwarzenbergiana, u ¢ijem korenu je
zabeleZen najmanji broj familija sa visokom relativnom zastupljenos¢u (>1%), $to ukazuje da je jaka
selekcija biljke uticala na profil endofitne zajednice medu kojima su bakterije od vitalnog znacaja za
fukcionisanje biljke u staniStu. Mnoge vrste roda Plantago su lekovite biljke ¢iji ekstrakti obiluju
bioloski aktivnim jedinjenjima (Zhakipbekov et al., 2023). Fenolni profil P. schwarzenbergiana i
analize ekstrakta ukazuju da je ova biljka potecijalni izvor antioksidativnih i antiinflamatornih
jedinjenja (Beara et al., 2011), te se moze pretpostaviti da neki od specifi¢nih metabolita mogu uticati
na profilisanje endofitne zajednice.

U korenu P. schwarzenbergiana istaknute su familije Kineosporia (8,7%) i Micromonosporaceae
(18%). Kineosporia je zabelezena kao endofita, ali bez podataka o uticaju na rast biljaka i PGP
svojstvima (Li et al., 2009). Familija Micromonosporaceae ima istaknuti udeo u korenu nesukulentnih
biljaka u ovom istrazivanju (osim H. geniculatum (sin. H. hystix)). Predstavljena je rodovima
Actinoplanes, Micromonospora (kod P. schwarzenbergiana) i Longispora (kod L. gmelinii).
Zahvaljuju¢i brojnim PGP svojstvima (fiksacija azota, solubilizacija fosfata, potencijal za
biokontrolu), Micromonospora i Actinoplanes su deo grupe aktinomiceta koja se oznacava kao biljni
probiotici i ukljucuje Agromyces, Arthrobacter, Curtobacterium, Frankia, Kocuria, Microbacterium,
Nocardia, Streptomyces, i Rhodococcus (Menendez i Carro, 2019). U korenu P. schwarzenbergiana,
pored Micromonospora, prisutan je veliki broj rodova azotofiksiraju¢ih Proteobacteria - Afipia
Bradyrhizobium, Rhizobium, Shinella, Pantoea (Lorenzi et al., 2022) i Enterobacter (Ji et al., 2020)
(Tabela 14).
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U korenu A. eupatoria isticu se rodovi Blastococcus i Cryptosporangium, Micromonospora,
Nocardioides i Streptomyces (Tabela 15). Cryptosporangium EURKPP3H10T je opisan kao endofita
korena eukaliptusa sa biokontrolnom ulogom (Himaman et al., 2017). Predstavnici rodova
detektovanih u korenu A. eupatoria odlikuju se sposobnos¢u razlaganja slozenih jedinjenja i
ksenobiotika. Medu njima su su predstavnici razdela Bacteroidetes NA (Cytophagaceae) i
Chryseolinea, zatim Dongia, Hydrocarboniphaga i Phenylobacterium (Tabela 15). Chryseolinea su
opisane kao endofite algi (Zhao et al., 2024). Prisustvo plazmida zabeleZeno kod predstavnika
Phenylobacterium i omogucava razlaganje slozenih ugljovodonika, naftnih ugljovodonika (Yang et
al., 2014) i herbicida (Eberspacher i Lingens, 2006), ali je opisan i u rizosferi kukuruza kao
azotofiksator (Yang et al., 2017). Dongia su izolovane iz reaktora za tretman otpadnih voda (Liu et
al., 2010), ali i iz pustinjskog zemljista (Lu et al., 2022), dok su Hydrocarboniphaga opisane kao
razlagaci alkana i aromati¢nih ugljovodonika (Palleroni et al., 2004).

Endorizosfera H. geniculatum (sin. H. hystix) poseduje veliko bogatstvo familija i neravnomernu
distribuciju, Sto su pokazali indeksi alfa diverziteta. Dominantne familije u korenu H. geniculatum
(sin. H. hystix) su Enterobacteriaceae (31%) i Bacillaceae (19,5%). Izuzetno visok stepen kolonizacije
unutrasnjosti korena ovim dvema familijama ukazuje na bitnu vezu i doprinos biljci domaéinu koju
naseljavaju njihovi predstavnici. Istaknuti rodovi u korenu H. geniculatum (sin. H. hystix) su:
Bacillus, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas i Xantomonas. HT PGP endofite Bacillus,
Enterobacter i Pseudomonas izolovani iz halofita pokazali su pozitivan uticaj na rast biljaka i
antagonizam prema biljnim patogenima u uslovima povecanog saliniteta (Christakis et al., 2021).
Halotolerantni Klebsiella pneumoniae (MEBAphS1), B. amyloliquefaciens (MEBAphL4) i B. subtilis
(MEBAphRI1) su zahvaljuju¢i PGP osobinama i potencijalu za biokontrolu dobri kandidati za
biofertilizaciju (Biswas et al., 2023). Xantomonas je rod poznat po velikom broju biljnih patogena,
medutim poznate su 1 nepatogene vrste koje su vazne komponente mikrobioma zdravih biljaka (Rana

etal., 2022).

Vecinski zastupljeni rodovi i njihove istaknute vrste u mikrobiomu sukulentnih biljaka su bili
prethodno opisani kao izolati iz mora ili halotolerantni kao $to su Pelagibacterium srodan sa Devosia
(Xuetal., 2011), ili su opisane kao zuto pigmentisane bakterije kao §to su Paracoccus carotinifaciens
i Paracoccus tibetensis koje sintetiSu karotenioid astaksantin (Tsubokura et al., 1999, Zhu et al.,
2013). Sinteza pigmenata, antioksidativna i antimikrobna aktivnost pomazu bakterijama u suo¢avanju
sa stresnim uslovima, foto-oksidaciji i slobodnim radikalima u uslovima visokog saliniteta (Fariq et
al. 2019).

Jedna grupa rodova prisutnih u analiziranim mikrobiomima sukulenata su oni za koje ne postoje ili
su oskudni literaturni podaci o PGP odlikama i interakciji sa biljkom. Neki od njih imaju veliki udeo
u mikrobiomu (npr. Oceanisphera ¢ine 4,24% mikrobioma S. maritima, Hydrogenophaga ¢ine 4,75%
mikrobioma C. annua, dok 5,52% mikrobioma korena S. europaea ¢ini vrsta sa najve¢im procentom
sli¢nosti sa Isoptericola halotolerans), $to govori o potrebi za daljim istrazivanjem u razjasnjenju ove
biljno-mikrobne interakcije. Drugu grupu najzastupljenijih rodova u mikrobiomima sukulentnih
biljaka ¢ine rodovi i vrste ¢ija su PGP svojstva ve¢ opisana u literaturi. Rod Streptomyces je poznat
po svojim sekundarnim metabolitima koji imaju ulogu u biokontroli (Colombo et al. 2019).
Streptomyces ostvaruju pozitivan efekat na biljku zahvaljujuci posedovanju “kompletnog paketa”
PGP svojstava (IAA, ACC, sinteza siderofora, pa i sposobnost azotofiksacije) (Vurukonda et al.
2018). Rod azotofiksatora Rhizobium prisutan u sva tri mikrobioma (kod S. maritima i C. annua preko
4%) poznat je po visestrukim PGP osobinama (Vejan et al. 2016). Rod Halomonas ima istaknut udeo
u korenu sve tri sukulente (kod S. europaea ovaj rod ¢ini 7,82% endofitnog mikrobioma) i u uslovima
poviSene koncentracije soli pokazuje PGP aktivnosti. Halomonas Exol je pokazao izrazitu
sposobnost produkcije egzopolisaharida (Mukherjee et al. 2019), dok je Halomonas sp. SLO1
producent jedinstvenih amfifilnih siderofora sliénih onima koje produkuju bakterije u morskim
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ekosistemima (Figueroa et al. 2015). Neke vrste imaju sposobnost produkcije IAA i amonijaka,
solubilizacije fosfata, sinteze ACC deaminaze i azotofiksacije (Mapelli et al. 2013).

Rod Azoarcus je zajednicki za sve sukulente, a kod C. annua ima relativnu zastupljenost od ¢ak
17,66%. Ovo je jos jedan rod koga Cine vrste sa sposobnosc¢u azotofiksacije i sinteze IAA (Reinhold
et al. 1993). Analiza kompletnog genoma azotofiksirajuceg izolata Azoarcus sp. BH72 ukazala je na
prisustvo gena koji omogucavaju uspesnu kolonizaciju domacina kao 1 potencijalnu ulogu u usvajanju
gvozda i bioloskoj kontroli, ¢ija dalja ispitivanja su znacajna za primenu azotofiksirajuc¢ih endofita u
poljoprivredi (Krause et al. 2006).

Konac¢no, Pseudomonas je najistaknutiji rod u sva tri metagenoma sukulenata sa udelom od skoro
17%, 12%, i 6% kod S. maritima, C. annua, i S. europaea, redom. Mnogi predstavnici roda
Pseudomonas poznati su po istaknutim PGP odlikama, ali postoje i oni koji su biljni patogeni.
Predstavnici vrsta koje promovisu biljni rast pokazali su sposobnost sinteze IAA, citokinina,
siderofora i antimikrobnih peptida, kao i sposobnost azotofiksacije (Preston 2004; Yan et al. 2008).
Pseudomonas pseudoalcaligenes je najzastupljenija vrsta u korenu S. maritima i C. annua sa 5,45%,
odnosno 6,82% (Prilog 9.1, Tabela P12). Halotolerantni P. pseudoalcaligenes KB-10 u radu Al Garni
et al., (2019) ispoljio je visestruka PGP svojstva i stimulisao rast korijandera u uslovima poveéane
koncentracije soli. PGP odlike su okarakterisane i kod izolovanih Pseudomonas sp. 15A1,
Pseudomonas sp. 15A2 i P. putida 16A1 iz mikrobioma C. annua i S. europaea (Tabela 23 a i b).

Yamamoto et al. (2020) je potvrdio da se diverzitet i struktura endofitne zajednice istih vrsta halofita
razlikuje u zavisnosti od geografskog lokaliteta uzorkovanja. Nijedan rod koji je determinisan kod
endofitnog metagenoma S. europaea u radu Yammamoto et al. (2020) (Aquibacter, Luteibacter,
Demequina, Planctomyces i Winogradskyella) nije bio prisutan u endofithom metagenomu S.
europaea iz Slanog Kopova, izuzev roda Demequina kao slabo zastupljenog (<0,5%). Ovaj rod je bio
prisutan i kod druge dve sukulente u ovom istrazivanju.

Diverzitet halotolerantnih endofita koji su u asocijaciji sa korenom halofita sugeriSe da razlicite
halofite prihvataju istu ekoloSku strategiju u borbi pritiv stresa soli, privlate¢i mikrobiotu sa
odredenim metabolickim sposobnostima. Ove osobine mogu dalje biti iskoriS¢ene kultivabilnim
pristupom funkcionalne analize mikrobioma, u cilju selekcije sojeva sa potencijalom za primenu
usmerenu ka poboljSanja rasta poljoprivrednih useva i detaljnijeg ispitivanja njihove tolerantnosti na
povecanu koncentraciju soli u zemljiStu.

6.3. Kolekcija HT PGP bakterija

U cilju uspeSne primene PGP bakterija u sekundarno zaslanjenim zemlji$tima, klju¢no je odabrati
mikroorganizme koji su sposobni da se prilagode uslovima poviSene koncentracije soli u zemljistu.
Halotolerancija, kao sposobnost bakterija da rastu i razvijaju se u prisustvu razli¢itih koncentracija
soli, vazan je uslov za njihov rast i razvoj u promenljivim uslovima sredine koji vladaju u zaslanjenom
zemljistu (Kumawat et al., 2022). Iz tog razloga, halotolerancija je odabrana kao prvi kriterijum
prilikom izolacije bakterija u ovom istrazivanju.

Za prezivljavanje u slanim staniStima, sposobnost adaptacije na promenljive koncentracije soli u je
podjednako vazna kao i sposobnost tolerancije visokih koncentracija NaCl (Gunde-Cimerman et al.,
2018). Halotolerantni mikroorganizmi ne zahtevaju prisustvo soli za rast, ali se zahvaljujuci razli¢itim
mehanizmima osmoregulacije mogu prilagoditi povisenoj koncentraciji soli u spoljasnjoj sredini koje
prelaze i 2,5M (15%) u slucaju ekstremno halotolerantnih bakterija (Ventosa et al., 2008). Za razliku
od halotolerantnih, halofilni mikroorganizmi kojima je prisustvo soli neophodno za odrZavanje
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homeostaze, restriktivniji su u pogledu stanista i potencijalne primene u razli¢itim tipovima zemljista
(Ventosa et al., 2008; Daoud i Ben Ali, 2020).

Slana zemljiSta predstavljaju prirodno staniSte za halofilne/halotolerantne mikroorganizme sa PGP
karakteristikama. Medutim, istrazivanja Ait Bessai et al. (2023) pokazala su da i nezaslanjena
zemljista kao 1 biljke netolerantne na soli mogu da budu rezervoar HT PGP bakterija. Zemljiste kao
staniSte mikroorganizama je heterogeno sa Sirokim spektrom mikro staniSta sa pojacanom
koncentracijom soli (Bazihizina et al., 2012; Ait Bessai et al., 2023). Prisustvo HT PGP bakterija u
zaslanjenim 1 nezaslanjenim zemljiStima istice znacaj heterogenosti mikrostrukture zemljiSta za
sastav prirodnih mikrobnih zajednica, ali i prezivljavanje bakterija prilikom potencijalne aplikacije.

Produkcija ACC deaminaze se smatra vaznim PGP svojstvom zbog delovanja na razgradnju
direktnog prekursora etilena, smanjenja njegove produkcije i inhibitornog efekta na biljni rast u
uslovima stresa (Glick, 2014; Etesami i Glick, 2020). Buduéi da je povecana koncentracija soli u
zemljiStu sve prisutniji abiotic¢ki stresor, sposobnost produkcije ACC deaminaze je odabrana kao
drugi kriterijum za izolaciju. Primenom ovog pristupa je dobijeno i okarakterisano 15 sojeva koji ¢ine
ACC kolekciju, dominantno endofitnih (10 sojeva). Buduéi da je koriS¢eni metod Penrose i1 Glick,
(2003) orijentisan ka Gram negativnim bakterijama, svi izolati ACC kolekcije su Gram negativni i
slabo halotolerantni (samo jedan izolat toleriSe 5% NaCl). Primenom izolacije usmerene ka
halotolerantnim mikroorganizmima iz zemljista, rizo- i endorizosfere izolovano je ukupno 72 izolata
koji ¢ine HAL kolekciju, od kojih je 43 PGP okarakterisano. Metod izolacije je bio uspeSan buduci
da je njegovim koris¢enjem dobijeno 12 slabo halotolerantnih, 27 umereno i 8 ekstremno tolerantnih
bakterija medu kojima su predstavnici dobro poznatih halofilnih/halotolerantnih rodova Halomonas,
Kushneria, Halobacillus, Planococcus i Mammaliicoccus (bivsi Staphylococcus). Sposobnost
produkcije ACC deaminaze pokazalo je 9,7% (7 od 72) izolata iz HAL kolekcije. Glick (2014) istice
sposobnost razlaganja ACC kao Cestu odliku zemlji$nih, ali i bakterija iz drugih stanisSta, koja im
omogucava dodatni izvor azota. U ovom istrazivanju, manje od 10% HAL izolata je pokazalo
sposobnost da koristi ACC iz podloge, §to moze biti posledica metoda izolacije sa fokusiranjem na
halotolerantne zemljisSne bakterije. Medu izolatima HAL kolekcije koji su ispoljili sposobnost
produkcije ACC deaminaze idetifikovani su predstavnici Pseudomonas i Serratia. Ranijim
istrazivanjima je potvrden pozitivan uticaj ACC deaminaza produkujucih predstavnika roda Serratia
u ublazavanju efekata stresa izazvanog delovanjem suse i saliniteta kod paprike (Maxton et al., 2017)
i pSenice (Singh i Jha, 2015; Khan i Singh, 2021). Ovi nalazi ukazuju na potencijal za primenu na
usevima u smanjenju efekata stresa jer je konzorcijum sastavljen od sojeva Serratia i P. putida, kao
i P. fluorescens poboljsao je rast i prinos psenice u uslovima povisene koncentracije soli (Sohaib et
al., 2020). Zahvaljujuci sposobnosti da zive u bliskoj vezi sa biljkama, predstavnici Pseudomonas
koji produkuju ACC deaminazu imaju bitnu ulogu u stimulaciji biljnog rasta i zastiti od efekata
abiotickog 1 biotickog stresa. Ovo ih ¢ini vaznim resursom za razvoj odrzivih reSenja u poljoprivredi
i biotehnologiji (Glick i Nascimento, 2021).

Morfoloska karakterizacija izolovanih bakterija pokazala je da Gram negativne bakterije (Gn)
dominiraju u frakciji endofita 1 rizosfernih, dok su zemlji$ni izolati dominantno Gram pozitivni (Gp)
(Tabela 161 17). Dostupnost supstrata uti¢e na strukturu i1 sastav mikrobne zajednice, a odnos Gn:Gp
bakterija moze biti koristan indikator hemizma organske materije u zemljistu. Fanin et al. (2018) su
pokazali da Gn bakterije ¢eS¢e koriste jednostavnija i labilnija C jedinjenja biljnog porekla, dok Gp
preferiraju C jedinjenja poreklom iz organske materije zemljista koja su sporije i teze razgradiva.
Vecu zastupljenost Gn u kolekciji endofitnih izolata registrovali su Patil et al. (2014), dok su Arora
et al. (2014) dobili sli¢an Gp:Gn odnos u endorizosferi Cetiri halofite. Analiziranjem rizosfernih i
endofita korena S. europaea kultivabilnim pristupom, Szymanska et al. (2016) su primetili da veéina
pripada Gp i dalje su ukazali na nedoslednosti u podacima vezanim za odnos Gp:Gn bakterija dobijen
pomocu tehnika zavisnim od kultivacije. UoCene varijacije mogu biti posledica veli¢ine uzorka,
tehnika izolacije ili sluajnosti u odabiru kolonija za prec¢iS¢avanje. U ovom istrazivanju, potencijalni
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nedostatak kultivabilnog pristupa upotpunjen je metagenomskom analizom koja je omogucila
odredivanje taksonomskog profila i relativne zastupljenosti, ¢ime je dat potpuni prikaz diverziteta
bakterijskih zajednica asociranih sa odabranim halofitama.

Podaci dobijeni tehnikama nezavisnim i zavisnim od kultivacije su usaglaseni $to se ti¢e dominacije
Gp bakterija u uzorcima zemljista (Tabela 16; Prilog 9.1, Tabela P9). Analiza mikrobioma pokazala
je da u svim uzorcima endorizosfere dominiraju Gn bakterije razdela Proteobacteria, sa izrazitim
udelom u korenu sukulenata, A. eupatoria i H. geniculatum (Prilog 9.1, Tabela P1). Jedini izuzetak
je endorizosfera P. schwarzenbergiana, gde je relativna zastupljenost Gp bakterija razdela
Actinobacteria i Firmicutes duplo veéa od Gn Proteobacteria (Prilog 9.1, Tabela P1). U
mikrobiomima rizosfere dominiraju Gp razdeli bakterija, Sto je najizrazenije u rizosferi H.
geniculatum (Prilog 9.1, Tabela P5). Kod sukulentnih S. maritima i C. annua predstavnici
Proteobacteria dominiraju i u rizosferi. Zbog kompleksnosti prirodnog okruzenja rizosferne, a
posebno endorizosferne bakterije predstavljaju veci izazov za kultivaciju u laboratorijskim uslovima
(Youseifetal., 2021) i Cesto 1 nakon uspesne izolacije pokazuju smanjenu sposobnost ponovnog rasta.
Prilikom izolacije endorizosfernih bakterija u ovom istrazivanju je u hranljivi agar koji je koris¢en za
izolaciju dodavan filtracijom sterilisan ekstrakt korena odgovarajuce biljke. Macerirano tkivo korena
sadrzi jedinjenja korisna za rast endofita a koja mogu da nedostaju sintetiCkim medijumima za
kultivaciju (Eevers et al., 2015).

6.3.1. Taksonomska pripadnost HT PGP izolata

Identifikacijom na osnovu sekvenci 16S rRNK najveéi diverzitet je utvrden medu endofitnim
izolatima, koji su pripadnici osam razli¢itih rodova razdela Proteobacteria i Firmicutes (Tabela 27).
Najveci broj identifikovanih izolata pripada halofilnim/halotolerantnim rodovima Halomonas (0sam)
I Kushneria (Sest) poreklom iz endorizosfere i rizosfere sukulentnih halofita. Predstavnici Halomonas
tolerisu visoke koncentracije soli i pH vrednosti i uobi¢ajeni su stanovnici u razli¢itim tipovima slanih
staniSta (Meinzer et al., 2023). Rod Kushneria, zajedno sa Halomonas, pripada familiji
Halomonadaceae, taksonomske grupe unutar Gammaproteobacteria, koja je tipi¢na za hiperslana
staniSta (Mapelli et al., 2013). Rod Kushneria je 2009. izdvojen iz roda Halomonas (Sanchez-Porro
et al., 2009) sa predstavnicima koji mogu da toleriSu do 25% NaCl u podlozi (Meinzer et al., 2023).
Kushneria su izolovane iz velikog broja slanih i hiperslanih staniSta (Zhu et al., 2011; Meinzer et al.,
2023) rizosfere i korena halofita (Kearl et al., 2019). Zahvaljujuci halotoleranciji i svojstvima
stimulacije biljnog rasta (Navarro-Torre et al., 2016; Kearl et al., 2019) predstavnici roda imaju
potencijal za primenu u biotehnologiji (Meinzer et al., 2023).

1z rizosfere sukulenthih halofita izolovani su predstavnici dva dodatna halotolerantna/halofitna roda
Planococcus i Halobacillus. Predstavnici Halobacillus, kao i Halomonas su halofilne bakterije koji
mogu rasti u Sirokom opsegu koncentracija soli, a imaju raznovrsne zahteve za nutrijentima (Gunde-
Cimerman et al., 2018). Sekvence Halomonas izolovanih u Slanom Kopovu pokazuju najveéi stepen
sli¢nosti (>99%) sa sekvencom Halomonas songnenensis NEAU-ST10-39T, umereno halofilnom
bakterijom alkalno-slanih zemljista (Jiang et al., 2014). Halomonas sp. ranije je opisan i kao endofita
korena halofite S. brachiata (Jha et al., 2012). Predstavnici Halomonas, Kushneria i Halobacillus
izolovani su iz rizosfere Salicornia (Mapelli et al., 2013) i Arthrocnemum macrostachyum (Navarro-
Torre et al., 2016). Sekvence Kushneria 6.1, 14KX1, 16.1 i 16.2 izolovanih u ovom radu pokazale su
najveci stepen sli¢nosti sa sekvencom K. indalinina LV_419, umereno halofilnom bakterijom
izolovanom iz lista halofita familije Salicornioideae (Mora Ruiz et al., 2015), kojima pripadaju i
sukulente analizirane u ovom istrazivanju. Sekvenca rizosfernog izolata 7.3 najsli¢nija je sekvenci K.
pakistanensis NCCP-934 izolovanoj iz rizosfere halofite koja raste u solani (Bangash et al., 2015).
Sekvence Halobacillus 16.4 1 16KX2 pokazale su visok procenat sli¢nosti sa sekvencama
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Halobacillus andaensis NEAU-ST10-40 i Halobacillus massiliens YKM-7 redom. Halobacillus
andaensis NEAU-ST10-40T je prvobitno izolovan iz slano-alkalnih zemljista kao umereno
halotolerantna bakterija (Wang et al., 2015). Pigmentisana endofita roda Planococcus 15K2
izolovana iz korena C. annua identifikovana je kao P. rifietoensis koji je prethodno opisan kao PGP
endofita korena S. europaea (Zhao et al., 2016).

Zahvaljujuci izuzetnom metaboli¢kom diverzitetu Pseudomonas pokazuju raznovrsne Zivotne stilove
u mnogobrojnim tipovima stanista (Alibrandi et al., 2020), ukljucujuéi i endofitni (Hardoim, 2015).
U prethodnim istrazivanjima, Pseudomonas je izolovan iz korena S. europaea (Szymanska et al.,
2016) kao i rizosfere i korena Suaeda salsa (Yuan et al., 2016). U okviru ove teze, Pseudomonas sp.
15A1 i Pseudomonas sp. 15A2 su izolovani iz korena C. annua, dok je Pseudomonas putida 16A1
izolovan iz korena S. europaea, svi koriste¢i metod izolacije sojeva sa produkcijom ACC deaminaze.
1z rizosfere A. santonicum je izolovan Pseudomonas 1.1. ¢ija sekvenca 16S rRNK gena je najsli¢nija
sekvenci Pseudomonas nitroreducens CPO 16.11.

Predstavnici rodova Klebsiella i Acinetobacter izolovani u ovom istrazivanju su ACC deaminaza
produkujuéi i slabo halotolerantni, sa izuzetkom umereno halotolerantnog Acinetobacter 14.2
izolovanim iz S. maritima. Predstavnici Acinetobacter su nadeni u razli¢itim tipovima stanista, ¢esto
ekstremnim kao $to su hiperslana staniSta (Dahal et al., 2017) i uobic¢ajeno su izolovani kao endofite
(Alibrandi et al., 2020). Yuan et al. (2016) su registrovali Acinetobacter kao dominantan rod u korenu
halofite S. salsa. Azotofiksirajuce Klebsiella su ¢esti endofiti halofitnih biljaka, rede se mogu naci u
slanom zemljistu koje je bez direktnog uticaja biljke (Gao et al., 2022).

Zahvaljujuéi sposobnosti produkcije endospora u nepovoljnim uslovima sojevi roda Bacillus mogu
da preZive u najveéem broju prirodnih stanista gde najcesce rastu u uslovima bez soli. Ipak, pojedini
izolati su ekstremno halotolerantni (20-25% NaCl) (Gabrabito et al., 1998). Predstavnici Bacillus su
izolovani iz zemljista i endorizosfere H. geniculatum (sin. H. hystrix) i sekvence njihovih 16S rRNK
gena su pokazale najveci stepen sli¢nosti sa sekvencama viSe predstavnika vrste Bacillus megaterium.
Na osnovu filogenetske i komparativno genomske analize taksonomija roda Bacillus je revidirana
(Gupta et al., 2020) i Bacillus megaterium je preimenovan u Priestia megaterium, koja je ujedno i
tipska vrsta novog Priestia roda koji ukljucuje i P. aryabhattai. P. megaterium je izolovana iz velikog
broja biljaka i zahvaljuju¢i brojnim PGP i svojstvima biokontrole sastavni je deo velikog broja
komercijalnih biofertilizatora (Ait Bessai et al., 2023).

IstraZivanja halotolerantnih bakterija su dugo bila u senci istraZivanja o halofilima. U jednoj od prvih
studija o nehalofilnim bakterijama slanih zemljista (halotolerantnim), Marquez et al. (1987) su
najveci broj izolata identifikovali kao Staphylococcus i Bacillus. Na osnovu filogenetskih analiza
Madhaiyan et al. (2020), pet vrsta roda Staphylococcus ukljucujuéi S. sciuri je preklasifikovano u
novi rod Mammaliicoccus. Rod Staphylococcus ukljucuje vrste koje su izolovane iz razli¢itih
okruzenja i okarakterisane kao halotolerantne (>15% NaCl) (Oren, 2006) i PGP bakterije (Taj i
Challabathula, 2021). Pigmentisana S. arlettae HPSSN35C izolovana iz slanog zemljista pokazala je
sposobnost tolerancije 35% NaCl u podlozi (Nanjani i Soni, 2014) dok je M. sciuri ET101 (bivsi S.
sciuri ET101) zabelezena u rizosferi S. europaea (Taj i Challabathula, 2021). Iz uzoraka zemljista
Slanog Kopova izolovan je veliki broj Gp koka. ldentifikacijom je pokazano da pripadaju rodu
Mammaliicoccus (bivsi Staphylococcus) i pokazuju najveci sliénost sekvenci 16S rRNK gena sa
sekvencama vrste M. sciuri (bivsi S. sciuri) (Tabela 27).

Predstavnici roda Serratia 8.2. i 3Z2 u ovoj disertaciji su izolovani iz rizosfere S. europaea i zemljista
redom. HT PGP Serratia koje ublazavaju efekte stresa solima kod biljaka su prethodno izolovane iz
slanog jezera (Singh i Jha, 2016) i rizosfere halofite Puccinellia tenuiflora (Guo et al., 2024). Sojevi
Serratia izolovani u ovom istrazivanju pokazali su sposobnost rasta U prisustvu do 7% NaCl u
podlozi, dok je S. rubideae ED1 izolovana iz korena Chenopodium quinoa pokazala sposobnost rasta
do 10% NaCl (Mahdi et al., 2021) u podlozi.

118



Predstavnici Mammalicoccus su detektovani samo u uzorcima zemljiSta. Pored njih, iz zemljiSta su
izolovani predstavnici Bacillus i jedan predstavnik roda Serratia. U rizosferi i posebno endorizosferi
sukulenata zabeleZen je veci diverzitet halotolerantnih rodova koji su ranije povezivani sa halofitama
poput Kusheria, Halobacillus i Halomonas, zajedno sa slabije halotolerantnim predstavnicima
Klebsiella i Acinetobacter kod kojih su opisana brojna PGP svojstva. Najveci broj identifikovanih
bakterija u ovom istrazivanju pripada rodovima Halomonas, Kushneria i Pseudomonas, sto ukazuje
na potencijalnu ulogu njihovih predstavnika u prilagodavanju biljaka specifi¢nim uslovima stanista.

6.3.2. Uticaj poviSene koncentracije soli na prezivljavanje izolata

Izolati dobijeni u ovom istrazivanju pokazuju razli€it stepen tolerancije povisenih koncentracija soli.
Larsen (1986) i kasnije Daoud i Ben Ali (2020) ukazuju da je neophodno napraviti razliku izmedu
tolerancije na soli 1 potrebe za solju kod bakterija, medutim Cesto je teSko napraviti jasne granice cak
I kod predstavnika istog roda. Pojedini autori koriste termin halotolerantan kako bi opisali sposobnost
vrste da toleriSe visoke koncentracije soli, §to ne iskljucuje postojanje potrebe za solju (Vreeland,
1987). Halofilni Halomonas elongata je prvobitno opisan kao ekstremno halotolerantan, iako zahteva
0,5M NaCl za rast §to ga ¢ini pravom halofilnom vrstom (Ventosa, 2008). U vecini slucajeva,
minimalna koncentracija jona Na* je neophodna za rast, odnosno za stvaranje gradijenta Na* i procese
aktivnog transporta u ¢elijskoj membrani (Ventosa et al., 2008). Zahtevi za solju variraju u zavisnosti
od genetike vrste, temperature inkubacije kao i dostupnih nutrijenta u medijumu za gajenje (Vreeland
1987; Ventosa et al., 2008). Opseg tolerancije na soli se uobifajeno ispituje pomocu slozenih
hranljivih podloga, koje zbog sadrzaja soli, dovode do pogresne interpretacije da se neki organizmi
klasifikuju kao halotolerantni umesto halofilni (Ventosa et al., 2008). Prema modifikovanoj podeli
Kushner (1985) koju je dao Oren (2006), halotolerantnim se smatraju nehalofilni mikroorganizmi
koji toleriSu so i ukoliko rastu iznad 2,5M (15%) smatraju se ekstremno halotolerantnim. Larsen
(1986) razlikuje nekoliko kategorija halotolerantnih mikroorganizama: netolerantne (tolerisu
najmanje koncentracije soli, oko 1%), slabo tolerantne (6-8%), umereno tolerantne (18-20%) i
ekstremno halotolerantne (20-30%).

Hranljivi agar (Torlak) na kome je izvrSena izolacija sadrzi 0,5% NaCl. Sve izolovane bakterije su
bile sposobne da rastu na HA podlozi bez dodatnog NaCl §to ih €ini halotolerantnim bakterijama.
Prisusvo 0,5% NaCl u kori$¢enoj podlozi ne iskljucuje da su neki od izolata, pored halotolerancije i
slabo halofilni. Gornja granica tolerancije soli se razlikovala medu izolatima. Predstavnici
Mammaliicoccus i Halobacillus su pokazali najvece opsege tolerancije (0,5-22 i 0,5-25% NaCl) u
ovom istrazivanju. Najveci broj izolata iz endorizosfere je umereno do ekstremno halotolerantan, dok
je medu rizosfernim najmanji broj ekstremno halotolerantnih. Izolati ACC kolekcije iz ove studije su
slabo halotolerantni i1 najve¢i broj raste u opsegu od 0,5-3% NaCl. U ovom istraZivanju, u
endorizosferi sukulentnih biljaka 1 u uzorku zemljiSta sa koga su one uzorkovane je najvec¢i broj
ekstremno halotolerantnih bakterija (prema klasifikaciji Oren (2006)). Medu njima se istiu
predstavnici roda Halobacillus koji tolerisu do 25% kao i Halomonas i Kushneria koji rastu do
maksimalnih 18% NaCl, zavisno od soja (Tabela 20a). Svi izolovani predstavnici rodova
Pseudomonas i Klebsiella uz Acinetobacter 14A2, su tolerisali znacajno nize koncentracije soli, §to
nije iznenadujuce s obzirom da je kriterijum za njihovu izolaciju bio produkcija ACC deaminaze, ne
halotolerancija. U zemljistu se istiCu predstavnici Mammaliicoccus sciuri 1022 i Mammaliicoccus
sciuri 1172, koje rastu pri 20 i 22% NaCl u podlozi (Tabela 18a). Zemljiste na obodu slanog jezera,
iz koga su izolovani pomenuti predstavnici Mammaliicoccus, u periodu uzorkovanja (leto) je bilo
belicaste do svetlo sive boje prekriveno slojem soli usled isparavanja vode i najslaniji je lokalitet u
SRP Slano Kopovo.
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6.3.3. Uticaj poviSene koncentracije soli na pokretljivost

Pokretljivost omogucava bakterijama interakciju sa spoljaSnjom sredinom, potragu za nutrijentima i
olaksava prezivljavanje (Cappellari et al., 2023). Pokretljivost pruza adaptivnu prednost za
izbegavanje nepovoljnih uslova u heterogenim sredinama zaslanjenih zemljista kao i kolonizaciju
rizosfere 1 rizoplana gde su privuceni biljnim eksudatima (Compant et al., 2010). Prisustvo soli ima
razlicit uticaj na pokretljivost halotolerantnih bakterija. Kod nekih halofilnih bakterija prisustvo soli
indukuje pojavu flagele. U slufaju umereno halofilne Halobacillus halophilus, pokretljivost i
formiranje flagele striktno su uslovljeni prisustvom jona CI- u medijumu (Roessler et al., 2002).
Halotolerantni Exiguobacterium sp. SH31 izolovan iz slane mocvare, toleriSe 5% NaCl, ali je
maksimalna pokretljivost zabelezena samo na 2,5% $to je i koncentracija soli optimalna za rast. Kod
ove bakterije prisustvo soli ne uti¢e na pojavu flagele, ali sa povecanjem soli ka gornjoj granici
tolerancije, pokretljivost prestaje (Remonsellez et al., 2018). Predstavnici Pseudomonas se krecu
pomocu jedne ili viSe polarnih flagela (Cappellari et al., 2023). U ovom istrazivanju kod
Pseudomonas sojeva (Pseudomonas sp. 15A1, P. putida 16Al i Pseudomonas sp. 15A2) iz ACC
kolekcije povecanje koncentracije soli negativno utice na pokretljivost (Tabela 25), $to je u skladu sa
rezultatima koje su dobili Cappellari et al. (2023). Kod ostalih izolata ACC kolekcije pokretljivost je
drasti¢no smanjena na gornjoj granici halotolerancije od 3% S$to pokazuju preénici kolonija (Tabela
25). Kod 89% testiranih HAL izolata pokretljivost je uo¢ena pri svim testiranim koncentracijama soli.
Dijametri kolonija kod 81% sojeva su smanjeni u prisustvu soli u odnosu na pre¢nik kolonija na
podlozi bez dodate soli, $to ukazuje da stres solima ima nepovoljan efekat na plivajucu pokretljivost
(Tabela 25). Testirane koncentracije soli nisu pokazale negativan efekat na pokretljivost ekstremno
halotolerantnih Halobacillus andaensis 16.4 i Halobacillus massilensis 16KX2 ¢iji pre¢nik kolonija
se povecava sa koncentracijom soli na 3% i odrzava na 7% NaCl u podlozi. Kod zemljisnih Bacillus
megaterium 4Z3 i 6Z3 koji imaju sposobnost rasta do 10% i 12% NaCl pokretljivost se smanjuje sa
povecanjem koncentracije soli u podlozi i prestaje pri 7% NaCl. Ansari et al. (2019) su zabelezili
negativan efekat poveéanja koncentracije soli na plivajucu pokretljivost prilikom testiranja B. pumilus
FAB10. B. pumilus FAB10 tolerise do 6% NaCl u podlozi ali se sa povecanjem koncentracije soli
zona pokretljivosti smanjuje za 16% pri maksimalno testiranih 3% NaCl u podlozi. Ovo istrazivanje
je pokazalo da uticaj povecanja koncentracije soli na pokretljivost bakterija varira medu razli¢itim
vrstama u zavisnosti od opsega njihove halotolerancije i koncentracije soli u podlozi.

6.3.4. Uticaj povisene koncentracije soli na produkciju pigmenata

Pigmentisane bakterije zZive u razliitim sredinama, rizosferi, pustinjskom zemljistu, slatkoj 1 morskoj
vodi, sedimentima i kao endofite, ali se produkcija pigmenata vezuje za mikrobe koji naseljavaju
slana i ekstremno slana stanista. Cesta karakteristika bakterija koje Zive u zaslanjenim stani§tima je
produkcija karotenoida koji imaju antioksidativni 1 antimikrobni potencijal 1 olakSavaju
prezivljavanje u uslovima stresa, fotooksidacije i slobodnih radikala (Fariq et al., 2019).

Kolonije najveceg broja izolata HAL kolekcije iz uzoraka endorizosfere i rizosfere bile su zuto ili
narandzasto obojene, bez prodiranja pigmenta u okolnu podlogu, §to ukazuje da produkuju
karotenoide. Nerastvorljivi karotenoidi ostaju unutar ¢elija ili su sastavni deo ¢elijske membrane i
uticu na njenu propustvljivost za vodu, kiseonik i male molekule (Kharangate-Lad i Bhosle, 2016).
Jedan od najvaznijih faktora koji uti¢e na proizvodnju karotenoida kod halofila jeste koli¢ina soli u
spoljasnjoj sredini (medijumu za rast), budu¢i da adaptacije na povisene koncentracije soli dovode
do promene u metaboli¢kim putevima (Rezaeeyan et al., 2017). Pored soli, na produkciju karotenoida
uticu 1 izvor ugljenika, prisustvo svetlosti, temperatura kao i dostupnost kiseonika posto je sinteza
karotenoida aeroban proces (Mata-Gomez et al., 2014; Fariq et al., 2019). Bakterije koje stvaraju
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pigmentisane kolonije izolovane u ovom istrazivanju imaju sposobnost tolerancije visokih
koncentracija soli, od najnizih 10% NaCl u podlozi u slu¢aju izolata 11K2, sve do maksimalnih 25%
NaCl kod Halobacillus massiliensis 16KX2 (Tabela 20a). | pored velikih opsega halotolerancije,
najveci broj testiranih bakterija pokazuje maksimalnu produkciju pigmenta pri 3% NaCl u podlozi.
Rezaeeyan et al. (2017) su takode zabelezili maksimalnu produkciju karotenoida kod halotolerantne
Kocuria sp QWT-12 pri 3% NaCl u podlozi, iako ona toleriSe zaslanjenost do 10% NaCl.

Produkcija pigmentisanih kolonija je narocito zastupljena kod endofita izolovanih iz sukulentnih
biljaka, koje su obligatno halofitne i rastu na delu lokaliteta sa najslanijim zemljiStem. Kako bi mogle
da prezive, endofite moraju da budu tolerantne na koncentracije soli prisutne u tkivima halofita i
sposobne da neutraliSu reaktivne vrste kiseonika (ROS) (Otlewska, 2020) ¢ija se produkcija povecava
u uslovima abiotickog stresa, ali i kao deo nespecificnog odgovora biljke na kolonizaciju endofitama
(Liuetal., 2017).

Pigmentisani HT PGP izolati u ovom radu pripadaju rodovima: Halomonas, Kuschneria i
Halobacillus. Kolonije Halobacillus mogu da budu kremasto bele, bledo zute ili svetlo narandzasto
obojene (Kharangate-Lad i Bhosle, 2016). Halobacillus trueperi MXM-16 izolovan iz mangrova
vegetacije produkuje nerastvorljivi narandzasti pigment iz grupe karotenoida koji pokazuje
sposobnost heliranja gvozda (Kharangate-Lad i Bhosle, 2016). Halobacillus je striktno aerobna
bakterija kojoj je gvozde potrebno za aktivnost enzima ukljucenih u proces aerobne respiracije, pa je
dodatno usvajanje gvozda produkcijom pigmenata dobra strategija za snabdevanjem ovim
mikronutrijentom (Kharangate-Lad i Bhosle et al., 2016). Patkar et al. (2021) su izolovali
karotenoidne pigmente sa visokim sadrzajem polifenola i snaznim antioksidativnim svojstvima kod
Halomonas sp. poreklom iz mangrova vegetacije. Banik et al. (2018) su izolovali dva ekstremno
halotolerantna soja (NaCl > 25%) iz rizosfere kikirikija sa sposobnos$¢u produkcije karotenoida na
podlogama sa 4% i 15% NaCl (0,7M i 2,5M) koji su identifikovani kao predstavnici rodova Bacillus
i Halobacillus.

Uticaj poviSene koncentracije soli na produkciju pigmenta se razlikuje i kod predstavnika istog roda.
U ovom istrazivanju, kod najveceg broja sojeva Halomonas maksimalna pigmentacija je zabelezena
pri 3% NaCl, osim kod H. songnenensis 15.2 i H. songnenensis 16K5 kod kojih je najvecéa produkcija
pigmenata u uslovima bez poviSene koncentracije soli. Kod Halobacillus massilensis 16KX2,
produkcija karotenoida se povecava sa dodatkom soli, sa maksimumom pri 3% NaCl u podlozi.
Sliéno kao Halomonas, predstavnici roda Kuschneria pokazuju razli¢itu produkciju pigmenata u
zavisnosti od koncentracije soli. Kod rizosfernih K. indalinina 6.1 i K. pakistanensis 7.3 najvece
vrednosti za produkciju pigmenata su pri 7% NaCl u podlozi, dok je kod endofitnih izolata istog roda
najvecéa produkcija pri 3% NaCl. Ispitujuéi uticaj sredinskih faktora na produkciju pigmenata
bakterija ekstremno slanih zemljiSta, Fariq et al. (2019) su pokazali da produkcija pigmenta kod
Halomonas aquamarina MB598 u velikoj meri zavisi od uslova sredine, poput koncentracije soli.
Kod H. aguamarina MB598 je ustanovljena direktna korelacija izmedu rasta i proizvodnje pigmenta,
gde je izolat pokazao maksimalni rast 1 pigmentaciju na 10% NaCl. Medutim, kod izolata MB597
(Salinicoccus sesuvii) i MB592 (Aquisalibacillus elongatus) proizvodnja pigmenta nije korelisana sa
rastom, vec je odstupanje od optimalnih uslova pospesilo pigmentaciju.

Produkcija pigmenata je znacajan adaptivni odgovor bakterija na zivot u sredinama sa pove¢anom
koncentracijom soli. U ovom istrazivanju produkcija pigmenata je zavisila od soja, koncentracije soli
u podlozi 1 najizrazenija je bila kod endofitnih izolata sukulentnih halofita, Sto moze predstavljati deo
adaptacije na zivot u unutrasnjosti biljke. Pored toga, karotenoidi su znacajni u antioksidativnoj
odbrani biljke, a istrazivanja ukazuju da endofite mozda mogu imati ulogu u povecanju nivoa
karotenoida kod biljke, §to dodatno povecava zastitu biljaka od stresa (Ravanello et al., 2003; Furtado
etal., 2019).
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6.3.5. Svojstva stimulacije biljnog rasta (PGP svojstva) izolata i njihovo ispoljavanje pri
povisenim koncentracijama soli

Pored razvijanja vlastitih mehanizama za prezivljavanje u uslovima povisenog saliniteta, HT PGP
bakterije u odredenoj meri povecavaju stepen tolerancije biljaka i pojaavaju efekat biljnih strategija
za prezivljavanje u stresnim uslovima (Shivarstava i Kumar, 2015). U ovom istrazivanju, testirane
bakterije ispoljile su viSestruka PGP svojstva, ¢ak i U uslovima poviSene koncentracije soli, §to
ukazuje na njihovu potencijalnu ulogu i doprinos u toleranciji stresa biljaka sa kojima su asocirane
na zaslanjenom stanistu.

6.3.5.1. Uticaj HT PGP na promenu nivoa fitohormona u prisustvu soli

Aktivnost biljnih hormona ima klju¢nu ulogu u odgovoru biljaka na razli¢ite vidove stresa. HT PGP
mogu uticati na status biljnih hormona tako $to ih sintetiSu ili sprecavaju njihovu produkciju
(Upadhyay et al., 2011; Etessami i Glick, 2020). Enzim ACC deaminaza deluje kao znacajan
modulator aktivnosti biljnih hormona $to moze da pojaca fizioloski odgovor biljke prema abiotickom
stresu (Govindasamy et al., 2017). Etilen kontrolise mnoge aspekte biljne fiziologije (Hardoim 2008;
Glick, 2014). Kao deo odgovora na razlicite izvore stresa u spoljasnjoj sredini, nivo etilena u biljkama
se ubrzano povecava §to moze da dovede do zaustavljanja rasta ¢ak i do ¢elijske smrti (Glick, 2014).
Zahvaljujuci aktivnosti enzima ACC deaminaze, bakterije imaju sposobnost da razgrade ACC koji
predstavlja direktan prekursor etilena kod biljaka oslobadajué¢i pritom azot i energiju. Delujuci
direktno na smanjenje nivoa etilena kod biljaka, aktivhost ACC deaminaze je najistaknutija
bakterijska PGP karakteristika u ublazavanju Stetnih efekata stresa na biljke (Etesami i Beatie, 2018;
Etesami i Glick, 2020).

Izolati iz ACC kolekcije su iskoristili 90,3-93,3% ACC poreklom iz DF medijuma za 16h. Sli¢nu
potro$nju ACC iz medijuma su zabelezili Li et al. (2011) kod 14% od 331 testiranih bakterijskih
izolata iz rizo i endorizosfere nakon istog perioda inkubacije. Niza potos$nja koja ukazuje na slabiju
aktivnost ACC deaminaze je zabelezena kod izolata 10.2 i P. nitroreducens 1.1. izolata HAL
kolekeije koji su potrosili oko 40% ACC iz podloge za isti period inkubacije.

Identifikovani ACC pozitivni izolati (ACC i HAL kolekcija) u ovom istrazivanju pripadaju rodovima
Acinetobacter, Klebsiella, Pseudomonas i Serratia. ACC deaminazna aktivnost kod predstavnika
Pseudomonas je dobro poznata (Penrose i Glick, 2003; Glick i Nascimento, 2021), dok je ACC
deaminazna aktivnost predstavnika Acinetobacter zajedno sa Pseudomonas ranije zabeleZzena u radu
Govindasamy et al. (2017). Ispitujuci diverzitet kolekcije ACC deaminaza produkujucih bakterija iz
rizosfere pSenice, Gontia Mishra et al. (2017b) pokazali su da najveéi broj izolata pripada rodu
Klebsiella i Enterobacter, uz tri predstavnika roda Acinetobacter. Halotolerantne ACC pozitivne
bakterije izolovane iz razlicitih halofita pokazale su potencijal da olakSaju efekte stresa i stimuliSu
rast halofita 1 biljaka osetljivih na delovanje poviSenog saliniteta (Sgroy et al, 2009; Siddikee et al.,
2010; Jha et al., 2012; Zhou et al., 2017).

Produkcija IAA, dominantnog auksina kod biljaka, bitna je odlika HT PGP koja uti¢e na rast biljaka.
Mikrobni TAA stimuliSe rast i grananje korena i izdanka ¢ime se olakSava usvajanje nutrijenta iz
zaslanjenog zemljista Sto dalje omogucava nastavak razvoja listova koji je bitan za produktivnost
biljke u stresnim uslovima (Dodd i Perez Alfonsea, 2012; Etessami i Glick 2020).
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Produkcija IAA je zabelezena kod halotolerantnih bakterija izolovanih iz razlicitih stanista, kao Sto
su obalska zemljista (Siddikee et al., 2010), rizosfera (Mapelli et al., 2013) ili endorizosfera
sukulentne Salicornia (Zhao et al., 2016).

Povecanje koncentracije soli ima razli¢it uticaj na produkciju IAA od strane bakterija. U ovom
istrazivanju, potvrdena je sposobnost produkcije 1AA kod pojedinih predstavnika svih
identifikovanih rodova, pri ¢emu najveci broj gubi ovo svojstvo sa povecanjem koncentracije soli.
Ranija istrazivanja su takode pokazala da sposobnost produkcije IAA kod rizosfernih izolata opada
sa dodatkom soli od 3 1 6% NaCl redom (Uphadyay et al., 2011). Zato poseban znacaj imaju sojevi
koji zadrzavaju sposobnost produkcije IAA u prisustvu poviSene koncentracije soli. Takav primer u
ovom istrazivanju je H. songnenensis 16K2, poreklom iz korena S. europaea, koji produkuje I1AA pri
svim testiranim koncentracijama soli. Uticaj poviSene koncentracije soli na produkciju IAA zavisi od
soja, tako H. songnenensis 14K X2 kao i B. megaterium 6Z3 zadrzavaju sposobnost produkcije IAA
pri 3% dok pri 7% NaCl u podlozi gube ovu sposobnost. Sli¢ne rezultate su dobili Oliva et al. (2023),
koji su pokazali da halotolerantni predstavnici rodova Bacillus i Halomonas zadrzavaju sposobnost
produkcje TAA sa poveéanjem koncentracije soli, ali se ona smanjuje. Pojedini izolati sintetiSu TAA
samo u prisustvu soli. 1zolovani i okarakterisani u ovom radu, Acinetobacter calcoaceticus 14.2 i
Kushneria pakistanensis 7.3 produkuju TAA samo pri 3% NaCl, §to je korisno svojstvo sa
potencijalom za primenu u uslovima povecanog saliniteta.

Pored razlika u tome kako produkcija IAA odgovara na promene u koncentraciji soli, sojevi su se
medusobno razlikovali po koli¢ini produkovane IAA. Najveéa produkcija IAA zabelezena je kod
predstavnika Mammaliicoccus sciuri 1Z3 (bivsi Staphylococcus sciuri) (15,05 pg/ml) u uslovima bez
povisene koncentracije soli (Tabela 21a). Produkcija TAA je prethodno opisana kao vazan PGP
mehanizam mnogih halotolerantnih predstavnika Staphylococcus. Taj i Challabathula (2021) su
zabelezili produkciju IAA kod halotolerantne M. sciuri ET101 i pri 15% NaCl u podlozi, dok su se
halotolerantne Staphylococcus STN-1, STN-5 i M. sciuri SAT-17 pokazale kao znacajni producenti
IAA (STN-1 20.3 pg/ml; STN-5 22 pg/ml; SAT-17 9,01 pg/ml IAA u uslovima bez povisene
koncentracije soli) (Akram et al., 2016; Shahid et al., 2019).

Brojni in vitro ogledi su pokazali da inokulacija IAA pozitivnim bakterijama ima stimulativan uticaj
na rast razli¢itih useva $to je posebne vaznosti u uslovima kada je biljka izloZena stresu usled povisene
koncentracije soli. Inokulacija pSenice halotolerantnim bakterijama koje produkuju IAA ukljucujuéi
Halomonas sp. SL 9 izolovan iz ekstremno zaslanjenih stani$ta, pozitivno je uticala na rast pSenice
gajene na zaslanjenom zemlji$tu (Tiwari et al., 2011). Halotolerantni IAA produkujuéi B. megaterium
S4 je povecao rast klijanaca pSenice u uslovima povisene koncentracije soli (Ait Bessai et al., 2023).
S. sciuri ET101 koja je pored sinteze IAA pokazala sposobnost sinteze giberelina i ACC deaminaze
dovela je do povecanja biomase, stope fotosinteze 1 sadrzaja fotosintetskih pigmenta u uslovima
povisene koncentracije soli kod paradajza (Lycoperiscon esculentum) i pirin¢a (Oryza sativa) (Taj i
Challabathula, 2021). Inokulacija halotolerantnim M. sciuri SAT-17 (Akram et al., 2016) i
Staphylococcus STN-1, STN-5 (Shahid et al., 2019) dovela je do smanjenja oksidativnog stresa i
povecanja rasta kukuruza u uslovima stresa indukovanog solima (Shahid et al., 2019). P. rifietoensis
15K2 izolovan u ovom radu produkovao je IAA u uslovima bez poviSenih koncentracija soli. Visoka
produkcija IAA je zabelezena kod P. rifietoensis (264,2 pg/ml IAA) koji je pozitivno uticao na rast i
prinos pSenice na zaslanjenom zemljiStu (Rajput et al., 2013). Navedeni podaci podrzavaju vitalnu
ulogu ovog PGP svojstva za rast biljaka u zaslanjenim zemljistima.

IAA zajedno sa ACC deaminazom na koordinisan nac¢in stimulisu rast korena (Glick, 2007; Etessami
i Glick, 2020). Siddikee et al. (2010) su primetili da halotolerantne bakterije koje produkuju zajedno
IAA i ACC deaminazu efikasnije stimuliSu izduzivanje ¢elija i produkciju biomase kod uljane repice
od bakterija koje sintetiSu samo ACC deaminazu. Medu ACC deaminaza produkujuéim izolatima u
ovom istrazivanju, 2A1, 13A4, 13A5, 272 1 1.1. su pokazali sposobnost produkcije IAA, od kojih je
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endofitni izolat 13A5 identifikovan kao Klebsiella oxytoca a rizosferni 1.1. kao Pseudomonas
nitroreducens (Tabela 27). Sposobnost produkcije IAA i ACC deaminaze ranije je zabeleZzena kod
halotolerantne Klebsiella sp. SBP-8, koja je pokazala ulogu u indukovanoj sistemskoj otpornosti
pSenice u uslovima povisene koncentracije soli i temperature (Singh et al., 2015).

6.3.5.2. Uticaj HT PGP na povecanje dostupnosti nutrijenata u prisustvu soli

Zahvaljujuci sposobnosti produkcije amonijaka, siderofora i solubilizacije neorganskih jedinjenja,
HT PGP bakterije izolovane u okviru ovog istrazivanja mogu da povecaju dostupnost esencijalnih
biljnih nutijenata kao Sto su azot, gvozde, fosfor, kalijum i cink, u uslovima sa i bez povisene
koncentracije soli.

Produkcija amonijaka je Siroko zastupljeno svojstvo PGP bakterija kojim direktno stimulisu biljni
rast (Orhan, 2016). Vecina testiranih bakterija zadrzava ovu sposobnost i pri povec¢anoj koncentraciji
soli u podlozi. Svi sojevi M. sciuri 121, 1Z3 i 1172, rizosferni K. indalinina 6.1 i K. pakistanensis
7.3, kao i endofitni predstavnici K. indalinina 14KX1 i Kushneria sp. 16KX1 izolovani u ovom
istrazivanju produkuju amonijak pri svim testiranim koncentracijama soli. Rezultati ukazuju da je
produkcija amonijaka uobicajena kod predstavnika Halomonas, budu¢i da su svi testirani predstavnici
pokazali ovo svojstvo i u prisustvu dodatog NaCl. Sli¢ne rezultate za produkciju amonijaka kod
bakterije Halomonas dobili su Mapelli et al. (2013). Svi predstavnici roda Bacillus u ovom
istrazivanju, B. megaterium 4Z3, 6Z3 i 13K5, produkuju amonijak u uslovima bez dodate soli.
Poveéanje koncentracije soli negativno uti¢e na ovo svojstvo, tako da nijedan predstavnik Bacillus
nema sposobnost produkcije amonijaka pri 7% NaCl u podlozi. Oliva et al. (2023) su uocili da sa
povecanjem koncentracije soli dolazi do smanjenja produkcije amonijaka kod Bacillus sp. M21 i
M23, dok se kod Halomonas sp. QH23 i QH24 produkcija amonijaka odvija samo u prisustvu soli i
u pozitivnoj je korelaciji sa njenom koncentracijom. Produkcija amonijaka u HT PGP bakterijama pri
povisenim koncentracijama soli je vazna za snabdevanje pristupacnim oblikom azota i predstavlja
znacajnu podrsku za rast biljke u uslovima stresa.

Na zaslanjenim zemljiStima, biljke su istovremeno pod uticajem poviSenih koncentracija soli 1
smanjene koli¢ine dostupnog gvozda (Fe), $to je Cest slu€aj u slanim sodnim 1 alkalnim zemljiStima
bogatim karbonatima Sirom sveta (Abbas et al., 2018). HT PGP posebno one asocirane sa halofitama,
produkuju Fe siderofore (Etessami i Beattie, 2018; Otlewska, 2020). Rezultati dobijeni u ovom
istrazivanju pokazuju da sposobnost produkcije siderofora, kao 1 uticaj poviSenih koncentracija soli
na ispoljavanje ovog svojstva varira medu predstavnicima istog roda. Medu sojevima koji pripadaju
Kushneria i Halomonas su predstavnici koji produkuju siderofore u uslovima bez kao i sa dodatom
soli. Svi predstavnici Serratia, Mammaliicoccus i Pseudomonas izolovani u ovom istrazivanju su
istaknuti producenti siderofora pri svim testiranim koncentracijama soli. Produkcija siderofora je
ranije potvrdena kod halotolerantne S. rubidea ED1 izolovane iz korena kinoe (Chenopodium quinoa)
sa viSestrukim PGP odlikama koje ukljucuju 1 produkciju celulaze, amonijaka i IAA (Mahdi et al.,
2021). U uslovima bez soli nema produkcije siderofora kod Bacillus sp. M21 i M23 i Halomonas sp.
QH23 i QH24, ve¢ samo pri najvi$oj testiranoj koncentraciji (3,6% NaCl) (Oliva et al., 2023).
Medutim, produkcija siderofora kod predstavnika Bacillus izolovanih u ovom istrazivanju se dosta
razlikuje. B. megaterium 6Z3 produkuje siderofore pri svim testiranim koncentracijama soli, dok
ostali sojevi B. megaterium 4Z3 i 5Z3 nemaju tu sposobnost ni pri jednoj od testiranih koncentracija
soli. Ovaj rezultat potvrduje zakljucak Alt Bessai et al. (2023) da uticaj NaCl na ispoljavanje neke
PGP odlike nije filogenetski determinisan, ve¢ varira medu sojevima iste bakterijske vrste. Takode,
prema Oliva et al. (2023) kod jednog soja iste vrste, jedno PGP svojstvo moze biti inhibirano, a drugo
stimulisano u prisustvu soli, dok kod drugog soja moze biti suprotna reakcija.

Fosfor (P) je esencijalni biljni nutrijent neophodan za sve osnovne fizioloske procese kod biljaka. U
uslovima visoke pH koji uglavnom vladaju u zaslanjenim zemljiStima, fosfati u zemljiSnom rastvoru
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se lako vezuju za Ca?* prelazeéi u nerastvorljiv oblik (Bano i Fatima, 2009; Khan et al., 2010). Bitna
osobina HT PGP bakterija asociranih sa halofitama je sposobnost povecanja dostupnosti P biljkama
putem solubilizacije neorganskih fosfata (Zhou et al., 2017; Aslam i Ali 2018).

Prisustvo soli je jedan od faktora koji imaju znacajan uticaj na solubilizaciju fosfata bakterijama
(Mahdi et al., 2021), $to se vidi i po rezultatima dobijenim u ovom istrazivanju. Acinetobacter
calcoaceticus 14A2, Klebsiella aerogenes 14A5 i Pseudomonas sp. 15A2 pokazuju sposobnost
solubilizacije fosfata pri 3% NaCl $to im ujedno predstavlja i gornju granicu halotolerancije (Tabela
19). Sposobnost solubilizacije fosfata je izrazena medu predstavnicima Klebsiella, $to su pokazala i
istrazivanja Singh et al. (2015) za Klebsiella sp. SBP-8 kao i Gontia Mishra et al. (2017) za Klebsiella
Zn8. Kod predstavika Pseudomonas izolovanih u ovom radu, uticaj povisene koncentracije soli na
solubilizaciju fosfata zavisio je od soja. Sojevi Pseudomonas sp. 15A1 i P. putida 16A1 (Tabela 23b)
solubilizuju fosfate samo u uslovima bez prisustva poviSene koncentracije soli, dok Pseudomonas sp.
15A2 zadrzava ovo svojstvo i pri 3% NaCl. Rizosferni P. nitroreducens 1.1 solubilizuje fosfate pri
svim testiranim koncentracijama soli. Solubilizacija fosfata kod rizosfernih sojeva K. indalinina 6.1
I K. pakistanensis 7.3 zavisi od prisustva soli, dok je endofitna K. indalinina 16.1. ispoljila i zadrzala
ovo svojstvo pri svim testiranim koncentracijama soli. Prethodna istrazivanja naglasavaju ulogu
Kushneria u snabdevanju biljaka fosforom u zaslanjenim stanistima. Teles et al. (2024) isticu da je
od svih izolata iz rizosfere Salicornia fruticosa, izolat iz roda Kushneria sp. SS102 pokazao najvecu
sposobnost solubilizacije fosfata, a da je solubilizacija fosfata ¢esto svojstvo predstavnika ovog roda
koje se zadrzava u uslovima poveéane zaslanjenosti pokazali su i Zhu et al. (2011).

Povisene koncentracije soli imaju pozitivan uticaj na solubilizaciju fosfata kod predstavnika Bacillus
izolovanih u ovom istrazivanju. B. megaterium 4Z3 solubilizuje fosfate samo u prisustvu dodate soli,
dok se u uslovima bez soli prosvetljena zona ne detektuje. Prisustvo soli imalo je pozitivan uticaj na
indeks solubilizacije fosfata sojem B. megaterium 6Z3 i 13K5 koji se odrzao i uvecavao sa porastom
koncentracije soli (Tabela 21b i 23b). Sli¢ne rezultate su dobili Abdelmoteleb i Gonzales-Mendosa
(2020) za halotolerantni B. megaterium AL-18 koji zadrzava svojstvo solubilizacije trikalcijum
fosfata pri poviSenoj koncentraciji soli sa maksimalnim solubilizacionim indeksom pri 6% NaCl.
Fosfat solubiliziraju¢i B. megaterium AL-18 stimulisao je rast pasulja (Phaseolus vulgaris) u
uslovima stresa izazvanog poviSenom koncentracijom soli in vivo (Abdelmoteleb i Gonzales-
Mendosa, 2020).

B. megaterium ima vaznu ulogu u snabdevanju biljke fosforom putem kombinacije razliitih
mehanizama. Ulogu u kruZenju fosfora ostvaruje solubilizacijom mineralnih i mineralizacijom
organskih oblika u ortofosfate dostupne biljkama (Liu et al., 2023), §to uz indirektan uticaj na sastav
mikrobiote u rizosferi rezultuje boljim snabdevanjem biljke fosforom u uslovima poviSene
koncentracije soli (Zhu et al., 2023). U slanim zemljis§tima u kojima je Cest deficit fosfora, B.
megaterium je dobar kandidat za biofertilizaciju u cilju povecanja produktivnosti i odrzivog
upravljanja zemljiStem.

Sposobnost solubilizacije fosfata kod predstavnika Serratia se razlikuje izmedu sojeva iste vrste. U
ovom istrazivanju S. rubidea 3Z2 je zadrzala sposobnost solubilizacije fosfata na svim testiranim
koncentracijama soli, dok je kod rizosferne S. rubideae 8.2 ovo svojstvo izostalo ¢ak i u uslovima
bez poviSene koncentracije soli (Tabela 21b 1 22b), pri ¢emu oba soja tolerisSu do 7% NaCl u podlozi.
Sposobnost solubilizacije fosfata halotolerantne Serratia rubidea ED1 (tolerise do 10% NaCl) opada
sa dodatkom soli u istrazivanju Mahdi et al. (2021). Ovi podaci pokazuju da poviSene koncentracije
soli razli¢ito uti¢u na sposobnost solubilizacije fosfata kod halotolerantnih sojeva, predstavnika iste
vrste Serratia.

Solubilizacija fosfata kod ekstremno halotolerantnih Mammaliicoccus (bivsi Staphylococcus) u ovom

istrazivanju zavisila je od koncentracije soli i soja. Soj M. sciuri 1Z1 solubilizuje fosfate pri svim

testiranim koncentracijama soli dok je kod sojeva M. sciuri 11Z2 i 1Z3 solubilizacija zabelezena
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samo u prisustvu soli (Tabela 21b). Sposobnost Staphylococcus da u prisustvu povisenih
koncentracija soli solubilizuju fosfate zabelezena je i ranijim istrazivanjima. Staphylococcus SAT 17
pokazala je sposobnost solubilizacije fosfata do 12% (2M NaCl) u podlozi, ali se ona smanjuje sa
povecéanjem koli¢ine soli (Akram et al., 2016).

U zemljistima u kojima dolazi do povefane akumulacije soli natrijum (Na®) indukuje nedostatak
kalijuma (K*) (Nawaz et al., 2023). Stoga je uloga bakterija koje solubilizuju kalijum (K) (KSB)
veoma znac¢ajna zbog dodatno smanjene dostupnosti kalijuma biljkama (Otlewska et al., 2020). Pored
toga, kao kofaktor mnogih enzima i neophodan biljni mikroelement, cink (Zn) ima bitnu ulogu u
biosntezi IAA i znafajnu ulogu u brojnim metabolickim procesima kod biljaka (Gandhi i
Muralidharan, 2016; Otlewska, 2020; Srithaworn et al., 2023), stoga su od posebnog znacaja bakterije
koje mogu razli¢itim mehanizmina da solubilizuju cink iz mineralnih izvora kao $to su ZnO i ZnCO3
(Gontia Mishra et al., 2017b).

Medu sojevima ACC kolekcije Klebsiella aerogenes 14A5 i Acinetobacter calcoaceticus 14A2 su
najistaknutiji sojevi u pogledu solubilizacije kalijuma i cinka, pri ¢emu imaju i sposobnost
solubilizacije fosfata. Kod ovih sojeva, sa dodatkom soli dolazi do smanjenja halo zone u slucaju
solubilizacije kalijuma dok se kod solubilizacije cinka veli¢ina halo zone uvecava u prisustvu soli
(Tabela 23b). Ranijim istrazivanjima pokazano je da su solubilizacija kalijuma i cinka svojstva
rasprostranjena medu predstavnicima Klebsiella i Acinetobacter. U istrazivanju Gontia Mishra et al.
(2017) najveci broj ACC deaminaza pozitivnih PGP bakterija sa ovim svojstvima pripada rodu
Klebsiella, dok su neki od izolata identifikovani kao predstavnici Acinetobacter. Rizosferni i
endofitni predstavnici Klebsiella su opisane kao KSB (Zhang i Kong 2014; Biswas et al., 2023).
Sposobnost solubilizacije kalijuma pri 7% NaCl je zabelezena kod halotolerantnih Acinetobacter
pittii L1/4 i L3/3 (Ashfaq et al., 2020), a solubilizacija cinka kod Acinetobacter sp. AGM3 i AGM 9
izolovanih iz korena pirin¢a (Gandhi i Muralidharan, 2016). Pored predstavnika Klesbsiella, Gontia-
Mishra et al. (2017), su zabelezili sposobnost solubilizacije cinka kod ACC pozitivnog Pseudomonas
aeruginosa Zn 9 koji je ispoljio visestruka PGP svojstva ukljucujuci i solubilizaciju kalijuma i fosfata.

ACC deaminaza produkujuc¢i Pseudomonas sp. 15A1, Pseudomonas sp. 15A2 i P. putida 16A1l
testirani u okviru ove disertacije imaju sposobnost solubilizacije kalijuma i cinka, pri ¢emu sa
dodatkom soli dolazi do smanjenja halo zona. Sposobnost solubilizacije kalijuma pri svim testiranim
koncentracijama NaCl uz porast halo zone sa dodatkom soli pokazao je i rizosferni P. nitroreducens
1.1 iz HAL kolekcije koji produkuje ACC deaminazu (Tabela 22b; Slika 16). K. pakistanensis 7.3
samo u prisustvu soli solubilizuje kalijum, dok se ostali predstavnici Halomonas i Kusheria u ovoj
disertaciji nisu istakli u pogledu solubilizacije kalijuma i cinka. B. megaterium 6Z3 pokazao je
sposobnost solubilizacije cinka, pri ¢emu je precnik halo zone u pozitivnoj korelaciji sa
koncentracijom soli. S obzirom na ulogu cinka u ishrani biljaka, bakterije koje solubilizuju cink imaju
znacajnu ulogu u stimulaciji rasta poljoprivrednih useva §to je potvrdeno istrazivanjima Mumtaz et
al. (2017), gde su sojevi identifikovani kao Bacillus sp. ZM20, Bacillus aryabhattai ZM31 i Bacillus
subtilis ZM63 pozitivno uticali na duzinu, suvu i sveZzu masu korena kukuruza. Tretman mladih
biljaka soje Priestia megaterium KAH109 i P. aryabhattai KEX505 sa sposobno$c¢u solubilizacije
cinka i viSestrukim PGP odlikama doveo je do zna¢ajnog povecanja biomase i prinosa (Srithaworn et
al., 2023).

6.3.5.3. Uticaj poviSene koncentracije soli na sposobnost produkcije egzopolisaharida (EPS) i
formiranje biofilma kod HT PGP izolata

Vezivanjem katjona, bakterijski EPS smanjuju dostupnost Na* jona biljkama za usvajanje i pomazu
u uslovima povisenih koncentracija soli (Upadhyay et al., 2011). Produkcija EPS i stvaranje biofilma
su bitni mehanizmi za prezivljavanje halotolerantnih bakterija, ali i vazna PGP svojstva za
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olaksavanje efekata stresa kod biljaka (Etesami 1 Beattie, 2018). EPS 1 biofilmovi omoguc¢avaju PGP
bakterijama kolonizaciju korena i stvaraju zastitni omotac¢ na povrSini korena koji pruza biljkama

zastitu od isuSivanja, stresa izazvanog Na* u slanim uslovima kao i od teskih metala kao $to je bakar
(Qurashi i Sabri, 2012a; Ruppel et al., 2013).

Predstavnici Bacillus i Pseudomonas se medusobno razlikuju po sposobnosti produkcije EPS i
stvaranja biofilma. U ovom istrazivanju, endofitni B. megaterium 13K5 se isti¢e po produkciji EPS i
biofilma u svim testiranim uslovima, dok su zemljisni B. megaterium 5Z3 i 6Z3 slabo biofilm-
produkujuci, bez sposobnosti produkcije EPS pri 7% NaCl. H. meridiana 14KX2 i H. songnenensis
16K2, 16K5 i 16K7 se isticu po sposobnosti produkcije EPS i biofilmova u prisustvu razli¢itih
koncentracija soli (Tabela 23a). Ranijim istrazivanjima H. meridiana PAab6 je pokazao maksimalnu
produkciju biofilmova pri 1M NaCl (~6%NacCl) i ispitivana PGP svojstva produkcije biofilma, EPS,
kolonizacije korena su bila efikasnija u prisustvu soli u odnosu na K. indalinina (HT2) i H.
aquamarina (ST2) (Qurashi i Sabri, 2012b). Sli¢ni rezultati su dobijeni u ovom istrazivanju gde su
K. indalinina 16.1 i 16.2. produkovali EPS u prisustvu soli, ali su manje efikasni u stvaranju
biofilmova u odnosu na H. meridiana 14KX2. U istrazivanju Qurashi i Sabri (2012a) kod
halotolerantnih H. variabilis (HT1) i Planococcus rifietoensis (RT4) postoji pozitivha korelaciju
izmedu produkcije EPS i biofilma i poveéanja koncentracije soli. Ovi sojevi su imali pozitivan uticaj
na formiranje agregata u zemljiStu i na povrSini korena (Qurashi 1 Sabri, 2012a), Sto ukazuje na jo$
jednu vaznu ulogu bakterijskih EPS. Medutim, svojstvo produkcije EPS se takode ne moze vezati za
bakterijsku vrstu jer za razliku od gore pomenutog predstavnika P. rifietoensis, P. rifietoensis 15K2
u ovoj disertaciji je ispoljio visestruka pozitivna PGP svojstva uz slabu sposobnost formiranja
biofilma i smanjenu produkciju EPS sa povecanjem koncentracije soli u podlozi. Povecanje
koncentracije soli uti¢e na smanjenje, ali ne dovodi do gubitka sposobnosti testiranih bakterija da
produkuju EPS 1 biofilm, $to moZe da ukaZe da su halotolerantne bakterije sposobne da razviju
zajednicu u uslovima poviSene koncentracije soli, kao i da kolonizuju koren biljaka i ¢estice zemljista
Sto je od izuzetne vaznosti za potencijalnu aplikaciju.

Uticaj poviSene koncentracije soli u ovom istraZivanju na ispoljavanje testiranih PGP osobina varirao
je medu sojevima iste vrste, Sto je u skladu sa zaklju¢cima Alt Bessai et al. (2023) koji isti¢u da PGP
svojstvo ne zavisi od pripadnosti odredenoj vrsti ve¢ je odlika pojedinacnog soja. Sa povecanjem
koncentracije soli, kod vecine izolata je doSlo do gubitka ili smanjenje vrednosti ispitivanog
parametra, $to ukazuje na negativan uticaj soli na ispoljavanje PGP svojstava. I pored toga, izdvajaju
se sojevi kod kojih se 1 prilikom povecanja koncentracije soli zadrzava odredeno PGP svojstvo 1 to
su upravo izolati koji su kandidati za formiranje kolekcije HT PGP za potencijalnu primenu u
sekundarno zaslanjenim zemljiStima. Medu bakterijama izolovanim iz zemljiSta, rizo i1 endorizosfere
biljaka sa zaslanjenog staniSta, nakon testiranja PGP osobina, dobijena je kolekcija halotolerantnih
bakterija ¢ija PGP svojstva se medusobno dopunjuju i koja predstavlja vredan resurs za dizajn
bakterijskog konzorcijuma za potencijalnu primenu.

6.4. Uticaj bakterijske inokulacije na parametre germinacije odabranih biljnih vrsta u uslovima
povisene koncentracije NaCl

Brz i yjednacen razvoj snaznih klijanaca omogucava usevima bolje koriS¢enja resursa, toleranciju
abitickog 1 biotickog stresa i opstanak u nepovoljnim uslovima Zivotne sredine (Cardarelli et al.,
2022). Uspesna germinacija je kritican faktor u biljnoj proizvodnji, jer je zajedno sa ranim rastom
najosetljivija razvojna faza biljke, posebno u uslovima stresa solima. Povecana koncentracija soli u
zemljiStu utice na morfloske, biohemijske i1 fizioloske aspekte biljnog rasta. Usevi se razlikuju u
pogledu tolerancije na povisen salinitet u zemljiStu, vecina zadrZzava sposobnost rasta dok je prinos
redukovan (Kaveh et al., 2011; Bhise i Dange, 2019).
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Primena HT PGP u inokulaciji semena je tehnologija koja moze ublaziti ili eliminisati negativan
uticaj povecanog saliniteta na germinaciju. Egzogeni IA A koji proizvode HT PGP bakterije stimulise
rast korenovog sistema olakSavajuci apsorpciju hranljivih materija ¢ime pozitivno utice na klijavost
(Ait Bessai et al., 2023). Sposobnost degradacije ACC koji se produkuje za vreme stresa je vazan
mehanizam HT PGP kojim se redukuje visoka koncentracija etilena koji inhibitorno deluje na
germinaciju (Siddikee et al., 2010). Pored toga, bitno svojstvo je produkcija EPS-a, koji doprinose
boljoj germinaciji tako Sto omogucavaju PGP bakterijama da kolonizuju povrSinu semena (Sagar et
al., 2022).

Halotolerantne bakterije odabrane za inokulaciju, B. megaterium 6Z3 i H. songnenensis 14KX2,
pokazale su viSestruka PGP svojstva. B. megaterium 6Z3 predstavnik je roda bakterija koje su dobro
poznate sa aspekta biofertilizacije i bioloske kontrole, tolerise do 12 % NaCl u podlozi i raste u
Sirokom opsegu temperature 1 pH vrednosti (Tabela 18a i1 b). Ekoloske karakteristike soja B.
megaterium 6Z3 uz sposobnost produkcije spora su korisne osobine koje ovaj soj izolovan iz slanog
zemljista ¢ine konkurentnim u ispoljavanju korisnih efekata na rast biljke u nepovoljnim uslovima
sredine i razli¢itim tipovima zemljista, posebno u uslovima povisene koncentracije soli. Endofitni H.
songnenensis 14KX2, izolovan je iz korena sukulentne biljke S. maritima i raste do 18 % NaCl u
podlozi. Kao predstavnik tipi¢nih halofilnih/halotolerantnih bakterija slanih staniSta toleriSe vecée
koncentracije soli 1 PGP svojstva postaju izraZenija sa dodatkom soli (Tabela 20a 1 b), §to ga zajedno
sa testiranim svojstvima stimulacije biljnog rasta ¢ine dobrim izborom za primenu u tretmanu semena
u uslovima poviSene koncentracije soli.

Izabrani sojevi, B. megaterium 6Z3 i H. songnenensis 14KX2, pokazali su sposobnost sinteze IAA i
pri povisenim koncentracijama soli ¢ime stimuli$u klijanje i razvoj korenovog sistema i doprinose
rastu klijanaca u ranim fazama rasta (Alt Bessai et al., 2023). Ovi sojevi nemaju sposobnost rasta na
DF podlozi sa dodatkom ACC, §to ukazuje da ne mogu da razgraduju ACC. Oba soja imaju
mogucénost stvaranja EPS 1 produkcije biofilma $to su korisna svojstva za prezivljavanje 1 kolonizaciju
semena i korena. Sto se ti¢e uticaja na snabdevanje biljke nutrijentima, oba soja produkuju amonijak,
izvor azota za biljke koji istovremeno moze da deluje inhibitorno na fitopatogene gljive (Alt Bassali
et al., 2023), kao 1 siderofore koje vezuju gvozde 1 mogu da ga ucine dostupnim biljkama za usvajanje.
B. megaterium 6Z3 za razliku od H. songnenensis 14K X2 pokazuje i sposobnost solubilizacije fosfata
1 cinka. Znacaj solubilizacije fosfata je ve¢i u zaslanjenim zemljistima u kojima je koli¢ina dostupnog
fosfora dodatno umanjena prelaskom u nerastvorljive oblike (Alt Bassai et al., 2023) i ¢injenica da B.
megaterium 6Z3 ima sposobnost solubilizacije fosfata moze doprineti rastu i razvoju biljke. B.
megaterium 6Z3 i H. songnenensis 14KX2 nisu pokazali sposobnost produkcije hemolizina kao ni
produkcije enzima DNaze koja degradira DNK, stoga se smatraju bezbednim za primenu u narednim
delovima istrazivanja. Budu¢i da testrana svojstva karakteriSu humane patogene (KneZevic-
Vukcevi€, 1999), njihovo ispitivanje je vazno prilikom odabira sojeva za razvoj inokulanta.
Ispoljavanje ovih svojstva moZe da se razlikuje medu sojevima iste vrste, stoga testiranje
pojedinacnih sojeva osigurava koriS¢enje mikrorganizama koji ne predstavljaju rizik po zdravlje 1
Zivotnu sredinu.

Germinacija je kompleksan proces 1 njena uspeSnost se meri determinisanjem vrednosti procenta
germinacije (GP), prose¢nog vremena germinacije (MGT), germinacijskog indeksa (Gl), vigora | i
vigora Il kao germinacijskih parametara.

Od useva koji su testirani u ovom istrazivanju, jeCam 1 pSenica se smatraju usevima tolerantnim na
soli dok je suncokret umereno tolerantan (Maas i Grattan, 1999). Tolerancija na soli varira - medu
usevima 1 zavisi od tipa 1 uslova u zemljiStu (npr. vrste soli 1 distribucije kroz profil, sadrzaja vode),
mirobiote zemljiSta, sorte i faze rasta biljke, kao i agronomskih praksi pre svega navodnjavanja i
nacina setve (Maas i Grattan, 1999; Daliacopoulos et al., 2016).
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Ogranicena dostupnost vode 1 nakupljanje jona dovode do smanjenog klijanja, uzrokujuci brojne
promene u enzimskim i hormonalnim aktivnostima semena, $to dalje uti¢e na strukturnu organizaciju
embriona tokom klijanja (Kerbab et al., 2021). Odlaganje klijanja i izbijanja klijanca iz zemljiSta su
jedan od kljuénih efekata stresa solima na biljku. Usporavanje klijavosti moze imati fatalne posledice
po uspostavljanje populacije useva ako se mladi izdanci, koji su ve¢ izlozeni stresu solima suoce sa
dodatnim izvorima abiotiCkog stresa kao Sto je nedostatak vode, visoka temperatura ili narusena
struktura zemljiSta (Maas i Grattan, 1999).

Jedan od osnovnih parametara za opisivanje uspesnosti germinacije je GP koji predstavlja broj
proklijalih semena u odnosu na ukupan broj semena izrazen u procentima i odrazava vijabilnost
semena. U uslovima bez inokulacije, povecanje koncentracije soli nije uticalo na GP je¢ma u ovom
istrazivanju, dok je kod pSenice i suncokreta dovelo do smanjenja GP. Povecanje koncentracije soli
najvise je uticalo na GP pSenice, smanjujuci ga za 35% pri 100 mM NaCl, dok pri 200 mM nije bilo
klijanja ni u slu¢aju inokulisanih semena. GP suncokreta se smanjio za 13,4% pri 100 mM i za 18,8%
pri 200 mM kod kontrolnih semena. Sli¢ne negativne efekte usled povecanja koncentracije soli na
GP psenice zabelezili su i Lee et al. (2021), kod kojih je GP iznosio samo 16% pri 200 mM NacCl,
dok na koncentraciji od 250 mM nije bilo klijavosti (Lee et al., 2021).

U slucaju inokulisanih semena, uticaj odabranih sojeva na GP se razlikovao medusobno, kao i u
zavisnosti od koncentracije soli. U uslovima bez dodate soli, efekti inokulacije na GP su zabelezeni
kod je¢ma i pSenice dok je GP kontrolnih semena suncokreta iznosio 90% i nije bilo statisticki
znacajne razlike u odnosu na tretmane. Pri maksimalnim testiranim koncentracijama soli kod
suncokreta (200 mM NaCl) i pSenice (100 mM NaCl), samo inokulacija sa H. songnenensis 14KX2
dovela je do povecanja GP dok B. megaterium 6Z3 nije imao statisticki zna¢ajnog uticaja. Medutim,
u slu€aju je¢ma oba bakterijska tretmana su dovela do povecanja GP pri 200 mM NacCl (Tabela 28).
Efekti inokulacije H. songnenensis 14KX2 na GP su vidljivi kod svih testiranih useva i izrazeniji su
od efekata inokulacije B. megaterium 6Z3 pri ve¢im koncentracijama soli, $to moze biti posledica
vece halotolerancije predstavnika Halomonas. U ovom istrazivanju, inokulacija B. megaterium 6Z3
dovela je do povecanja GP pSenice u uslovima bez dodate soli, za razliku od rezultata Kerecki (2023)
gde B. megaterium 11/3 nije imao statisti¢ki znacajan efekat na klijavost pSenice pod istim uslovima
Sto istice ulogu koriS¢enog soja na efekte inokulacije. Odredena istraZivanja ukazuju na pozitivan
uticaj inokulacije semena na GP useva. Nakon inokulacije sa B. megaterium PN89, GP psenice u radu
Lee et al. (2021) je povecan za 6%. Tretman semena dve sorte suncokreta pomocu Bacillus sp. KS-
54 dovelo je do povecanja GP za 47% i 25% (Den et al., 2021). Razliciti efekti inokulacije B.
megaterium na GP istih kultura ukazuju da PGP potencijal nije filogenetski determinisan ve¢ zavisi
od specificnih odlika pojedinacnih sojeva (Ait Bessai et al., 2023), Sto potvrduju 1 rezultati ovog
istraZivanja.

Medutim, GP prikazuje ukupan broj proklijalih semena (Kader, 2005), ali ne daje podatke o
uniformnosti i brzini procesa germinacije. Zato se za potpuniji opis germinacionog procesa koriste
dodatni parametri.

MGT je vazan germinacijski parametar koji pruza informaciju o proseCnom vremenu za koje grupa
semena proklija i odnosi se na broj dana kada se germinacija zavrSava (Kader, 2005). NiZe vrednosti
MGT znace brzo klijanje 1 bolji vigor semena, $to omogucava raniji razvoj biljke. Jo$ jedan vazan
parametar za opisivanje germinacije koji pored broja proklijalih semena uzima u obzir brzinu
germinacije je GI (Kader et al., 2005). Povecanje vrednosti GI predstavlja pozitivan efekat inokulacije
PGP jer ukazuje na brzu germinaciju i vigor semena. Brza germinacija i vigor semena su posebno
vazni u zaslanjenim zemljiStima, gde usporen razvoj klijanca omogucava produzeno delovanje stresa
solima kao 1 pridruzeno delovanje drugih oblika abiotickog stresa Sto smanjuje verovatnocu
prezivljavanja biljke (Maas i Grattan, 1999; Kerecki, 2023).
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Rezultati testa germinacije su pokazali da u prisustvu soli bakterijski tretmani sa B. megaterium 6Z3
I H. songnenensis 14KX2 dovode do smanjenja vrednost MGT kod je¢ma i suncokreta, dok kod
pSenice promene u MGT nisu zabeleZene. Sli¢no, kod je¢ma i suncokreta oba soja su uticala na
povecanje GI u uslovima poviSene koncentracije soli, dok je kod pSenice samo tretman H.
songnenensis 14KX2 imao pozitivan efekat na Gl. HT PGP H. songnenensis 14K X2 je pokazao bolje
rezultate u uslovima veée koncentracije soli Sto moze biti rezultat sposobnosti ovog soja da tolerise
vece koli¢ine soli (Tabela 20a), pri ¢emu pokazuje 1 znacajna PGP svojstva. Smanjenje MGT useva
kao posledicu inokulacije PGP bakterijama, zabelezeno je kod Kerecki (2023) nakon inokulacije
kukuruza sa B. megaterium 11/3 (33%) u uslovima bez dodate soli. Prethodna istrazivanja su pokazala
da je inokulacija semena pSenice i jeéma HT PGP bakterijama dobra strategija za povecanje klijavosti
i otpornosti klijanaca u uslovima povecanog saliniteta. HT PGP Halomonas SL 9 indukuje otpornost
prema povecanom salinitetu kod pSenice (Tiwari et al., 2011). Takode, inokulacija halotolerantnim
predstavnicima Bacillus sp. i Oceanibacillus sp. poboljsala je otpornost pSenice (Triticum turgidum
subsp. durumu) pri 200 mM NaCl (Albdaiwi et al., 2019), dok je inokulacija predstavnicima roda
Pseudomonas znacajno povecala GP je¢ma (Zaib et al., 2023) kao i GP i GI pSenice (Nadeem et al.,
2013) u uslovima povecanog saliniteta.

Kompleksan parametar koji oslikava celokupan pontencijal semena za uspe$nu germinaciju i razvoj
biljaka je vigor semena. Prethodna istrazivanja isti€u vigor klijanaca kao vazan parametar koji
odrazava kvalitet semena i utice na uspesnost uspostavljanja klijanaca u razli¢itim uslovima zemljista
(Damodaran et al., 2018).

Rezultati su pokazali da B. megaterium 6Z3 i H. songnenensis 14KX2 uti¢u na povecéanje vrednosti
vigora kod ispitivanih biljnih vrsta. Uticaj inokulacije na vigor I i II postaje izrazeniji sa dodatkom
soli, odnosno u uslovima stresa. Povecanje vigora semena moze da bude posledica produkcije auksina
u HT PGP bakterijama koja je kod odabranih sojeva zabeleZena i u prisustvu povisenih koncentracija
soli. Egzogeni auksin uti¢e na proces klijanja interakcijom sa apscisinskom kiselinom, giberelinima
i putevima posredovanim etilenom (Sorty et al., 2016) ¢ime poboljsava ¢elijske odbrambene sisteme
pokrec¢u¢i klijanje ¢ak 1 uslovima stresa (Kerbab et al., 2021).

Povecanje vigora semena je vaZzan efekat inokulacije PGP bakterijama koji je klju€an za brzu
germinaciju 1 razvoj klijanaca omogucavaju¢i im bolje prilagodavanje stresnim uslovima. H.
songnenensis 14KX2 se pokazao kao odlican izbor za inokulaciju semena u prisustvu povisenih
koncentracija soli 1 ispoljio je znacajan efekat na povecanje vigora svih tretiranih semena. U ogledu
sa pSenicom, samo je inokulacija H. songnenensis 14KX2 imala uticaja na poveéanje vigor Il u
prisustvu soli, dok je kod je¢ma dovela do povecanja vigor I za 103% pri 100 mM NaCl. Istovremeno,
najistaknutiji uticaj na vigor semena zabeleZen u ovom radu postignut je inokulacijom semena
suncokreta sa H. songnenensis 14KX2 pri ¢emu je doslo do povecanja vigora I za ¢ak 220%.

Tretman B. megaterium 6Z3 je doveo do povecanja vigora kod suncokreta i je¢ma u prisutvu soli, pri
¢emu je izraZeniji efekat ostvario kod jeCma (Tabela 28). U radu Kerecki (2023) u uslovima bez
povisene koncentracije soli, inokulacija B. megaterium 11/3 dovela je do povecanja vigor Il kod
pSenice, za razliku od B. megaterium 6Z3 u ovom istraZzivanju koja nije imala efekta na vigor II, veé¢
samo na vigor I kod pSenice.

Brojna istrazivanja potvrduju pozitivan efekat inokulacije predstavnicima HT PGP Bacillus na
povecéanje vigor | i vigor Il poljoprivrednih kultura u uslovima povisenog saliniteta. Inokulacija
semena pSenice sa Lysinibacillus sp A-16, Lysinibacillus fusiformis A-11 i Bacillus licheniformis M-
16 (Damodaran et al., 2018) kao i Bacillus atropheus BR5 (Kerbab et al., 2021) dovela je do
poveéanja vigor I i vigor II i stimulacije rasta pSenice. Primenom konzorcijuma Bacillus
amyloliquefaciens BS-56 i BS-10 i Pseudomonas fluorescens S-90 u uslovima stresa soli (5% NaCl),
Singh et al. (2021) potvrdili su povecanje duzine klijanaca i vigora I za 42,80% i vigora Il za 81,23%
u odnosu na kontrolu kod prosa (Echinochloa frumentacea). Tretman semena pSenice [AA
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produkujuc¢im B. megaterium PN89 doveo je do povecanja GP, duzine korenskog i nadzemnog dela
klijanaca i drugih parametara rasta u odnosu na kontrolu u uslovima povecane koncentracije soli
(ukljucujuéi 1 200 mM NaCl) u radu Lee et al. (2021), koji isti¢u da ovaj soj moze biti koriS¢en kao
biofertilizator za poveéanje otpornosti pSenice u uslovima povisene koncentracije soli.

Uticaj bakterijske inokulacije na duzinu i masu testiranih biljaka istaknutiji je sa dodatkom soli.
Najve¢e povecanje duzine klijanaca postignuto je kod suncokreta (167%) inokulacijom H.
songnenensis 14KX2 pri koncentraciji soli od 200 mM NaCl. Delovanjem oba bakterijska tretmana
pri 200 mM NacCl postignuta su povecanja u suvoj masi klijanaca kod pSenice i1 je¢ma, dok je kod
suncokreta samo tretman H. songnenensis 14KX2 povecao suvu masu. Ranijim istrazivanjima je
pokazan pozitivan uticaj inokulacije na rast i povecanje biomase klijanaca. Tretman semena kukuruza
sojem Bacillus sp. MGW9 doveo je do povecanja suve mase korena i nadzemnog dela klijanaca od
61,5% i 61,1% u uslovima stresa solima (Li et al., 2021). Inokulacija semena pSenice pomocu pet
halotolernatnih sojeva rezultovala je smanjenjem stresa solima i poveéanjem duzine klijanaca za
71,7% u odnosu na neinokulisanu kontrolu (Ramados et al., 2013). Hallobacillus sp. SL3 i Bacillus
halodenitrificans PU62 su pokazali preko 90% povecanja u duzini i 17% u suvoj masi u poredenju
sa kontrolom pri 320 mM NacCl §to ukazuje na znacajnu redukciju efekata stresa (Ramados et al.,
2013).

PGP svojstva odabranih inokulanata H. songnenensis 14KX2 i B. megaterium 6Z3, kojima uti¢u na
povecanje dostupnosti nutrijenta (produkcija amonijaka, siderofora, solubilizacija fosfata i1 cinka) 1
produkcija auksina kojima direktno ostvaruju efekat na rast su dosla do izrazaja u uslovima poviSene
koncentracije soli i dovela do poveéanja biomase testiranih biljaka. Efekti inokulacije na parametre
germinacije i rast klijanaca odabranih biljaka predstavljaju potvrdu PGP osobina koje su odabrani
bakterijski sojevi ostvarili u uslovima povecane koncentracije soli. Oba soja su pokazala izuzetnu
sposobnost halotolerancije i otpornosti na visok osmotski pritisak, $to ih ¢ini podesnim za
prezivljavanje tokom procesa proizvodnje biofertilizatora i inokulacije semena.

6.5. Inkapsulacija odabranih halotolerantnih bakterija

Ekoloske osobine, PGP svojstva i pozitivni efekti koje su ostvarili na germinaciju semena i rani razvoj
klijanaca tri useva u uslovima bez i u prisustvu soli su uticali da se ove bakterije odaberu za proces
inkapsulacije radi formulacije za potencijalnu primenu.

6.5.1. Morfoloske karakteristike i aktivnost vode (aw) inkapsulata

Interakcija izmedu Na-alginata i sredstva za geliranje (CaCly), tj. Ca?" je brzi proces koji omoguéava
dobijanje inkapsulata u Sirokom opsegu veli¢ine Cestica, oblika i sa relativno velikim udelom aktivne
supstance, bez naruSavanja strukture inkapsulata (Levi¢ i sar., 2015).

Pojava izduzenih Cestica je uocena verovatno kao posledica prisustva mehurova vazduha koji su kod
manjeg dela Cestica ostali u strukturi alginata na pocetku ili na kraju procesa inkapsulacije kada je
dolazilo do ujednacenja/smanjenja protoka rastvora za inkapsulaciju. Sli¢an sistem (alginat-skrob) su
koristili 1 Schoebitz i sar. (2013) za inkapsulaciju bakterija i njihovo koriS¢enje u razgradnji fosfata.
Sistem se po autorima pokazao kao veoma pogodan za ovu namenu, omogucavajuéi bolje oCuvanje
zivotnih funkcija ¢elija, uz dobru aktivnost kada je u pitanju rastvaranje fosfata.

Dodatak materijala koji deluje kao punilac ima pozitivne efekte na sprecavanje skupljanja inkapsulata
(Levi¢ i sar., 2015). U ovom radu koris¢en je skrob kao dodatak-punilac alginatu. O¢uvanje strukture
inkapsulata nakon suSenja je od velikog znacaja za njihovu dalju primenu jer strukturno stabilni
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inkapsulati mogu se ravnomerno dozirati i omogucavaju jednostavnu primenu. Medutim, primeceno
je da inkapsulati suSeni procesom liofilizacije imaju mehanic¢ka svojstva koja su nepovoljnija u
odnosu na inkapsulate susene u susnici. Iz ovog razloga nije vrSena dalja analiza vijabilnosti ¢elija
liofilizovanih inkapsulata kod njihovog skladi$tenja.

Aktivnost vode ima veliki zna¢aj za o€uvanje zivotnih aktivnosti ¢elija i generalno se tezi da aktivnost
vode (aw vrednost) bude $to niza kako bi se ¢elije mogle ¢uvati tokom duzeg vremenskog perioda.
Uticaj aw vrednosti na prezivljavanje bakterijskih ¢elija je najvise prouc¢avan kod probiotika, gde je
ocuvanje vijabilnosti ¢elija tokom perioda skladistenja od sustinskog znacaja za oCuvanje kvalteta 1
funkcionalnih svojstava proizvoda sa probioticima. Prema dostupnim literaturnim podacima, broj
probiotiskih ¢elija se smanjuje drasticno tokom vremena sa povecanjem aw vrednosti, pri cemu aw
vrednosti od oko 0,4 su uslovile brzi pad broja zivih ¢éelija (Vesterlund i sar., 2012). Rezultati
ostvareni u ovoj tezi ukazuju da su uzorci osuseni u granicama aw vrednosti koje im obezbeduju
relativno stabilne uslove ¢uvanja proizvoda i o€uvanja vijabilnosti éelija.

6.5.2. Uticaj procesa inkapsulacije na vijabilnost inkapsulisanih ¢éelija

Odabir adekvatne formulacije mikrobioloSkog preparata je vazan faktor koji uti¢e na efekte primene
(Schoebitz et al., 2013). Odrzati vijabilnost PGP bakterija i konstantnu brojnost tokom skadistenja do
upotrebe kao i osigurati prezivljavanje u zemljiStu nakon aplikacije je izazovno. Direktno unosenje
bakterija bez adekvatne zastite u zemljiSte moze da dovede do naglog opadanja brojnosti i smanjenja
efikasnosti preparata usled kompeticije sa autohtonom mikroflorom ili delovanjem abiotickog stresa
(Szopa et al., 2022). U cilju boljeg prezivljavanja tokom skladiStenja 1 nakon aplikacije,
mikroorganizmi se imobiliSu i pomoc¢u razli¢itih nosaca formuliSu u mikrobioloski inokulant (Szopa
et al., 2022). Inkapsulacija bakterija je efikasna tehnika u zastiti ¢elije od nepovoljnih ekoloskih
uslova u zemljistu, pruza ocuvanje njihove aktivnosti kao PGP, opstanak u zemljistu i bakterijsku
kolonizaciju oko korena (Saberi Riseh et al 2021). Efikasnost tehnike inkapsulacije PGP bakterija
potvrdena je ranijim istraZivanjima. Nakon tri godine skladiStenja na 4 °C, stopa preZivljavanja B.
subtilis NRRL B-30408 i Pseudomonas corrugata NRRL B-30409 inkapsulisanih u Na-alginatu
iznosila je 108 CFU/g pri ¢emu su zadrzale svoja PGP svojstva (Trivedi i Pandey, 2008). Rezultati
Trivedi i Pandey (2008), pokazuju da su imobilisane ¢elije Bacillus na nosacu od alginata podesnije
za dugotrajno ¢uvanje od Pseudomonas. Inkapsulacija pruza sporogenim bakterijama dodatni nivo
otpornosti na nepovoljne uslove sredine, a nesporogenim bakterijama potencijalno omogucava da
ocuvaju vijabilnost ¢ime se proSiruje mogucnost koris¢enja veceg broja PGP ili biokontrolnih sojeva
u realnoj proizvodnji u poljskim uslovima (Rojas-Sanchez et al., 2022). Klebsiella oxytoca Rs-5
inkapsulisana pomocu alginata znacajno je doprinela rastu biljke pamuka u uslovima povisene
koncentracije soli u odnosu na neinkapsulisane bakterije istog soja (Wu et al., 2011).

Sojevi B. megaterium 6Z3 i H. songnenensis 14KX2 koji su pokazali viSestruke pozitivne efekte na
germinaciju odabranih biljaka u uslovima poviSene koncentracije soli inkapsulisani su u sistemu na
bazi Ca-alginata i skroba. Biorazgradivost zastitinih polimera osigurava kontrolisano otpusStanje
bakterija u zemljiSte olakSavajuci kolonizaciju (Szopa et al., 2022). Alginat je najceS¢e koriSc¢eni
biopolimer jer je bezbedan (ekoloski prihvatljiv), fleksibilan (pogodan za sve vrste mikroorganizama)
I ekonomski opravdan (Saberi Riseh et al., 2021; Szopa et al., 2022). Alginati su ¢este komponente
bakterijskih egzopolisaharida koji imaju ulogu u zaStiti mikroorganizama od abioti¢kog stresa.
Bakterije koje rastu u uslovima suse pojacano luce alginate kao komponentu egzopolisaharida (Sa et
al., 2019) koji im omogucavaju formiranje i odrzavanje biofilmova, prijanjanje i kolonizaciju (Szopa
et al., 2022). Alginatni gel koji se formira u prisustvu Ca?* jona destabilizuje se i podlozan je
degradaciji u kiselim uslovima sredine kao i prilikom izlaganja heliraju¢im agensima (citrati, fosfati,
laktati) i katjonima (Mg?* i Na*) (Martin et al., 2015). Alginatni inkapsulati su porozni §to omogucava
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difuziju vlage i1 drugih te¢nosti i izloZzenost nepovoljnim uslovima tokom susenja Sto skracuje zivotni
vek inkapsulisanih ¢elija (Szopa et al., 2022). Ovi nedostaci se prevazilaze meSanjem alginata sa
drugim polimerima (Saberi Riseh et al 2021) kao Sto je skrob, koji je koris¢en kao punilac kod
inkapsulata u ovom istrazivanju. U ranijim istrazivanjima meSanje alginata sa kukuruznim skrobom
poboljsalo je efikasnost tehnologije inkapsulacije razlicitih bakterijskih ¢elija (Martin et al., 2015). U
bioinkapsulacionoj matrici, adhezija ¢elija na skrob smanjuje fizicki uticaj stresa na mikrobne ¢éelije
1 znaCajno poboljSava njihovo prezivljavanje (Vassilev et al., 2020). Veca koli¢ina skroba doprinosi
jacini 1 manjoj poroznosti alginatno-skrobnih granulata §to je znacajno za prezivljavanje bakterija.
Poroznost granulata moze da poraste ukoliko imobilisane ¢elije imaju sposobnost koriS¢enja skroba
kao nutrijenta (Tal et al., 1999; Vassilev et al., 2020).

Smrtnost ¢elija tokom procesa susenja je kriti¢na tacka procesa inkapsulacije (Schoebitz et Lopez
Belchi, 2016). SuSenje predstavlja veliki fizicki stres za zive celije koji ukljucuje povecanje
osmotskog pritiska i smrt ¢elija usled oSte¢enja Celijske membrane. Buduci da je odabir tehnike
susenja koja se koristi za proizvodnju biofertilizatora glavni faktor koji uti¢e na vijabilnost mikrobnih
¢elija i kasnije na efekat primene u polju, sposobnost izdrzavanja visokog osmotskog pritiska treba
da bude medu glavnim osobinama potencijalnih sojeva kandidata za biodubriva iako nisu predvidena
za zaslanjenje uslove (Ait Bessai et al., 2023).

Tokom postupka karakterizacije oba odabrana soja su pokazala izuzetnu sposobnost halotolerancije
i samim tim otpornosti na visok osmotski pritisak. Pored toga, odabrane bakterije imale su sposobnost
rasta na temperaturi suSenja 35°C §to je rezultovalo velikim prinosom vijabilnih ¢elija nakon susenja
u susnici (108).

Za proveru pogodnosti primene odgovarajuc¢e metode inkapsulacije, nosaca kao i uslova pakovanja i
skladistenja, neophodno je pratiti prezivljavanje bakterije u inkapsulatu tokom vremena. Nakon
godinu dana ¢uvanja u vakuumiranom pakovanju, kod inkapsulisanih bakterija suSenih u su$nici nije
doSlo do gubitka vijabilnosti vece od 10%, Sto ukazuje da su metodologija, odabir nosaca 1 uslovi
inkapsulacije optimalni za odrzavanje i formulaciju testiranih sojeva za potencijalnu aplikaciju.
Dobijeni rezultati su pokazali da je temperatura ¢uvanja imala znacajan uticaj na prezivljavanje H.
songnenensis 14KX2 tokom prvih sedam dana, dok nakon $est meseci i godinu dana nije pokazala
statisti¢ki znacCajan uticaj. Kod B. megaterium 6Z3 uticaj temperature na ¢uvanje bio je statisticki
znacajan tokom Sest meseci, pri ¢emu je veéi broj ¢elija nakon Sest meseci preZziveo ¢uvanjem na 4
°C. Cuvanje inkapsulata u uslovima bez kiseonika je spre¢ilo/usporilo oksidativne procese i doprinelo
vijabilnosti bakterija tokom perioda Cuvanja, §to ukazuje da su vakuum pakovanja dobar izbor za
oCuvanje vijabilnosti inkapsulisanih PGP inokulanata. Ranija istraZivanja su pokazala da bakterije u
inkapsulatu od alginata mogu preZiveti tokom dugog perioda a da pritom zadrze korisna PGP
svojstva. Inkapsulisan pomocu alginata, Pseudomonas fluorescens F113 Lac ZY ¢uvan na 4 °C i 28
°C tokom godinu dana zadrzao je sposobnost kolonizacije korena i doprineo je otpornosti Seéerne
repe prema dve fitopatogene gljive (Russo et al., 2001). Inkapsulisane P. putida Rs-198 sa stopom
prezivljavanja preko 80% nakon 50 dana skladiStenja su zadrzale sposobnost produkcije IAA 1
giberelina kao i sposobnost kolonizacije i stimulacije rasta pamuka u uslovima stresa solima. Ovi
rezultati ukazuju da inkapsulisani mikrobioloSki preparati ¢uvaju vijabilnost i korisna svojstva
odabranih bakterija $to ih ¢ini dobrim izborom za primenu u poljskim uslovima.
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7. ZAKLJUCAK

Istrazivanja sprovedena tokom ove doktorske disertacije po prvi put pruzaju uvid u diverzitet
bakterijskih zajednica povezanih sa biljkama koje rastu na prirodnoj slatini u Srbiji, istovremeno
ispitujuci potencijal izolovanih HT PGP bakterija za primenu u odrzivoj poljoprivrednoj proizvodnji.

Na osnovu dobijenih rezultata moguce je izneti sledece zakljucke:

- Biljna vrsta u kombinaciji sa spoljas$njim faktorima utice na diverzitet i sastav bakterijskih zajednica,
Sto dovodi do razlika u sastavu bakterijskih zajednica okolnog zemljista, rizosfere 1 endorizosfere iste
biljke, kao i medu istim niSama razli¢itih biljaka.

- Na osnovu rezultata taksonomskog profilisanja bakterijskih zajednica povezanih sa slatinskim
biljakama putem metabarkodinga moZze se zakljuciti da su razdeli Actinobacteria i Proteobacteria
klju¢ne komponente mikrobioma (core mikrobiom) zemljista, rizosfere i endorizosfere analiziranih
biljaka (sa izuzetkom endorizosfere H. geniculatum u kojoj su dominantni razdeli Proteobacteria i
Firmicutes).

- Na nizim taksonomskim nivoima uticaj biljne vrste na sastav bakterijskih zajednica postaje
izrazeniji, tako da se prisustvo i relativni udeli predstavnika nizih takonomskih kategorija razlikuju u
zavisnosti od biljne vrste.

- Diverzitet rizosfernih zajednica vecine analiziranih biljaka je veéi od okolnog zemljiSta. Usled
uticaja blizine korena biljke u rizosferi svih biljaka raste udeo klase Bacilli. Zastupljenost
Proteobacteria takode raste u rizosferi, $to je najizraZenije kod klase Gammaproteobacteria, ¢iji udeo
se viSestruko uvecava u rizosferi svih analiziranih biljaka.

- U uzorcima zemljista Slanog Kopova prisutni su slede¢i rodovi ¢ija zastupljenost nije detektovana
u rizosferi: Blastocatella, Bryobacter, Pseudonocardia, NA (Actinobacteria), Euzebya, Rubrobacter,
Gaiella, NA (Gaiellales), Illumatobacter, NA (Solirubrobacterales), Mycobacterium, Blastococcus,
Actinoplanes, NA (Rhodobiaceae), NA (Rhodobacteraceae).

- Diverzitet bakterijskih zajednica u endorizosferi analiziranih biljaka je niZi u poredenju sa
rizosferom i zemljistem. U svim analiziranim mikrobiomima endorizosfere su detektovani sledeci
rodovi: Nocardioides, Streptomyces, Bacillus, Devosia, Sphingomonas i NA (Acidimicrobiales) koji
se mogu oznaciti kao integralni deo core mikrobioma endorizosfere.

- Bakterijske zajednice rizosfere i endorizosfere S. maritima, S. europaea i C. annua su medusobno
slicne, dok se istovremeno razlikuju od zajednica ostalih nesukulentnih biljaka.

- KoriS¢enjem halotolerancije kao kriterjjuma za izolaciju, dobijeni su predstavnici tipi¢nih
halotolerantnih/halofilnih  rodova (Halomonas, Kusheria, Halobacillus, Mammalicoccus),
Planococcus) i dobijeno je osam slabo halotolerantnih, 27 umereno i osam ekstremno tolerantnih
sojeva HAL kolekcije.

- Karakterizacijom je pokazano da 7% halotolerantnih izolata pokazuje svih osam testiranih
PGP svojstva, 30% sedam, dok 12% ispoljava Sest od testiranih osam PGP svojstava.
Produkcija amonijaka (93% izolata), EPS (95%) i stvaranje biofilma (91%) su najzastupjenija
PGP svojstva. Sposobnost stvaranja siderofora ima 72% izolata, a manji broj izolata
solubilizuje kalijum (28%), fosfate (40%) i cink (28%). Skoro polovina izolata HAL kolekcije
pokazala je svojstvo produkcije IAA. Produkcija ACC deaminaze je utvrdena kod 9,7%
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halotolerantnih izolata, $to pokazuje da ovo svojstvao nije ¢esto medu ispitivanim PGP
bakterijama.

- Koris¢enjem sposobnosti produkcije ACC deaminaze kao kriterijuma selekcije, dobijeno je ukupno
15 izolata ACC kolekcije. lzolati koji pripadaju ovoj grupi su pokazali slabu sposobnost
halotolerancije, ali izuzetna PGP svojstva, pri ¢emu je 53% izolata ispoljilo sedam od osam, a 13%
izolata svih osam testiranih PGP odlika.

- Sposobnost stvaranja biofilma je zastupljena kod svih ACC deaminaza produkujucih izolata.
Pored biofilma, produkcija EPS, siderofora i amonijaka su dominantna PGP svojstva ovih
bakterija i sva tri navedena svojstva su zastupljena kod 93% izolata. Sposobnost solubilizacije
kalijuma i fosfata pokazalo je 86%, cinka 80%. Dok je sposobnost solubilizacije prisutna kod
veceg broja izolata u odnosu na HAL kolekciju, produkcija IAA je svojstvo koje je u manjoj
meri zastupljeno, samo kod petine izolata.

- Obe koriS¢ene strategije za izolaciju su bile uspesne i rezultovale su kolekcijom multifunkcionalnih
PGP sojeva sa kombinacijom vise svojstava kojima mogu delovati na biljni rast i adaptacije na
specifi¢ne uslove slanog stanista.

- Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da PGP svojstva nisu karakteristika vrste, ve¢ njihovo
ispoljavanje zavisi od pojedina¢nog Soja.

- Uticaj poviSenih koncentracija soli ima razli€it uticaj na ispoljavanje PGP svojstava. Kod veéine
izolata dolazi do smanjenja ili gubitka svojstva sa povecavanjem koncentracije soli. Medutim, kod
12 predstavnika halotolerantnih izolata PGP svojstva se ispoljavaju samo u prisustvu soli. Medu
njima se posebno isti¢u K. indalinina 6.1. i K. pakistanensis 7.3. Kod K. indalinina 6.1 to su svojstva
solubilizacije fosfata, kalijuma i cinka, i proizvodnja EPS i biofilma, dok se kod K. pakistanensis 7.3
solubilizacija fosfata i kalijuma uz produkciju IAA ispoljavaju samo u prisustvu soli.

- Efekti inokulacije bakterijama na parametre germinacije zavise od primenjenog soja, biljne vrste i
koncentracije soli.

- H. songnenensis 14KX2 doveo je do statisticki znacajnog poboljsanja kod dve tre¢ine germinacionih
parametara jeCma, pri cemu su efekti inokulacije izraZeniji u prisusvu soli. Pri 200 mM NaCl doslo
je do povecéanja procenta germinacije (GP), germinacijskog indeksa (Gl), vigora 1, vigora 2, suve
mase kao i smanjenja prose¢nog vremena germinacije (MGT) inokulisanih semena je¢ma. Inokulacija
semena pSenice sa H. songnenensis 14KX2 dovela je do statisticki zna¢ajnog povecanja 11 od 24
germinaciona parametra. H. songnenensis 14KX2 nije ostvario uticaj na prose¢no vreme germinacije
i vlaznu masu pSenice. Inokulacija suncokreta sa H. songnenensis 14KX2 je dovela do najizrazenijih
efekata pri 200 mM soli, pri ¢emu su pozitivni efekti inokulacije prisutni kod svih ispitivanih
parametara.

- B. megaterium 6Z3 je doveo do statisticki znacajnog povecanja germinacije kod 15 od 24 ispitana
parametra kod suncokreta, pri cemu vecina efekata na germinaciju postaje izrazenija sa povecanjem
koncentracije soli. Kod je¢ma, inokulacija B. megaterium 6Z3 je dovela do statisticki znacajnog
efekta na jednak broj germinacijskih parametra, dok je kod pSenice efekat inokulacije bio slabiji u
poredenju sa ostalim biljkama. U prisustvu maksimalne testirane koncentracije soli, inokulacija B.
megaterium 6Z3 imala je izrazenije efekte kod jeCma i suncokreta, dok je u slu¢aju pSenice statisticki
znacajne efekte ispoljila samo na vigor I (63%) duzinu (45%) i suvu masu klijanaca (8%).

- Inokulacija semena primenom HT PGP B. megaterium 6Z3 i H. songnenensis 14KX2 izolovanim
iz zemljista i korena sukulente je dobra strategija koja utice na poboljSanje germinacije i ranog rasta
klijanaca u uslovim poviSene koncentracije soli.
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- Inkapsulacija HT PGP B. megaterium 6Z3 i H. songnenensis 14K X2 u alginatno-skrobnom matriksu
primenom ekstruzione tehnike je adekvatna tehnika za dobijanje ¢vrstih bakterijskih inokulanata koja
je omogucila zadrzavanje visokog procenta vijabilnosti od preko 90% kod oba inkapsulata tokom
godinu dana skladistenja na 4 °C i sobnoj temperaturi.

Dobijeni rezultati istrazivanja doprinose poznavanju mikrobnih zajednica prirodnih slatina kao i
rasvetljavanju njihove uloge u pruzanju potpore biljkama koje opstaju u ovakvim ekosistemima.
Pored toga, istrazivanja u okviru disertacije su rezultovala formiranjem kolekcije okarakterisanih i
identifikovanih HT PGP bakterijskih sojeva, koji su pokazali znaCajan potencijal za primenu u
poljoprivrednoj proizvodnji. Sojevi iz kolekcije pokazuju razlicit stepen tolerancije prema povisenim
koncentracijama NaCl i ispoljavaju set karakteristika koje na razli¢it na¢in mogu doprineti boljoj
otpornosti biljaka u prisustvu abioti¢kog stresa. Primena HT PGP u mikrobioloskom tretmanu semena
uz savremene metode inkapsulacije mikrobnih inokulanata, pruza moguénost za dalji razvoj
biotehnoloskih reSenja kojima Se moze znacajno doprineti razvoju specijalizovanih proizvoda
zasnovanih na mikroorganizmima koji bi potencijalno na$li primenu u zemljiStima poviSenog
saliniteta.
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9. Prilozi
9.1. Prilog 1. Analiza i diverzitet mikrobioma

Tabela P1. Relativna zastupljenost bakterijskih razdela i klasa prisutnih u najmanje jednom
zemljiSnom mikrobiomu. Najzastupljeniji razdeli 1 klase (>1%) u mikrobiomu su
istaknuti; (/) - retki (<0.1%) ili nedetektovani taksoni; (NA)- neidentifikovane klase.

Razdeo Klasa Z1 Z2 Z3
Acidobacteria 10.71 6.90 16.02
Acidobacteria 9.71 320 1341
Holophagae 1.00 320 260
NA / 050 /
Actinobacteria 4565 36.10 40.14
Acidimicrobiia 7.71 1320 3.30
Actinobacteria 1451 870 21.32
NA 350 040 0.80
Nitriliruptoria 0.80 11.00 0.10
Rubrobacteria 230 070 150
Thermoleophilia 1692 210 1311
Armatimonadetes / / 0.20
NA / / 0.20
Bacteroidetes 320 570 2.00
Bacteroidia / 030 /
Cytophagia 150 460 0.70
Flavobacteriia 040 030 /
Sphingobacteriia 130 040 1.30
Chlamydiae 030 010 /
Chlamydiae 030 010 /
Chlorobi / 020 /
Ignavibacteria / 020 /
Chloroflexi 721 880 651
Anaerolineae 010 270 0.70
Ardenticatenia / 060 /
Caldilineae 030 050 0.50
Chloroflexia / 040 0.60
Ktedonobacteria / / 0.30
NA 460 290 3.40
Thermomicrobia 210 190 1.00
Cyanobacteria 180 120 0.30
Cyanobacteria 180 120 0.30
Firmicutes 220 470 3.30
Bacilli 180 260 2.20
Clostridia 040 2.00 1.00
NA / 0.10 0.10
Gemmatimonadetes 140 790 270
Gemmatimonadetes 140 790 270
Hydrogenedentes / 010 /

166



NA

Nitrospirae

Planctomycetes

Proteobacteria

Saccharibacteria

Verrucomicrobia

NA

NA

Nitrospira

Phycisphaerae
Planctomycetacia

Alphaproteobacteria
Betaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Gammaproteobacteria

NA
NA
Opitutae

Spartobacteria
Verrucomicrobiae
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0.10
0.10
0.60
0.60
1.70
0.30
1.40
21.62
15.22
1.90
2.20
2.40
0.20
0.20
0.80
0.20
0.10
0.50

0.10
0.30
0.30
0.10
0.10
1.90
0.30
1.60
19.50
11.00
1.10
3.60
3.70
1.40
1.40
0.70
0.20

0.20
0.30

0.10
0.10
0.10
0.10
2.70
0.50
2.20
22.32
15.92
3.00
2.30
1.00
0.40
0.40
1.40
0.60

0.80



Tabela P2: Relativna zastupljenost bakterijskih redova prisutnih u najmanje jednom zemljisSnom
mikrobiomu. (/) retki (<0.1%) ili nedetektovani redovi. (NA)-neidentifikovani redovi
dopunjeni su nazivom prve vise identifikovane taksonomske kategorije. Najzastupljeniji

redovi (>1%) su istaknuti.

Red Z1 Z2 Z3 Sphaerobacterales / 0.70 /
Acidobacteriales / / 0.30 NA (Cyanobacteria;) 1.80 1.20 0.30
NA (Acidobacteria) 9.71 320 13.11 Bacillales 1.80 2.60 2.20
NA (Holophagae) 1.00 3.20 2.60 Clostridiales 0.40 2.00 1.00
NA (Acidobacteria) / 050 / NA (Firmicutes) / 0.10 0.10
Acidimicrobiales 771 1320 3.30 Gemmatimonadales 0.80 0.80 2.40
Corynebacteriales 0.60 0.20 1.40 NA (Gemmatimonadetes) 060 7.10 0.40
Frankiales 1.20 0.80 3.60 NA (Bacteria) 0.10 0.30 0.10
Kineosporiales 0.30 0.10 0.80 Nitrospirales 0.60 0.10 0.10
Micrococcales 3.70 3.60 2.30 NA (Phycisphaerae) 0.30 0.20 0.50
Micromonosporales 1.20 0.60 2.90 Phycisphaerales / 0.10 /
NA(Actinobacteria) / 0.10 0.80 Planctomycetales 140 1.60 2.20
Propionibacteriales 450 2.00 4.10 Caulobacterales 030 / 0.40
Pseudonocardiales 170 050 3.20 Rhizobiales 8.61 4.00 6.81
Streptomycetales 1.10 0.80 1.40 Rhodobacterales 0.70 230 0.10
Streptosporangiales 020 0.10 1.00 Rhodospirillales 3.00 3.30 2.90
NA (Actinobacteria) 350 0.40 0.80 Rickettsiales / 0.20 /
Euzebyales 060 390 0.10 Sphingomonadales 260 110 571
Nitriliruptorales 020 720 / Burkholderiales 1.20 0.60 1.90
Rubrobacterales 230 0.70 1.50 NA (Betaproteobacteria) 0.40 0.10 0.60
Gaiellales 931 0.60 2.40 Nitrosomonadales 030 / 0.50
NA (Thermoleophilia) 010 010 / Rhodocyclales / 040 0.10
Solirubrobacterales 751 1.40 10.71 Desulfobacterales 020 010 /
NA (Armatimonadetes;) / / 0.10 Desulfuromonadales / 080 0.30
Cytophagales 150 3.40 0.70 Myxococcales 130 2.30 1.80
NA (Cytophagia) / 120 / NA (Deltaproteobacteria;) 0.40 0.20 0.20
Flavobacteriales 040 030 / Oligoflexales 0.20 0.30 /
NA (Bacteroidetes;) / 010 / Syntrophobacterales 010 / /
Sphingobacteriales 1.30 0.40 1.30 Chromatiales 0.10 0.10 /
Chlamydiales 030 010 / Enterobacteriales 010 / /
Ignavibacteriales / 020 / Legionellales 020 020 0.20
Anaerolineales 010 270 0.70 NA (Gammaproteobacteria) 0.10 0.30 /
Ardenticatenales / 020 / Oceanospirillales / 0.50 /
NA (Ardenticatenia) / 040 / Pseudomonadales 020 020 /
Caldilineales 030 050 0.50 Xanthomonadales 1.70 250 0.80
Chloroflexales / 0.40 0.50 NA (Saccharibacteria;) 020 1.40 0.40
Herpetosiphonales / / / NA (Verrucomicrobia) 020 020 0.60
Kallotenuales (Chloroflexia) / / 0.10 Opitutales 010 / /
NA (Ktedonobacteria) / / 0.30 Chthoniobacterales 050 020 0.80
NA (Chloroflexi;) 460 290 340 Verrucomicrobiales / 030 /
NA(Thermomicrobia) 210 110 1.00
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Tabela P3: Relativna zastupljenost bakterijskih familija prisutnih u bar jednom zemljiSnom
mikrobiomu. (/) retke (<0.1%) ili nedetektovane familije. (NA)-neidentifikovane

familije. Najzastupljenije familije (>1%) su istaknute.

Familija

NA (Acidobacteriales)
NA (Acidobacteria)
NA (Holophagae)

NA (Acidobacteria)
Acidimicrobiaceae
lamiaceae

NA (Acidimicrobiales)
Dietziaceae
Mycobacteriaceae
Nocardiaceae
Acidothermaceae
Frankiaceae
Geodermatophilaceae
NA (Frankiales)
Nakamurellaceae
Sporichthyaceae
Kineosporiaceae
Bogoriellaceae
Cellulomonadaceae
Intrasporangiaceae
Microbacteriaceae
Micrococcaceae
Sanguibacteraceae
Micromonosporaceae
NA(Actinobacteria)
Nocardioidaceae
Propionibacteriaceae
Pseudonocardiaceae
Streptomycetaceae
Streptosporangiaceae
Thermomonosporaceae
NA (Actinobacteria)
Euzebyaceae
Nitriliruptoraceae
Rubrobacteriaceae
Gaiellaceae

NA (Gaiellales)

NA (Thermoleophilia)
Conexibacteraceae
NA (Solirubrobacterales)
Patulibacteraceae
Solirubrobacteraceae
NA Armatimonadetes()
Prolixibacteraceae
Draconibacteriaceae
Cyclobacteriaceae
Cytophagaceae
Flammeovirgaceae
NA (Cytophagales)
NA (Cytophagia)
Rhodothermaceae
Flavobacteriaceae

NA (Flavobacteriales)
NA(Bacteroidetes)
/Chitinophagaceae
NA (Sphingobacteriales)
Saprospiraceae
Sphingobacteriaceae
NA (Chlamydiales)
Parachlamydiaceae
Ignavibacteriaceae
NA (Ignavibacteriales)
Anaerolineaceae

NA (Ardenticatenales)
NA (Ardenticatenia)
Caldilineaceae
Chloroflexaceae

Z1

9.71
1.00

3.20
0.70
3.80

0.50
0.10

0.20
0.70

0.20
0.10
0.30

0.50
0.90
1.40
0.80
0.20
1.20

3.00

0.10

Z2

3.20
3.20
0.50
2.00
0.60
10.50
0.10
0.10
0.10

0.30
0.50

0.10
0.10
0.80
1.60
0.30
0.80

0.60
0.10
1.40
0.50
0.50
0.80
0.10

0.40
3.90
7.20
0.70
0.20
0.40
0.10

1.40

0.10
0.10
0.30
1.30
1.30
0.50
0.60
0.60
0.20
0.20
0.10
0.30

0.10
0.10

0.10
0.10
2.70
0.20
0.40
0.50
0.40

Z3
0.30
1311
2.60

1.50
0.10
1.70

1.40

0.20
0.90
1.80

0.20
0.40
0.80

0.30
0.60
0.50
0.80

2.90
0.80
3.70
0.30
3.20
1.40
0.40
0.60
0.80
0.10

1.50

0.20

]
o
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Roseiflexaceae

NA (Kallotenuales)
NA (Ktedonobacteria)
NA (Chloroflexi)

NA (Thermomicrobia)
Sphaerobacteraceae
Familyl
Alicyclobacillaceae
Bacillaceae
Paenibacillaceae
Planococcaceae
Clostridiaceae

Family XI
Gracilibacteraceae
Lachnospiraceae

NA (Clostridiales)
Peptococcaceae
Peptostreptococcaceae
Ruminococcaceae
Syntrophomonadaceae
NA (Firmicutes)
Gemmatimonadaceae
NA(Gemmatimonadetes)
NA(Hydrogenedentes)
NA(Bacteria)

NA (Nitrospirales)
Nitrospiraceae

NA (Phycisphaerae)
Phycisphaeraceae
Planctomycetaceae
Caulobacteraceae
Aurantimonadaceae
Bradyrhizobiaceae
Hyphomicrobiaceae
Methylobacteriaceae
Methylocystaceae

NA (Rhizobiales)
Phyllobacteriaceae
Rhizobiaceae
Rhodobiaceae
Xanthobacteraceae
Rhodobacteraceae
Acetobacteraceae
NA(Rhodospirillales)
Rhodospirillaceae

NA (Rickettsiales)
Erythrobacteraceae
NA(Sphingomonadales)
Sphingomonadaceae
Alcaligenaceae
Burkholderiaceae
Comamonadaceae
Oxalobacteraceae

NA (Betaproteobacteria)
Nitrosomonadaceae
Rhodocyclaceae
Nitrospinaceae
Desulfuromonadaceae
Geobacteraceae
Cystobacteraceae
Haliangiaceae
Myxococcaceae

NA (Myxococcales)
Nannocystaceae
Polyangiaceae
Sandaracinaceae
NA(Deltaproteobacteria)
NA(Oligoflexales)

0.20
0.20

~—_—0 ~—— -

0.80
0.60

0.10
0.30
0.30
0.30

1.40
0.30
0.70
1.00
0.90
1.50
0.20
0.90
0.30
0.50
1.50
1.20
0.70
0.40
1.70
1.00

0.30
1.30
0.90
0.20
0.90

0.40
0.30

0.20

0.60

0.20

0.20
0.30
0.40
0.20

2.90
1.10
0.70
1.20
0.10
2.30
0.10
0.10
0.20
0.10
0.30
0.30
0.30
0.30

0.40
0.10
0.10
0.80
7.10
0.10
0.30

0.10
0.20
0.10
1.60

0.10
0.60
0.40
0.30
0.10
0.80
0.50
0.10
1.00

2.30
0.20
1.70
1.40
0.20
0.70

0.50
0.10

0.50
0.10
0.40
0.70

0.40
0.70

0.40
0.10
0.20
0.40
0.20
0.10

0.50
0.10
0.30
3.40
1.00

0.30
0.30
1.80
0.10

0.10

0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.40

0.10
2.40
0.40

0.10

0.10
0.50

2.20
0.40

1.30
1.30
1.30
0.10
0.70
0.20
0.50
0.60
0.90
0.10
0.30
1.40
1.10

0.60
2.20
2.80
0.10
0.10
1.50
0.20
0.60
0.50
0.10

0.30
0.40
0.80
0.10
0.10

0.40
0.10
0.20



Oligoflexaceae
Syntrophaceae
Ectothiorhodospiraceae
Enterobacteriaceae
Coxiellaceae
Legionellaceae
Methylococcaceae

NA (Gammaproteobacteria)

Halomonadaceae

NA (Oceanospirillales)
Oceanospirillaceae
Pseudomonadaceae

NA (Xanthomonadales)
Xanthomonadaceae
NA(Saccharibacteria)
NA (Verrucomicrobia)
Opitutaceae
Chthoniobacteraceae
NA (Chthoniobacterales)
Xiphinematobacteraceae
NA (Verrucomicrobiales)
Verrucomicrobiaceae

/
0.10
0.10
0.10
/
0.20
/
0.10
/
/
/
0.20
1.20
0.50
0.20
0.20
0.10
0.20
0.20
0.10
/
/

0.20

0.10

0.20

0.30
0.30
0.10
0.10
0.20
1.40
1.00
1.40
0.20

0.20

0.10
0.20

N~~~ —0O0O~———
==
oo

0.70
0.10
0.40
0.60

0.10
0.70
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Tabela P4: Lista OTU visokog stepena sli€nosti sa sekvencama u bazi koje odgovaraju novou vrste relativne zastupljenosti >1% u bar jednom zemljiSnom
mikrobiomu. (/) retke (<0.1%) ili nedetektovane OTU.

OTU Z1 Z2 Z3
k__Bacteria;p__Acidobacteria;c__Acidobacteria;o__NA;f__NA;g__ Blastocatella;s__sp3047 020 / 1.10
k__Bacteria;p__Acidobacteria;c__Acidobacteria;o__NA;f__NA;g_ NA;s__sp2955 / / 2.80
k__Bacteria;p__Acidobacteria;c__Holophagae;o_ NA;f__NA;g_ NA;s__sp4001 / / 1.10
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales;f __Acidimicrobiaceae;g__Illumatobacter;s__sp4235 0.60 1.10 0.40
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales;f__Acidimicrobiaceae;g_ NA;s_ sp4252 130 / 0.40
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales;f__NA;g_ NA;s_ sp4350-sp4352 / 1.40 /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales;f__NA;g_ NA;s_ sp4352-sp4379 040 200 /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales;f _NA;g_ NA;s_ sp4365 0.10 140 /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Frankiales;f__Geodermatophilaceae;g__Blastococcus;s__sp6057 / / 1.10
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Propionibacteriales;f__Propionibacteriaceae;g__Microlunatus;s__sp7741 1.00 / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Streptomycetales;f __Streptomycetaceae;g__Streptomyces;s_ NA 0.80 040 1.40
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c_ NA;o__ NA;f_NA;g_ NA;s_ sp10606 150 / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Nitriliruptoria;o__Nitriliruptorales;f__Nitriliruptoraceae;g__Nitriliruptor;s__alkaliphilus / 150 /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Nitriliruptoria;o__Nitriliruptorales;f__Nitriliruptoraceae;g__Nitriliruptor;s__sp10652 020 110 /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Rubrobacteria;o__Rubrobacterales;f __Rubrobacteriaceae;g__Rubrobacter;s_sp10748 0.60 / 1.00
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Thermoleophilia;o__Gaiellales;f __NA;g__ NA;s__sp10909 110 / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Thermoleophilia;o__Gaiellales;f __NA;g__NA;s__sp10950 230 / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Thermoleophilia;o__Solirubrobacterales;f __NA;g__ NA;s_ sp11028-sp11029 / / 1.10
k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__NA;o__NA;f__NA;g_ NA;s_ sp21490 150 0.10 0.60
k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Thermomicrobia;o__ NA;f __NA;g_ NA;s_ sp21845 1.00 / 0.70
k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes;c__Gemmatimonadetes;o__ NA;f__NA;g_ NA;s_ sp37618 / 230 /

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Bradyrhizobiaceae;g__Afipia-Bradyrhizobium;s_ NA 0.70 / 1.10
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales;f __NA;g_ NA;s__sp47567 / / 1.90



Tabela P5: Relativna zastupljenost bakterijskih razdela i klasa prisutnih u najmanje jednom
rizosfernom mikrobiomu. Najzastupljenije klase (>1%) u mikrobiomu su istaknute; (/) -
retke (<0.1%) ili nedetektovane klase; (NA) - neidentifikovane klase.

2
£ 8 £
5 = "C’ g § © 8
e £ s ¢ 3 £ s ¢§
IS [ = o c s c o
5 5 § 3 & £ & 3
Razdeo Klasa < _i o < T %) (@) %)
Acidobacteria 13.15 1251 1275 1051 6.61 1.80 090 4.60
Acidobacteria 11.85 1091 1111 971 611 140 070 3.90
Holophagae 1.20 150 1.60 080 0.60 040 020 0.70
NA 0.10 / / 010 / / / /
Acidimicrobiia 241 6.11 220 641 150 741 611 1141
Actinobacteria 24.70 3193 3263 4114 3934 2142 2693 3894
Actinobacteria 14.16 1191 2142 1401 2523 450 450 16.22
Coriobacteriia / / / / / / 020 /
NA 1.00 1.70  0.60 320 010 050 010 0.20
Nitriliruptoria 0.60 0.80 0.30 / / 821 1552 811
Rubrobacteria 271 3.70 1.80 120 040 / / 1.00
Thermoleophilia 3.71 781 6.11 16.42 1221 070 060 210
Armatimonadetes 0.10 0.50 0.10
NA 0.10 050 / / / / / /
Bacteroidetes 4.52 3.00 311 210 380 651 501 4.60
Bacteroidia / / / / / / 020 /
Cytophagia 1.71 140 1.30 080 050 480 330 340
Flavobacteriia 0.20 030 0.30 020 010 120 120 0.90
NA / / / / / / 010 /
Sphingobacteriia 2.61 1.30 150 110 320 050 020 040
Chlamydiae 0.10 0.30 0.20 010 010 0.10
Chlamydiae 0.10 030 0.20 010 010 010 / /
Chlorobi 0.10 0.10 o0.10
Chlorobia / 010 / / 0.10 / / /
Ignavibacteria / / / / / 010 / /
Chloroflexi 5.52 6.71  6.63 651 410 511 761 651
Anaerolineae 0.50 0.60 0.80 020 010 100 3.00 1.80
Ardenticatenia 0.10 / / / / 040 0.60 0.60
Caldilineae 0.50 0.40 0.30 010 020 060 1.10 0.70
Chloroflexia 0.10 030 0.80 010 o010 / 020 /
Ktedonobacteria / / 0.10 / 0.20 / / /
NA 211 340 3.80 440 180 230 120 1.60
Thermomicrobia 221 1.90 0.80 1.70 1.60 0.80 1.50 1.70
Cyanobacteria 0.50 0.10 0.40 0.10 0.10 0.70 1.30 0.20
Cyanobacteria 0.10 / / / / 0.60 1.20 0.10
Deinococcus- 0.50 0.50 0.10

Thermus
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Fibrobacteres

Firmicutes

Gemmatimonadetes

Hydrogenedentes

Latescibacteria

NA

Nitrospirae

Parcubacteria

Planctomycetes

Proteobacteria

Saccharibacteria

Tenericutes

Verrucomicrobia

Deinococci

Fibrobacteria

Bacilli
Clostridia
Erysipelotrichia
NA
Negativicutes

Gemmatimonadetes
NA

NA

NA

Nitrospira

NA

NA

Phycisphaerae
Planctomycetacia
Alphaproteobacteria
Betaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Gammaproteobacteria
NA

Mollicutes

NA

Opitutae

Spartobacteria
Verrucomicrobiae

/

0.10
0.10
10.34
9.54
0.50

0.20

3.92
3.92
0.10
0.10

0.30
0.30

4.32

0.60
3.61
29.22
18.47
3.21
3.21
4.32
0.20
0.20

1.71
0.60
0.30
0.80
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/

0.10
0.10
3.40
3.20
0.20
0.10

2.90
2.90
0.10
0.10

0.20
0.20
0.50
0.50

4.00
0.20
0.80
3.00
29.13
17.62
2.60
3.70
511
0.20
0.20

2.50
0.60
0.20
1.20
0.40

6.93
541
1.40

0.10

2.01
2.00
0.10
0.10

0.10
0.10

231

0.20
2.00
30.32
16.92
2.90
2.00
8.41
0.40
0.40

1.20
0.40
0.40
0.40
0.10

/

0.10
0.10
3.30
3.10
0.10

0.90
0.90

0.10
0.10
0.20
0.20
0.70
0.70

2.70
0.20
0.50
2.10
27.93
14.61
3.30
3.80
6.11
0.10
0.10

1.50

0.60

0.70
0.20

/

0.20
0.20
12.81
12.01
0.70

/

0.10
0.10
3.20
3.20
0.10
0.10

0.10
0.10

3.00

0.40
2.60
22.82
14.81
3.40
2.10
2.50
0.40
0.40

2.70
0.40
0.30
1.90
0.10

0.50

/
941
511
4.30
/

4.40
4.40

0.10
0.10
0.10
0.10
1.80
0.10
0.30
1.50
44.04
17.62
3.00
3.30
20.12
0.40
0.40

1.10
0.10
0.30

0.60

0.50
0.10
0.10
6.41
3.50
2.80

0.20

4.20
4.20

0.10
0.10

1.30

0.20
1.20
39.24
15.82
10.41
5.01
8.01
0.10
0.10
0.10
0.10
0.60
0.10
0.30

0.20

0.10

4.80
2.80
1.70

0.20

561
5.61
0.10
0.10

0.20
0.20

1.20

0.20
1.10
29.63
17.32
1.20
2.10
9.01
0.40
0.40

0.80
0.20
0.10
0.10
0.50



Tabela P6: Relativna zastupljenost bakterijskih redova prisutnih u najmanje jednom rizosfernom
mikrobiomu. (/) retki (<0.1%) ili nedetektovani redovi. (NA)-neidentifikovani redovi
dopunjeni su nazivom prve vise identifikovane taksonomske kategorije. Najzastupljeniji
redovi (>1%) su istaknuti.

El

£ g ., 5

2 = 2 = = o s

s £ § £ 3 £ g ¢§

c @ = o c = c o

g § % =z & & & 3
Red < - [ < T %) o %]
Acidobacteriales / / 010 / 060 / / /
NA (Acidobacteria) 1185 1091 1111 971 551 140 070 3.9
NA (Holophagae) 120 150 160 080 060 040 020 0.70
NA (Acidobacteria) 010 / / 010 / / / /
Acidimicrobiales 241 611 220 641 150 741 611 1141
Corynebacteriales 100 060 080 070 1.00 010 010 0.20
Frankiales 110 09 100 120 270 010 010 0.20
Glycomycetales / / / / / 010 / 0.20
Kineosporiales 030 020 040 010 040 / 020 0.10
Micrococcales 371 270 851 370 430 170 29 711
Micromonosporales 110 100 110 060 0.60 020 030 0.60
NA (Actinobacteria) / / 040 / 010 / / /
Propionibacteriales 392 370 561 480 621 19 070 6.21
Pseudonocardiales 141 150 1.60 1.00 410 o010 / 0.30
Streptomycetales 151 120 190 190 531 040 020 1.30
Streptosporangiales 0.10 0.10 0.10 0.10 050 / / 0.20
Coriobacteriales / / / / / / 020 /
NA (Actinobacteria) 1.00 170 060 320 010 050 010 0.20
Euzebyales 060 050 030 / / 210 290 410
Nitriliruptorales / 020 / / / 6.11 12,61 3.90
Rubrobacterales 271 370 180 120 040 / / 1.00
Gaiellales 110 220 150 921 270 010 010 0.20
NA (Thermoleophilia) / 0.10 / 010 / / / /
Solirubrobacterales 261 551 460 711 951 050 040 1.80
NA (Armatimonadetes) 0.10 050 / / / / / /
Bacteroidales / / / / / / 010 /
NA (Bacteroidia) / / / / / / 010 /
Cytophagales 171 130 130 080 050 320 270 280
NA(Cytophagia) / 0.10 / / / 150 070 0.60
Flavobacteriales 0.20 0.30 0.30 020 010 120 120 0.90
NA (Bacteroidetes) / / / / / / 010 /
Sphingobacteriales 261 130 150 110 320 050 020 040
Chlamydiales 010 030 020 010 010 010 / /
Chlorobiales / 0.10 / / 010 / / /
Ignavibacteriales / / / / / 010 / /
Anaerolineales 0.50 0.60 0.80 020 0.10 1.00 3.00 1.80
NA (Ardenticatenia) 0.10 / / / / 040 0.60 0.60
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Caldilineales
Chloroflexales
Kallotenuales

NA (Ktedonobacteria)
NA (Chloroflexi)

NA (Thermomicrobia)
Sphaerobacterales

NA (Cyanobacteria)
Deinococcales
Fibrobacterales
Bacillales

Clostridiales
Halanaerobiales
Erysipelotrichales

NA (Firmicutes)
Selenomonadales
Gemmatimonadales
NA (Gemmatimonadetes)
NA (Hydrogenedentes)
NA (Latescibacteria)
NA (Bacteria)
Nitrospirales

NA (Parcubacteria)
NA (Planctomycetes)
NA (Phycisphaerae)
Phycisphaerales
Planctomycetales
Caulobacterales

NA (Alphaproteobacteria)
Rhizobiales
Rhodobacterales
Rhodospirillales
Rickettsiales
Sphingomonadales
Burkholderiales
Methylophilales

NA (Betaproteobacteria)
Nitrosomonadales
Rhodocyclales
Bdellovibrionales
Desulfobacterales
Desulfovibrionales
Desulfurellales
Desulfuromonadales
Myxococcales

NA (Deltaproteobacteria)
Oligoflexales
Syntrophobacterales

0.40
0.20
0.10

3.40
1.90

0.10
3.20
0.20

0.10

1.60
1.30
0.10

0.20
0.50

0.20
0.80
0.10
3.00
0.30

7.51
0.70
5.41

3.60
1.10

1.00
0.40

0.10
0.70

0.20
0.40
1.50
0.70
0.10
/

0.30
0.70

0.10
3.80
0.80

0.40
1.10
0.30
0.10
/
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0.10
0.10

4.40
1.70

0.10
3.10
0.10

0.70
0.20

0.10
0.20
0.70

0.20
0.40

2.10
0.50
/
10.11
0.30
1.80

1.80
1.40

1.10
0.60
0.20
0.10
0.20

0.10
1.20
1.30
0.50
0.20
0.10

0.60
1.30

0.20

0.60

2.30
0.20
0.70
0.60
0.50

511
4.30

~ -~ 5 -~ - - -

0.10
0.10
0.10
0.10
0.20
1.50
0.40

9.71
2.50
2.10
0.20
2.80
0.40

2.60
0.30
0.40

1.20
0.90
0.30

0.10

0.20
1.20
0.10

7.81
3.50
3.40
0.10
1.00
1.20
0.10

9.11
0.40
1.20
0.10

1.80
1.30

0.10
0.10

0.70



Acidithiobacillales
Aeromonadales
Cellvibrionales
Chromatiales
Enterobacteriales
Legionellales
Methylococcales

NA (Gammaproteobacteria)
Oceanospirillales
Pseudomonadales
Thiotrichales
Xanthomonadales

NA (Saccharibacteria)
Haloplasmatales

NA (Verrucomicrobia)
NA (Opitutae)
Opitutales
Puniceicoccales
Chthoniobacterales
Verrucomicrobiales

/
/

0.10

0.60

0.50
0.30
1.00

1.81
0.20

0.60

0.30

0.80

/
/
0.10

1.50
0.20

0.20
0.40

0.60

2.00
0.20

0.60

0.20

1.20
0.40

[
o -

1.30
0.40

0.40

0.40

0.40
0.10
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2.10
0.10

0.60

0.70
0.20

w w
o

~ 0O -~ - -0 0 - - - -
o

=
3]
o

0.40

0.40

0.30

1.90
0.10

0.10
1.50
0.70
0.40

0.10

1.20
12.01
1.70
0.20
2.20
0.40

0.10
0.10
0.10
0.10

0.60

/

0.10
0.20
1.30

0.60
0.70
2.20
0.70
0.10
2.00
0.10
0.10
0.10

0.10
0.10

0.20

/

0.20
0.50

0.40
5.61
0.60

1.70
0.40

0.20

0.10
0.50



Tabela P7: Relativna zastupljenost bakterijskih familija prisutnih u bar jednom rizosfernom
mikrobiomu. (/) retke (<0.1%) ili nedetektovane familije. (NA)-neidentifikovane
familije. Najzastupljenije familije (>1%) su istaknute.

©
g
2
£ 3 =
3 — g 8 © © o
= = > 5 3 E - @
S = (] T L = S =3
e ¢ £ s § s £ £
& ) S @ > £ & 2
Familija < _ a < T %) o %)
NA (Acidobacteriales) / / 010 / 0.60 / / /
NA (Acidobacteria) 11.85 1091 1114 971 551 140 070 3.90
NA (Holophagae) 120 150 161 080 0.60 040 020 0.70
NA (Acidobacteria) 010 / / 0.10 / / / /
Acidimicrobiaceae 060 1.80 0.80 240 070 210 170 1.00
lamiaceae 030 030 020 060 020 060 070 0.20
NA (Acidimicrobiales) 151 400 131 340 0.60 470 370 1021
Dietziaceae / / / / / / 010 /
Mycobacteriaceae 0.90 030 0.80 0.60 090 0.10 / 0.10
Nocardiaceae 010 030 / 0.10 0.10 / / /
Baidothermaceae / / / / 0.10 / / /
Cryptosporangiaceae / / / 0.10 0.10 / / /
Frankiaceae / / / / 110 / / /
Geodermatophilaceae 0.70 0.70 0.60 0.60 0.80 / / 0.10
NA (Frankiales) / / / 020 0.10 0.10 0.10 0.10
Nakamurellaceae 030 010 o0.10 0.10 020 / / /
Sporichthyaceae / / 0.20 0.20 030 / / /
Glycomycetaceae / / / / / 010 / 0.20
Kineosporiaceae 0.30 0.20 0.40 0.10 0.40 / 020 0.10
Bogoriellaceae / / / / / / / 0.40
Cellulomonadaceae 0.10 0.10 0.20 0.10 0.10 040 060 0.30
Demequinaceae / / / / / 0.10 0.20 /
Intrasporangiaceae 0.20 0.30 1.00 050 120 070 170 1.10
Jonesiaceae / / / / / / 010 /
Microbacteriaceae 060 050 1.20 190 080 010 0.10 0.0
Micrococcaceae 261 160 6.02 090 230 010 030 160
NA (Micrococcales) 020 / 0.10 / / / / 0.10
Promicromonosporaceae / 0.20 0.10 0.30 / 030 / 3.10
Micromonosporaceae 110 100 110 0.60 060 020 030 0.60
NA (Actinobacteria) / / 0.40 / 0.10 / / /
Nocardioidaceae 291 250 492 380 591 050 020 490
Propionibacteriaceae 1.00 120 0.70 1.00 030 140 050 1.30
Pseudonocardiaceae 141 150 161 1.00 410 o010 / 0.30
Streptomycetaceae 151 120 191 190 531 040 020 130
Nocardiopsaceae / / / / / / / 0.10
Streptosporangiaceae / / 0.10 0.10 0.10 / / /
Thermomonosporaceae 0.10 010 / / 0.40 / / /
Coriobacteriaceae / / / / / / 020 /
NA (Actinobacteria) 100 170 0.60 320 010 050 010 0.20
Euzebyaceae 0.60 050 0.30 / / 210 290 410
Nitriliruptoraceae / 020 / / / 6.11 12,61 3.90
Rubrobacteriaceae 271 370 181 1.20 040 / / 1.00
Gaiellaceae 0.70 1.00 0.60 3.60 050 / / /
NA (Gaiellales) 050 120 09 561 220 010 010 0.20
NA (Thermoleophilia) / 0.10 / 0.10 / / / /
Conexibacteraceae 0.10 0.10 0.20 / 020 / / /
NA (Solirubrobacterales;) 151 390 241 551 6.01 050 040 170
Patulibacteraceae / 0.10 0.20 0.10 110 / 0.10 0.10
Solirubrobacteraceae 1.00 140 181 150 220 / / /
NA (Armatimonadete) 010 050 / / / / / /



Draconibacteriaceae
Cyclobacteriaceae
Cytophagaceae
Flammeovirgaceae
NA (Cytophagales)
NA (Cytophagia)
Rhodothermaceae
Cryomorphaceae
Flavobacteriaceae

NA (Bacteroidete)
Chitinophagaceae

NA (Sphingobacteriales)
Saprospiraceae
Sphingobacteriaceae
NA (Chlamydiales)
Parachlamydiaceae
NA (Chlorobiales;)
NA (Ignavibacteriales)
Anaerolineaceae

NA (Ardenticatenales)
NA (Ardenticatenia)
Caldilineaceae
Chloroflexaceae
Oscillochloridaceae
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NA (Kallotenuales)
NA (Ktedonobacteria)
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NA (Thermomicrobia)
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Familyl (Cyanobacteria)
Familyl (Cyanobacteria)
Trueperaceae
Fibrobacteraceae

NA (Fibrobacterales)
Alicyclobacillaceae
Bacillaceae

Family XI11
Paenibacillaceae
Planococcaceae
Clostridiaceae
Defluviitaleaceae
Family X1V
Gracilibacteraceae
Lachnospiraceae

NA (Clostridiales)
Peptococcaceae
Peptostreptococcaceae
Ruminococcaceae
Syntrophomonadaceae
Halobacteroidaceae
Erysipelotrichaceae
NA (Firmicutes)
Veillonellaceae
Gemmatimonadaceae
NA (Gemmatimonadetes)
NA (Hydrogenedentes)
NA (Latescibacteria)
NA (Bacteria)

NA (Nitrospirales)
Nitrospiraceae

NA (Parcubacteria)
NA (Planctomycete)
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Caulobacteraceae
Hyphomonadaceae
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Beijerinckiaceae
Bradyrhizobiaceae
Hyphomicrobiaceae
Methylobacteriaceae
Methylocystaceae

NA (Rhizobiales)
Phyllobacteriaceae
Rhizobiaceae
Rhodobiaceae
Xanthobacteraceae
Rhodobacteraceae
Acetobacteraceae

NA (Rhodospirillales)
Rhodospirillaceae

NA (Rickettsiales)
Erythrobacteraceae

NA (Sphingomonadales)
Sphingomonadaceae
Alcaligenaceae
Burkholderiaceae
Comamonadaceae
Oxalobacteraceae
Methylophilaceae

NA (Betaproteobacteria)
Nitrosomonadaceae
Rhodocyclaceae
Bacteriovoracaceae
Bdellovibrionaceae
Desulfobacteraceae
Desulfobulbaceae
Nitrospinaceae
Desulfovibrionaceae
Besulfurellaceae
Desulfuromonadaceae
Geobacteraceae

NA (Desulfuromonadales)
Archangiaceae
Cystobacteraceae
Haliangiaceae
Myxococcaceae

NA (Myxococcales)
Nannocystaceae
Polyangiaceae
Sandaracinaceae

NA (Deltaproteobacteria)
NA (Oligoflexales)
Oligoflexaceae
Syntrophaceae
Syntrophobacteraceae
NA (Acidithiobacillales)
Aeromonadaceae
Cellvibrionaceae
Halieaceae
Microbulbiferaceae
Porticoccaceae
Chromatiaceae
Ectothiorhodospiraceae
Enterobacteriaceae
Coxiellaceae
Legionellaceae
Methylococcaceae

NA (Gammaproteobacteria)
Alcanivoracaceae
Halomonadaceae
Oceanospirillaceae
Saccharospirillaceae
Moraxellaceae
Pseudomonadaceae
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Piscirickettsiaceae
Thiotrichaceae

NA (Xanthomonadales)
Nevskiaceae
Xanthomonadaceae

NA (Saccharibacteria)
Haloplasmataceae

NA (Verrucomicrobia)
Opitutaceae
Puniceicoccaceae
Chthoniobacteraceae

NA (Chthoniobacterales)
Xiphinematobacteraceae
NA (Verrucomicrobiales)
Verrucomicrobiaceae
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Tabela P8: Lista OTU visokog stepena sli¢nosti sa sekvencama u bazi koje odgovaraju novou vrste realtivne zastupljenosti >1% u bar jednom
rizosfernom mikrobiomu. (/) retke (<0.1%) ili nedetektovane OTU.
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k__Bacteria;p__Acidobacteria;c__Acidobacteria;o_ NA;f__NA;g_ NA;s_ sp2955 / / 131 / / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales;f__Acidimicrobiaceae;g_ NA;s__sp4252 020 0.70 /100 0.10 / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales;f__Acidimicrobiaceae;g_ NA;s__sp4263 /010 / / /150 0.60 /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales;f__NA;g_ NA;s__sp4352-sp4379 020 0.70 0.10 / / 200 140 1.60
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales;f__NA;g_ NA;s_ sp4365 0.10 0.10 / / / 010 010 1.90
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales;f__NA;g_ NA;s__ sp4642 0.20 / / / / 040 030 130
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales;f__NA;g_ NA;s_ sp4646 / / / / /030 050 1.90
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Micrococcales;f__Microbacteriaceae;g__Agromyces;s__ramosus 0.30 0.30 050 1.20 / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Micrococcales;f__Micrococcaceae;g__Arthrobacter-Pseudarthrobacter;s_ NA 120 0.9 271 /120 / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Micrococcales;f__Micrococcaceae;g__Arthrobacter-Pseudarthrobacter;s__globiformis-scleromae-sulfonivorans / / 211 040 / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Micrococcales;f__Micrococcaceae;g__Kocuria;s__polaris 0.20 / 0.10 / / /010 1.00
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Micrococcales;f___Promicromonosporaceae;g__Isoptericola;s__halotolerans / / / / / 0.20 /270
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Propionibacteriales;f__Nocardioidaceae;g__Nocardioides;s__alpinus 020 0.10 131 030 0.10 / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Propionibacteriales;f__Nocardioidaceae;g__Nocardioides;s__sp7665 / / / / / / 020 1.10
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Propionibacteriales;f__Nocardioidaceae;g__Nocardioides;s__sp7689 0.20 / / / /010 /190
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Propionibacteriales;f__Nocardioidaceae;g__Nocardioides;s__sp7696 / 0.10 / /  1.00 / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Propionibacteriales;f__Propionibacteriaceae;g_ NA;s__sp7835 0.60 0.80 0.50 / / 140 050 1.20
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Pseudonocardiales;f__Pseudonocardiaceae;g__Pseudonocardia;s__petroleophila 0.30 0.40 050 020 1.60 / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Streptomycetales;f__Streptomycetaceae;g__Streptomyces;s_ NA 131 1.00 161 110 440 / /040
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c_ NA;o__NA;f__NA;g_ NA;s_ spl0579 / 0.10 /[ 1.20 / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Nitriliruptoria;o__Euzebyales;f__Euzebyaceae;g__Euzebya;s_ sp10629 / / / / / 040 110 0.10
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Nitriliruptoria;o__Euzebyales;f__Euzebyaceae;g__ Euzebya;s_ sp10635 020 0.20 / / / / /  2.00
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Nitriliruptoria;o__Nitriliruptorales;f__Nitriliruptoraceae;g__Nitriliruptor;s__alkaliphilus / / / / /130 3.00 1.00
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Nitriliruptoria;o__Nitriliruptorales;f__Nitriliruptoraceae;g__Nitriliruptor;s__sp10646 / / / / / 080 350 0.30
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Nitriliruptoria;o__Nitriliruptorales;f__Nitriliruptoraceae;g__Nitriliruptor;s__sp10659 / / / / / 070 150 0.50
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Nitriliruptoria;o__Nitriliruptorales;f__Nitriliruptoraceae;g__Nitriliruptor;s__sp10662 / / / / / 070 250 0.50
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Rubrobacteria;o__Rubrobacterales;f__Rubrobacteriaceae;g__Rubrobacter;s__sp10729 110 0.20 0.40 / / / / 0.80
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Rubrobacteria;o__Rubrobacterales;f__Rubrobacteriaceae;g__Rubrobacter;s__sp10742-sp10761 0.60 1.10 0.20 0.60 / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Thermoleophilia;o__Gaiellales;f__NA;g_ NA;s__sp10909 0.10 0.30 / 1.00 / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Thermoleophilia;o__Gaiellales;f __NA;g_ NA;s_ sp10950 /010 /140 / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Thermoleophilia;o__Solirubrobacterales;f__NA;g_ NA;s_ sp11029 0.10 0.10 020 030 1.60 / /020
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Cytophagia;o__Cytophagales;f__Cyclobacteriaceae;g__Echinicola;s__vietnamensis / / / / /130 0.20 /
k__Bacteria;p__Chloroflexi;c_ NA;o__NA;f__NA;g_ NA;s_ sp21490 040 040 0.60 1.30 0.30 / / 0.10
k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__NA;o__NA;f__NA;g_ NA;s_ sp21491 0.10 0.30 030 020 010 120 0.60 0.10
k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Thermomicrobia;o_ NA;f__NA;g_ NA;s_ sp21845 1.20 1.30 050 1.00 0.50 / /010
k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Thermomicrobia;o__Sphaerobacterales;f__Sphaerobacteraceae;g__Nitrolancea;s_ sp21851 / / / / / 040 1.00 /
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g__Bacillus;s__flexus-megaterium 281 0.50 120 030 0.20 / / /
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g__Bacillus;s__okhensis-wakoensis 0.30 0.10 / / /100 0.10 /
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g__ Bacillus;s__sp25896 0.10 0.30 0.10 060 3.10 / / /
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Planococcaceae;g__Sporosarcina;s_ NA / / / / 1.00 / / /
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Planococcaceae;g__Sporosarcina;s__contaminans / / / 010 410 0.10 / /



k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae;g__Clostridium;s__vincentii
k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes;c__Gemmatimonadetes;o_ NA;f__NA;g_ NA;s_ sp37618
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Hyphomicrobiaceae;g__Pelagibacterium;s__sp43642
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__NA;g_ NA;s_ sp43483
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__NA;g_ NA;s_ sp43484
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Rhodobiaceae;g__Afifella;s__marina-pfennigii
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacterales;f _Rhodobacteraceae;g__Labrenzia;s__alba
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacterales;f _Rhodobacteraceae;g_ NA;s__sp45224
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f __NA;g_ NA;s__sp45941
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__NA;g_ NA;s__sp45944
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__NA;g__ NA;s__sp45950
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales;f__Erythrobacteraceae;g__Altererythrobacter;s__sp47512-sp47559
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales;f__Sphingomonadaceae;g__Sphingomonas;s__sp47872
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Rhodocyclales;f__Rhodocyclaceae;g__Azoarcus;s__sp50304-sp50306
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Rhodocyclales;f__Rhodocyclaceae;g__Azoarcus;s__sp50305
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Rhodocyclales;f__Rhodocyclaceae;g__Azoarcus;s__sp50306
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Aeromonadales;f__Aeromonadaceae;g__Oceanisphaera;s__sp56188
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f _Enterobacteriaceae;g__Enterobacter;s__cloacae-ludwigii
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Enterobacter;s__cloacae-ludwigii-sp58653
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Enterobacter;s__ludwigii
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Oceanospirillales;f__Halomonadaceae;g__Halomonas;s__chromatireducens
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Oceanospirillales;f__Halomonadaceae;g__Halomonas;s__desiderata-nitritophilus
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Oceanospirillales;f__Halomonadaceae;g__Halomonas;s__nitritophilus
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Oceanospirillales;f__Halomonadaceae;g__Halomonas;s__sp61418
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Oceanospirillales;f__Oceanospirillaceae;g__Nitrincola;s__sp61644
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Tabela P9. Relativna zastupljenost bakterijskih razdela i klasa prisutnih u najmanje jednom
endorizosfernom mikrobiomu. Najzastupljenije klase (>1%) u mikrobiomu su istaknute; (/) - retke
(<0.1%) ili nedetektovane klase; (NA)- neidentifikovane klase.

%
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< £ 3 ) = £ S g
e & £ & 2 g £ ¢
7] o 2 ] < © © 3
Razdeo Klasa < - ac < I E, © 2
Acidobacteria 078 6.62 109 347 090 014 / 1.38
Acidobacteria 078 534 109 322 080 015 / 0.92
Holophagae / 127 |/ 025 010 / / 0.46
Actinobacteria 42,19 33.08 5870 37.62 1520 14.22 12.02 33.33
Acidimicrobiia 547 840 109 421 040 348 163 391
Actinobacteria 35.94 1399 51.09 2896 1020 7.26 831 22.76
NA / 025 / 050 / / / /
Nitriliruptoria 078 076 / / / 287 193 5.06
Rubrobacteria / 051 109 / 010 / / 0.92
Thermoleophilia / 916 543 396 450 061 015 0.69
Bacteroidetes 391 433 543 545 250 408 549 6.67
Cytophagia 313 305 326 495 010 333 430 322
Flavobacteriia / 051 / 025 080 045 104 322
Sphingobacteriia 078 102 217 050 160 030 015 /
Chlamydiae / / / 025 010 / / /
Chlamydiae / / / 025 010 / / /
Chlorobi / 025 / / / / / /
Chlorobia / 025 / / / / / /
Chloroflexi 078 280 326 248 040 1.06 059 207
Ardenticatenia / / / / / / 015 /
Anaerolineae / 076 109 074 / 0.76 045 0.6
Chloroflexia / 051 109 050 o010 [/ / /
Thermomicrobia / 076 / 025 020 / / 0.69
NA 078 076 / 074 010 / / 0.92
Cyanobacteria / / / / 010 272 193 /
Cyanobacteria / / / / / 272 193 |/
Deinococcus-Termus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.15 0.00 0.00
Deinococci / / / / / 015 / /
Fibrobacteres 000 000 0.00 000 0.00 015 0.00 0.00
Fibrobacteria / / / / / 015 / /
Firmicutes 156 153 1.09 099 2340 197 593 299
Bacilli 156 153 109 099 2310 0.76 519 253
Clostridia / / / / 020 121 089 046
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Gemmatimonadetes

Planctomycetes

Proteobacteria

Saccaribacteria

Verrucomicrobia

Negativicutes

Gemmatimonadetes

Phycisphaerae
Planctomycetacia

Alphaproteobacteria
Betaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Epsilonproteobacteria
Gammaproteobacteria

NA

NA

Opitutae
Spartobacteria
Verrucomicrobiae

/

/

0.78 1.27
0.78 1.27
0.78 7.89
/ 2.29
0.78 5.60
4531 37.15
20.31 23.16
547 2.29
859 3.82
/ /
10.16 7.89
313 051
313 051
0.78 3.56
/ 0.51
/ 0.76
0.78 153
/ 0.76
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1.09

1.09
28.26
14.13
4.35
4.35

6.52
1.09
1.09

~ ~ ~  ~

/

0.25
0.25
1.24
0.25
0.99
47.03
27.97
421
3.96

/
10.89
0.25
0.25
0.99
/

0.25
0.74
/

/

0.45
0.45
0.91

0.91
72.16
25.72
8.93
151

36.01

0.61

0.61

0.45

0.30

0.30

/

0.30
0.30
0.30

0.30
7211
21.81
25.07
1.93
0.30
23.00

0.30

0.30

2.07
2.07
0.46

0.46
47.13
20.23
3.22
1.84

22.07

2.99

2.99

0.46

0.23

0.23



Tabela P10: Relativna zastupljenost bakterijskin redova prisutnin u najmanje jednom
endorizosfernom mikrobiomu. (/) retki (<0.1%) ili nedetektovani redovi. (NA)-
neidentifikovani redovi dopunjeni su nazivom prve vise identifikovane taksonomske
kategorije. Najzastupljeniji redovi (>1%) su istaknuti.

©
g
2
2 IS
5 . &8 = & s 5
s £ § & 3 £ g ¢
2 3 = 8 = £ 2 s
c I < (=3 = E c =
8 5 3 3 S £ S 2
Red < _ o < T & o %)
Acidobacteriales / / / 025 010 / / /
NA (Acidobacteria) 078 534 109 297 070 015 / 0.92
NA (Holophagae) / 127/ 025 010 / / 0.46
Acidimicrobiales 547 840 109 421 040 348 163 3091
Corynebacteriales 547 025 217 149 060 015 / 0.23
Frankiales 234/ 109 916 040 015 / /
Glycomycetales / / / 1.15
Kineosporiales 313 025 761 149 010 / 0.45 0.46
Micrococcales 781 051 326 272 210 635 697 11.03
Micromonosporales 6.25 712 1848 470 050 030 045 0.69
Propionibacteriales 469 280 652 322 190 030 015 322
Pseudonocardiales 234 102 217 198 190 / / 0.23
Streptomycetales 391 153 870 371 240 015 015 483
Streptosporangiales / 025 109 050 030 [/ / 0.92
NA (Actinobacteria) / 025 / 050 / / / /
Euzebyales 078 051 / / / 121 059 3.68
Nitriliruptorales / 025 / / / 166 134 115
Rubrobacterales / 051 109 / 010 / / 0.92
Gaiellales / 051 / 124 020 / / /
Solirubrobacterales / 865 543 272 440 061 015 0.69
Cytophagales 313 305 326 495 010 3.03 415 322
NA(Cytophagia) / 030 015 /
Flavobacteriales / 051 / 025 080 045 1.04 322
Sphingobacteriales 078 1.02 217 050 160 / / /
Chlamydiales / / / 025 010 / / /
Chlorobiales / 025 / / / / / /
Anaerolineales / 0.76 1.09 0.74 0.76 045 0.46
Ardenticatenales / / 015 /
Chloroflexales / 051 109 050 010 / / /
NA (Chloroflexi) 078 0.76 / 074 010 / / 0.92
NA (Thermomicrobia) / 0.76 / 025 020 / / 0.69
NA (Cyanobacteria) / 272 193 |/
Deinococcales / 015 / /
Fibrobacterales / 015 / /
Bacillales 156 153 109 099 2310 0.76 519 253
Clostridiales / / / / 020 121 0.89 046
Selenomonadales / / / / 010 / / /
Gemmatimonadales / 051 / 025 050 / / 0.23
NA (Gemmatimonadetes) 0.78 051 / / / 030 015 184
NA (Hydrogenedentes) / 025 / / / / / /
NA(Planctomycetes) / 025 / / / / / /
NA(Phycisphaerae) / 204 |/ 025 010 / / /
Planctomycetales 078 560 109 099 030 091 030 046
Caulobacterales 078 076 217 347 050 136 119 /
Rhizobiales 1250 1450 870 1559 450 1225 9.79 552
Rhodobacterales / 0.51 0.10 408 534 644
Rhodospirillales 156 585 109 520 060 182 178 299
Sphingomonadales 6.25 153 217 371 250 620 356 5.06
Burkholderiales 547 076 435 347 340 182 534 115
Methylophilales 0.78 0.25 / 015 045
NA (Betaproteobacteria) / 0.76 020 / / /
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Nitrosomonadales
Rhodocyclales
Bdellovibrionales
Desulfobacterales
Desulfovibrionales
Desulfuromonadales
Myxococcales

NA (Deltaproteobacteria)
Oligoflexales
Syntrophobacterales
Campylobacterales
Aeromonadales
Alteromonadales
Cellvibrionales
Chromatiales
Enterobacteriales
Legionellales
Methylococcales

NA (Gammaproteobacteria)
Oceanospirillales
Pseudomonadales
Thiotrichales
Vibrionales
Xanthomonadales
NA (Saccharibacteria)
NA (Verrucomicrobia)
Opitutales
Puniceicoccales
Chthoniobacterales
Verrucomicrobiales

[6))
o

~N N NP, NN NN NN NN~~~

0.51

3.31
0.25

0.25

0.51

0.25

0.51
0.25

6.11
0.51
0.51
0.76

1.53
0.76

4.35

4.35

2.17
1.09
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0.50

0.25

0.74

2.72

0.25

1.24

0.25

9.41

0.25

0.25

0.74
/

0.20

0.10
0.10

0.10

31.60

7.20

4.40
0.40

0.70
/



Tabela P11: Relativna zastupljenost bakterijskih familija prisutnih u bar jednom endorizosfernom
mikrobiomu. (/) retke (<0.1%) ili nedetektovane familije. (NA)-neidentifikovane familije.
Najzastupljenije familije (>1%) su istaknute.

[15]
g
o
£ 3 S
3 = g £ E ¢ g
S £ 8§ = 3 £ o <
s 5 & § £ = 35 s
s £ £ 2 § 8§ £ &
. 3 > & 3 Sy € cts 3
Familija < _ a < T %) O %)
NA (Acidobacteriales) / / / 0.25 0.1 / / /
NA (Acidobacteria) 0.78 534 1.09 2.97 0.7 0.15 / 0.92
NA (Holophagae) / 127 |/ 0.25 0.1 / / 0.46
Acidimicrobiaceae 156 127 |/ 2.72 0.2 1.21 0.74 0.92
lamiaceae 234 076 |/ 0.50 0.45 0.15 0.23
NA (Acidimicrobiales) 156 6.36 1.09 0.99 0.2 1.82 0.74 2.76
Dietziaceae / / / / / 0.15 / /
Mycobacteriaceae 547 025 217 1.49 06 / / 0.23
Cryptosporangiaceae / / 1.09 2.72 / / / /
Frankiaceae / / / / 0.4 0.15 / /
Geodermatophilaceae 234 |/ / 4.46 / / / /
NA (Frankiales) / / / 1.73 / / / /
Glycomycetaceae / / / / / / / 1.15
Kineosporiaceae 313 025 761 1.49 0.1 / 0.45 0.46
Cellulomonadaceae 156 / / / 0.1 1.82 1.78 /
Demequinaceae / / / / / 0.45 0.15 0.46
Intrasporangiaceae / / / / 0.2 1.06 1.04 0.23
Jonesiaceae / / / / / 2.57 3.26 /
Microbacteriaceae 156 / 2.17 2.23 0.9 0.15 0.30 0.46
Micrococcaceae 078 025 / / 0.9 / 0.30 1.84
Promicromonosporaceae 469 025 1.09 0.50 / / / 8.05
Sanguibacteraceae / / / / / 0.30 / 0.23
Micromonosporaceae 6.25 7.12 1848 4.70 0.5 0.30 0.45 0.69
Nocardioidaceae 3.13 204 543 3.22 1.9 0.30 0.15 3.22
Propionibacteriaceae 0.78 0.76 1.09 / / / / /
Pseudonocardiaceae 234 102 217 1.98 1.9 / / 0.23
Streptomycetaceae 391 153 870 3.71 24 0.15 0.15 4.83
Nocardiopsaceae / / / / / / / 0.69
Thermomonosporaceae / 0.25 1.09 0.50 0.3 / / 0.23
NA(Actinobacteria) / 025 / 0.50 / / / /
Euzebyaceae 0.78 051 / / / 1.21 0.59 3.68
Nitriliruptoraceae / 025 / / / 1.66 1.34 1.15
Rubrobacteriaceae / 051 1.09 / 0.1 / / 0.92
Gaiellaceae / 025 / 0.74 0.1 / / /
NA(Gaiellales) / 025 / 0.74 01/ / /
Conexibacteraceae / / / / 0.1 / / /
NA (Solirubrobacterales) / 6.87 217 1.73 25 0.30 0.15 0.69
Patulibacteraceae / / 1.09 0.25 0.7 0.15 / /
Solirubrobacteraceae / 153 217 0.74 11 / / /
Cyclobacteriaceae / / / / / 0.76 0.74 0.46
Cytophagaceae 3.13 1.78 3.26 4.95 0.1 0.61 1.48 0.46
Flammeovirgaceae / 1.27 |/ / / 0.76 0.74 1.61
NA(Cytophagales) / / / / / 1.06 1.04 0.92
NA (Cytophagia) / / / / / 0.15 / /
Rhodothermaceae / / / / / 0.30 0.15 /
Flavobacteriaceae / 051 / 0.25 0.8 0.45 0.89 3.22
Chitinophagaceae 0.78 0.76 217 0.50 0.4 0.15 / /
NA (Sphingobacteriales) / / / / / 0.15 / /
Sphingobacteriaceae / / / / 1.2 / / /
Parachlamydiaceae / / / 0.25 0.1 / / /
NA (Chlorobiales) / 025 / / / / / /
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Anaerolineaceae

NA (Ardenticatenales)
Roseiflexaceae

NA (Chloroflexi)
NA(Thermomicrobia)
Familyl (Cyanobacteria)
Trueperaceae
Fibrobacteraceae
Bacillaceae

Family XII (Bacillales)
Paenibacillaceae
Planococcaceae
Clostridiaceae
Gracilibacteraceae
Lachnospiraceae

NA (Clostridiales)
Peptococcaceae
Peptostreptococcaceae
Ruminococcaceae
Veillonellaceae
Gemmatimonadaceae
NA (Gemmatimonadetes)
NA(Phycisphaerae)
Planctomycetaceae
Caulobacteraceae
Hyphomonadaceae
Beijerinckiaceae
Bradyrhizobiaceae
Brucellaceae
Hyphomicrobiaceae
Methylobacteriaceae
Methylocystaceae

NA (Rhizobiales)
Phyllobacteriaceae
Rhizobiaceae
Rhodobiaceae
Xanthobacteraceae
Rhodobacteraceae
Acetobacteraceae

NA (Rhodospirillales)
Rhodospirillaceae
Erythrobacteraceae
NA (Sphingomonadales)
Sphingomonadaceae
Alcaligenaceae
Burkholderiaceae
Comamonadaceae
Oxalobacteraceae
Methylophilaceae

NA (Betaproteobacteria)
Nitrosomonadaceae
Rhodocyclaceae
Bacteriovoracaceae
Bdellovibrionaceae
Desulfobulbaceae
Desulfovibrionaceae
Desulfuromonadaceae
Geobacteraceae

NA (Desulfuromonadales;)
Cystobacteraceae
Haliangiaceae
Myxococcaceae

NA (Myxococcales)
Nannocystaceae
Polyangiaceae
Sandaracinaceae

NA (Oligoflexales)
Syntrophaceae

3
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2.34

2.34
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3.91
0.78
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2.34

3.91
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0.78
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Helicobacteraceae
Aeromonadaceae
Alteromonadaceae
Shewanellaceae
Cellvibrionaceae
Halieaceae
Microbulbiferaceae
Porticoccaceae
Chromatiaceae
Ectothiorhodospiraceae
Enterobacteriaceae
Methylococcaceae

NA (Gammaproteobacteria)

Alcanivoracaceae
Halomonadaceae
Oceanospirillaceae
Moraxellaceae
Pseudomonadaceae
Piscirickettsiaceae
Vibrionaceae

NA (Xanthomonadales)
Nevskiaceae
Xanthomonadaceae

NA (Saccharibacteria)
Opitutaceae
Puniceicoccaceae
Chthoniobacteraceae
NA (Chthoniobacterales)
Verrucomicrobiaceae
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or
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NN
[S2 e}
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- ()]
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1.02
0.51
0.76

0.25

1.27
0.51
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4.39

0.30
0.15
0.15

2.57
0.76
0.45
1.97
0.61
2.27
16.64
0.61
0.15
4.99

0.61
0.30

0.30

0.30
1.78

0.15
1.04
0.15
0.15

0.45
0.15
0.15
0.30
0.30

1.78
0.45
0.15
12.02
0.30
0.30
0.15

3.41

0.23
0.23
0.69
0.23
0.23
0.69
0.23
0.46
7.82
1.61
5.98
0.23
0.92

2.53
2.99

0.23

0.23



Tabela P12: Lista OTU visokog stepena sli¢nosti sa sekvencama u bazi koje odgovaraju novou relativne zastupljenosti >1% u bar jednom endorizosfernom
mikrobiomu. (/) retke (<0.1%) ili nedetektovane OTU.

o]
c
]
=
D
£ 3 £
5 = & g E © S
S £ 8§ & 3 £ s &
g 3 2 8 €2 £ 2 ¢
c g = (=3 % E E =
3 ) 3 3 =] S © 3
oTU < _ [a N < I %) O %]
k__Bacteria;p__Acidobacteria;c__Acidobacteria;o_ NA;f__NA;g_ NA;s_ sp2079 / 178 |/ 025 / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales;f__Acidimicrobiaceae;g__lllumatobacter;s__sp4235 156 025 / 025 / 030 030 0.69
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales;f__NA;g_ NA;s_ sp4484 / / 1.09 / / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales;f__NA;g_ NA;s_ sp4532 / 1.02 / / / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales;f__NA;g_ NA;s_ sp4643 / 1.02 / 025 / / / 0.23
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Corynebacteriales;f__Mycobacteriaceae;g__Mycobacterium;s__ NA / / 1.09 / 0.10 / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Corynebacteriales;f__Mycobacteriaceae;g__Mycobacterium;s__moriokaense 156 / 1.09 / / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Corynebacteriales;f__Mycobacteriaceae;g__Mycobacterium;s__pyrenivorans 234 |/ / / / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Corynebacteriales;f __Mycobacteriaceae;g__Mycobacterium;s__rhodesiae-tusciae 156 / / 0.74 0.10 / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Frankiales;f__Cryptosporangiaceae;g__Cryptosporangium;s__sp6027 / / 1.09 272 |/ / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Frankiales;f__Geodermatophilaceae;g__Blastococcus;s__saxobsidens / / / 446 |/ / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Frankiales;f__Geodermatophilaceae;g__Geodermatophilus;s__brasiliensis-taihuensis 156 / / / / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Frankiales;f__NA;g_ NA;s_ NA / / / 173 [/ / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Kineosporiales;f__Kineosporiaceae;g__Kineosporia;s__sp6208 234/ 6.52 124 |/ / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Kineosporiales;f__Kineosporiaceae;g__NA;s__sp6223 / / 1.09 025 / / 045 |/
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Micrococcales;f__Cellulomonadaceae;g__Actinotalea;s__ferrariae / / / / / 121 059 /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Micrococcales;f__Cellulomonadaceae;g__Cellulomonas;s__hominis-parahominis 156 / / / / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Micrococcales;f__Cellulomonadaceae;g__Cellulomonas;s__oligotrophica / / / / / 061 119 /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Micrococcales;f__Jonesiaceae;g__Jonesia;s__denitrificans-quinghaiensis / / / / / 182 312 /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Micrococcales;f__Microbacteriaceae;g__Agrococcus-Chryseoglobus;s__frigidaquae-jenensis / / 1.09 / / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Micrococcales;f__Microbacteriaceae;g__Chryseoglobus;s__frigidaquae / / 1.09 099 / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Micrococcales;f___Promicromonosporaceae;g__Isoptericola;s__halotolerans / / / / / / / 5.52
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Micrococcales;f__Promicromonosporaceae;g__Promicromonospora;s__sp7297 469 / 1.09 050 / / / 2.53
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Micromonosporales;f__Micromonosporaceae;g__Actinoplanes;s__abujensis-brasiliensis / 229 109 / / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Micromonosporales;f__Micromonosporaceae;g__Actinoplanes;s__cyaneus-liguriensis / / 1.09 / / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Micromonosporales;f__Micromonosporaceae;g__Actinoplanes;s__friuliensis / / 217 |/ / 015 / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Micromonosporales;f__Micromonosporaceae;g__Actinoplanes;s__nipponensis 391 051 652 074 0.40 / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Micromonosporales;f__Micromonosporaceae;g__Actinoplanes;s__sp7394 / / 652 050 / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Micromonosporales;f__Micromonosporaceae;g__Actinoplanes;s__toevensis / / 1.09 / / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Micromonosporales;f__Micromonosporaceae;g__Longispora;s__sp7431 / 1.02 / / / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Micromonosporales;f__Micromonosporaceae;g__Longispora;s__sp7434 / 254 |/ / / 015 015 /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Micromonosporales;f__Micromonosporaceae;g__Micromonospora;s__sp7446 / / / 198 / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Propionibacteriales;f__Nocardioidaceae;g__Aeromicrobium;s__ginsengisoli / / 1.09 / / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Propionibacteriales;f__Nocardioidaceae;g_ NA;s__sp7702 / / 1.09 / 0.10 / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Propionibacteriales;f__Nocardioidaceae;g__Nocardioides;s_ NA / / 1.09 / 0.20 / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Propionibacteriales;f__Nocardioidaceae;g__Nocardioides;s__alpinus / / 1.09 / / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Propionibacteriales;f__Nocardioidaceae;g__Nocardioides;s__dilutus 078 |/ 1.09 050 / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Propionibacteriales;f__Nocardioidaceae;g__Nocardioides;s__halotolerans / 025 1.09 074 0.50 / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Propionibacteriales;f__Nocardioidaceae;g__Nocardioides;s__islandensis 156 051 / 050 / / / 0.23
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Propionibacteriales;f__Nocardioidaceae;g__Nocardioides;s__sp7689 / / / / / 015 015 161
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Propionibacteriales;f__Propionibacteriaceae;g__Friedmanniella;s__okinawensis 078 |/ 1.09 / / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Pseudonocardiales;f__Pseudonocardiaceae;g__Lechevalieria-Lentzea;s_ NA / / 1.09 / / / / /
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Pseudonocardiales;f__Pseudonocardiaceae;g__Pseudonocardia;s__petroleophila-saturnea-seranimata 156 / / / / / / /



k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Streptomycetales;f__Streptomycetaceae;g__Streptomyces;s_ NA
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Streptomycetales;f__Streptomycetaceae;g__Streptomyces;s__ferralitis-mucoflavus
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Streptomycetales;f__Streptomycetaceae;g__Streptomyces;s__fukangensis
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Streptomycetales;f__Streptomycetaceae;g__Streptomyces;s__graminilatus
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Streptosporangiales;f__Thermomonosporaceae;g__Actinocorallia;s__sp10269
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Nitriliruptoria;o__Euzebyales;f__Euzebyaceae;g__ Euzebya;s_ sp10628
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Rubrobacteria;o__Rubrobacterales;f__Rubrobacteriaceae;g__Rubrobacter;s__sp10748
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Thermoleophilia;o__Solirubrobacterales;f__NA;g_ NA;s_ sp11022
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Thermoleophilia;o__Solirubrobacterales;f__NA;g_ NA;s_ sp11028-sp11029
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Thermoleophilia;o__Solirubrobacterales;f__Solirubrobacteraceae;g__Solirubrobacter;s__ginsenosidimutans
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Thermoleophilia;o__Solirubrobacterales;f__Solirubrobacteraceae;g__Solirubrobacter;s__sp11094
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Cytophagia;o__Cytophagales;f__Cytophagaceae;g__Chryseolinea;s_ sp15103-sp15518
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Cytophagia;o__Cytophagales;f__Cytophagaceae;g_ NA;s__sp15409
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Cytophagia;o__Cytophagales;f__Cytophagaceae;g__ Ohtaekwangia;s__sp15276
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Cytophagia;o__Cytophagales;f__Cytophagaceae;g__Ohtaekwangia;s__sp15280
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Flavobacteriia;o__Flavobacteriales;f__Flavobacteriaceae;g_ NA;s_ NA
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Sphingobacteriia;o__Sphingobacteriales;f__Chitinophagaceae;g__Niastella;s__koreensis-sp18268-sp18387
k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Chloroflexia;o__Chloroflexales;f__Roseiflexaceae;g__Roseiflexus;s__sp21169
k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Cyanobacteria;o_ NA;f__Familyl;g__Leptolyngbya;s_ sp23173
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g__Bacillus;s__aryabhattai-flexus-megaterium
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g__ Bacillus;s__cereus-pseudomycoides-toyonensis
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g__Bacillus;s__cohnii
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g__ Bacillus;s__flexus-megaterium
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g__Bacillus;s__megaterium
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g__Bacillus;s__muralis-simplex-thuringiensis
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Family XII;g__Exiguobacterium;s__aurantiacum-mexicanum
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Planococcaceae;g__Psychrobacillus;s__psychrodurans
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Planococcaceae;g__Sporosarcina;s__contaminans
k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes;c__Gemmatimonadetes;o_ NA;f__NA;g_ NA;s_ sp37618
k__Bacteria;p__Planctomycetes;c__Phycisphaerae;o_ NA;f__NA;g_ NA;s_ sp41108
k__Bacteria;p__Planctomycetes;c__Planctomycetacia;o__Planctomycetales;f__Planctomycetaceae;g_ NA;s__sp41576
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Caulobacterales;f__Caulobacteraceae;g__Caulobacter;s__henricii
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Caulobacterales;f__Caulobacteraceae;g__Phenylobacterium;s__koreense
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Bradyrhizobiaceae;g__Afipia-Bradyrhizobium;s_ NA
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Hyphomicrobiaceae;g__Devosia;s__geojensis
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Hyphomicrobiaceae;g__Pelagibacterium;s__sp43642
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Hyphomicrobiaceae;g__Rhodomicrobium;s__sp43653
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Hyphomicrobiaceae;g__Rhodomicrobium;s__sp43654
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Methylobacteriaceae;g__Methylobacterium;s__NA
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Phyllobacteriaceae;g__Mesorhizobium;s__sp44061
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Rhizobiaceae;g__Neorhizobium;s__galegae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Rhizobiaceae;g__Rhizobium;s__NA
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Rhizobiaceae;g__Rhizobium;s__leguminosarum
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Rhizobiaceae;g__Rhizobium;s__rosettiformans-vitis
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Rhizobiaceae;g__Shinella;s__sp44350
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Rhodobiaceae;g_ NA;s__sp44450
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Xanthobacteraceae;g__Variibacter;s__sp44543
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacterales;f _Rhodobacteraceae;g__Labrenzia;s__alba
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacterales;f __Rhodobacteraceae;g__Paracoccus;s__carotinifaciens-marcusii
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacterales;f _Rhodobacteraceae;g__Paracoccus;s__tibetensis
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__NA;g_ NA;s__sp45944
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__Rhodospirillaceae;g__Dongia;s__mobilis
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__Rhodospirillaceae;g__Pelagibius;s__sp46177
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales;f__Erythrobacteraceae;g__Altererythrobacter;s__sp47487
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales;f__Erythrobacteraceae;g__Altererythrobacter;s_ sp47512-sp47559
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales;f__Erythrobacteraceae;g__Erythrobacter;s__aquimaris
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales;f__Sphingomonadaceae;g__Novosphingobium;s__sp47603
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales;f__Sphingomonadaceae;g__Sphingomonas;s__ NA
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales;f__Sphingomonadaceae;g__Sphingomonas;s_ naasensis
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k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Comamonadaceae;g__Hydrogenophaga;s__bisanensis-pseudoflava
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Comamonadaceae;g__Leptothrix;s__ginsengisoli
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Comamonadaceae;g__Variovorax;s__sp49201
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Oxalobacteraceae;g__Massilia;s__flava
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Rhodocyclales;f__Rhodocyclaceae;g__Azoarcus;s__sp50304-sp50306
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Rhodocyclales;f__Rhodocyclaceae;g__Azoarcus;s__sp50305
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Rhodocyclales;f__Rhodocyclaceae;g__Azoarcus;s__sp50306
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Myxococcales;f__Haliangiaceae;g__Haliangium;s__sp53722
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Myxococcales;f__NA;g_ NA;s__ sp53475
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Myxococcales;f__Sandaracinaceae;g_ NA;s__sp54071
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Myxococcales;f__Sandaracinaceae;g_ NA;s__sp54071-sp54110
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Myxococcales;f__Sandaracinaceae;g_ NA;s__sp54110
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Aeromonadales;f__Aeromonadaceae;g__Oceanisphaera;s__sp56188
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Chromatiales;f__Chromatiaceae;g__Rheinheimera;s__aquimaris
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Enterobacter;s_ NA
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Enterobacter;s__cloacae-ludwigii
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Enterobacter;s__cloacae-ludwigii-sp58653
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Enterobacter-Kosakonia;s__Enterobacter-cloacae-cowanii
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Enterobacter-Kosakonia;s__Enterobacter-cowanii
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Enterobacter-Salmonella;s__NA
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Klebsiella;s__oxytoca
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Klebsiella-Salmonella;s__enterica-oxytoca
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Oceanospirillales;f__Halomonadaceae;g__Halomonas;s__desiderata-nitritophilus
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Oceanospirillales;f__Halomonadaceae;g__Halomonas;s__nitritophilus
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Oceanospirillales;f__Halomonadaceae;g__Halomonas;s__songnenensis
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f__Moraxellaceae;g__Acinetobacter;s__haemolyticus
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f__Moraxellaceae;g_ NA;s__sp62742
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f__Pseudomonadaceae;g__Pseudomonas;s__ NA
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f__Pseudomonadaceae;g__Pseudomonas;s__kuykendallii
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f__Pseudomonadaceae;g__Pseudomonas;s__pseudoalcaligenes
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f__Pseudomonadaceae;g__Pseudomonas;s__stutzeri
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f__Pseudomonadaceae;g__Pseudomonas;s__stutzeri-xanthomarina-zhaodongensis
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f__NA;g__Acidibacter;s__sp65535
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f__NA;g_ NA;s_ sp64853
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f__NA;g__Steroidobacter;s__agariperforans
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f__NA;g__Steroidobacter;s__sp65574
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f__NA;g__Steroidobacter;s__sp65578
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f__NA;g__Steroidobacter;s__sp65579
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f__Nevskiaceae;g__Hydrocarboniphaga;s__sp64930
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f__Xanthomonadaceae;g__Luteimonas;s__aestuarii
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f__Xanthomonadaceae;g__Pseudofulvimonas;s__sp65166
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f__Xanthomonadaceae;g__Stenotrophomonas;s__maltophilia
k__Bacteria;p__Saccharibacteria;c_ NA;o__NA;f__NA;g_ NA;s_ sp66022
k__Bacteria;p__Saccharibacteria;c__NA;o__NA;f__NA;g_ NA;s_ sp66099

k__Bacteria;p__Saccharibacteria;c_ NA;o__NA;f__NA;g_ NA;s_ sp66123
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__Spartobacteria;o__Chthoniobacterales;f__NA;g_ NA;s_ sp69193
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Prilog 9.2.

Slika 1. Standardna kriva potros$nje ACC 0.05-0.3mmol/L dobijena ninhidrinskim testom

OD 570 nm
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Biografija kandidata

Specijalista biolog Milica Dragojevi¢, rodena je 06.11.1988. godine u Valjevu, Republika Srbija, gde
je zavrsila Valjevsku gimnaziju. Osnovne akademske studije zavrSila je na BioloSkom fakultetu,
Univerziteta u Beogradu, modul Biologija. Master akademske studije zavrSila je 2013. godine na
istom fakultetu, modul Biologija mikroorganizama, odbranivsi master rad na temu: “Odredivanje
antimikrobnog efekta propolisa iz razli¢itih regiona Srbije na odabrane Gram-negativne bakterije” sa
prosecnom ocenom 9,5.

Specijalisticke akademske studije studijskog programa Mikrobiologija zavrsila je 2015. godine,
takode na BioloSkom fakultetu, odbranom specijalistickog rada na temu: “Izolacija i karakterizacija
vrsta Azotobacter iz razli¢itih zemljista” sa prose¢nom ocenom 10.

Doktorske akademske studije upisala je 2016/2017. na Poljoprivrednom fakultetu, Univerziteta u
Beogradu, studijski program Poljoprivredne nauke, uza nau¢na oblast Ekoloska mikrobiologija.
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Izjava o autorstvu

Ime i prezime autora: Milica Dragojevié

Broj indeksa: ML160029

Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom:

Halotolerantne mikrobne zajednice — diverzitet i sposobnost stimulacije biljnog rasta

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada

e da disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za sticanje druge diplome prema
studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova

e dasu rezultati korektno navedeni

e da nisam krSila autorksa prava i koristila intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis autora:

U Beogradu,
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Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora: Dragojevi¢ Milica

Broj indeksa: ML160029

Studijski program: Poljoprivredne nauke

Naslov rada: Halotolerantne mikrobne zajednice — diverzitet i sposobnost stimulacije biljnog rasta

Mentor: Prof. dr Jelena Jovidié-Petrovié

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju sam
predala radi pohranjenja u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci vezani za dobijanje akademskog naziva doktora nauka,
kao Sto su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi li¢ni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u elektronskom
katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis autora:

U Beogradu,
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Izjava o koriSéenju

Ovlaséujem Univerzitetsku biblioteku “Svetozar Markovi¢” da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Halotolerantne mikrobne zajednice — diverzitet i sposobnost stimulacije biljnog rasta

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predala sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu i
dostupnu u otvorenom pristupu mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom
tipu licence Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucila.

1. Autorstvo (CC BY)
2. Autorstvo - nekomercijalno (CC BY-NC)
3. Autorstvo - nekomercijalno - bez prerade (CC BY-NC-ND)
(@ Autorstvo - nekomercijalno - deliti pod istim uslovima (CC BY-NC-SA)
5. Autorstvo - bez prerade (CC BY-ND)
6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima (CC BY-SA)

Potpis autora:

U Beogradu,
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1. Autorstvo. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopStavanje dela, i1 prerade, ako se
navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence, ¢ak i u komercijalne svrhe.
Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo — nekomercijalno. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saops$tavanje dela,
i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca
ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime
autora na na¢in odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu
upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se ograni¢ava najveci obim prava
koris¢enja dela.

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje,
distribuciju i javno saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane
autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili sliénom licencom. Ova licenca ne
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo — bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela, bez
promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime autora na nacin odreden
od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca
licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela i prerada. Sli¢na je softverskim licencama, odnosno licencama otvorenog

koda
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