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Identifikacija molekularnih mehanizama interakcije miskantusa (Miscanthus x giganteus) i
bakterija njegove rizosfere

SaZetak

Flotaciona jalovina, otpadni proizvod rudarenja, sadrzi jako visoke koncentracije metala i
predstavlja potencijalni izvor zagadenja okoline. Primena bioenergetskih biljaka u fitoremedijaciji
pozeljna je zbog dobijanja biomase uz istovremeno ocuvanje plodnog zemljista za poljoprivredne
kulture. Miscanthus x giganteus u svetu se gaji kao bioenergetska biljka zbog velikih prinosa
biomase, niskih zahteva gajenja 1 otpornosti na razlicite vrste stresa. U ovom istrazivanju, iz
rizosfere M. x giganteus gajenog na flotacionoj jalovini rudnika Pb/Zn/Cu u centralnoj Srbiji
izolovano je 75 bakterijskih izolata, od kojih je Sest, Pseudomonas chlororaphis Bo, Bacillus
toyonensis Co, B. safensis Do, Arthrobacter sp. B21, B. aryabhattai B22 1 B. thuringiensis F4
odabrano za dalji rad. Ovi izolati tolerisali su u razli¢itom stepenu toksicne metale, osmotski,
toplotni stres ili poviSenu koncentraciju soli. Posedavali su osobine kojima ostvaruju direktan
stimulativni efekat na rast biljke. Antimikrobna aktivnost na testirane biljne patogene detektovana
je kod svih sojeva. Tretman rizoma M. x giganteus odabranim izolatima i gajenje u flotacionoj
jalovini, stimulisao je rast i fitoremedijacioni potencijal ove biljke. Analiza transkriptoma pokazala
je da 5134 odnosno 4758 gena ima poviSenu odnosno snizenu ekspresiju u korenovima M. x
giganteus biljaka u odgovoru na tretman bakterijama. RT-qPCR analizom potvrdena je povisena
ekspresija dva gena: MATE40 uklju¢enog u izbacivanje toksi¢nih jedinjenja i u odgovor na stres,
kao 1 COBRA-like 1 ukljuenog u regulaciju biosinteze ¢elijskog zida i procese rasta i razvoja.

Kljuéne reéi: Miscanthus x giganteus, rizobakterije, metali/metaloidi, fitoremedijacija, PGPR,
transktiptom, diferencijalno eksprimirani geni
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Identification of the molecular mechanisms of interactions between Miscanthus x
giganteus and bacteria from its rhizosphere

Abstract

Flotation tailings, waste products of mining, contain very high concentrations of metals and are
a potential source of contamination for the environment. Using bioenergy plants in
phytoremediation is desirable approach because of simultaneous biomass production and
preservation of fertile land for crops. Miscanthus * giganteus is cultivated worldwide as a
bioenergy crop due to its high biomass yields, low maintenance requirements, and resistance to
various stress factors. In this study, 75 isolates were obtained from the rhizosphere of M. x
giganteus plants grown on the flotation tailings of a Pb/Zn/Cu mine in central Serbia. Six
isolates, including Pseudomonas chlororaphis Bo, Bacillus toyonensis Co, B. safensis Do,
Arthrobacter sp. B21, B. aryabhattai B22, and B. thuringiensis F4, were selected for further
experiments. These isolates tolerated to a certain extent toxic metals, osmotic, temperature
stress or high salt concentration. The isolates possessed properties which allow the direct
stimulation of plant growth. Antimicrobial activity against the tested plant pathogens was
observed in all strains. Treatment of M. x giganteus rhizomes with selected isolates and
subsequent cultivation in a flotation tailings substrate stimulated plant growth and
phytoremediation potential. Transcriptome analysis showed that 5134 and 4758 genes in the
roots of M. x giganteus plants had higher and lower expression, respectively, in response to
bacterial treatment. RT-qPCR analysis confirmed higher expression of two genes: MATE40,
involved in extrusion of toxic compounds from a plant cell and in the response to stress, and
COBRA-like 1, involved in the regulation of cell wall biosynthesis and processes of plant
growth and development.

Keywords: Miscanthus % giganteus, rhizobacteria, metals/metalloids, phytoremediation, PGPR,
transcriptome, differentially expressed genes

Scientific field: Biology
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1. UVOD

1.1. Miscanthus x giganteus

Miscanthus je rod viSegodi$njih rizomatoznih trava poreklom iz istocne Azije koje se
odlikuju visokim rastom, koji moze dosti¢i i do 7 m visine, zavisno od vrste i uslova sredine.
Zivotni vek je obi¢no 18-20 godina, a maksimalni prinos biomase ostvaruju u treéoj godini
(Wang 1 sar., 2021a). Prema nekim autorima, rod obuhvata do 20 vrsta. Medutim nakon
molekularne filogenetske analize, taj broj je sveden na 11-12 vrsta ¢iji je bazini broj
hromozoma 19, sa tipskom vrstom M. floridulus (Hodkinson i sar., 2015). Miscanthus X
giganteus je prirodni triploidni hibrid nastao ukrStanjem diploidnog M. sinensis 1 tetraploidnog
M. sacchariflorus, i nativan je u subtropskim regionima Afrike i jugoistocne Azije (Mei i sar.,
2021). Biljke roda Miscanthus mogu se ukrstiti sa drugim ¢lanovima Saccharineae tribusa, pa
su ukrStani sa biljkama roda Saccharum, sa idejom poboljSanja karakteristika i adaptiranosti
Secerne trske, naroCito na niske temperature, pri ¢emu su nastali hibridi nazvani “miscanes”
(Kar i sar., 2020). M. x giganteus u svetu se prvenstveno koristi za proizvodnju energije, jer u
odnosu na ostale lignocelulozne biljke ima bolji kvalitet biomase sa odliénim sagorevanjem
koje je uporedivo sagorevanju Sumskog drveca, a takode, od bioenergetskih biljaka daje najveéi
energetski prinos po hektaru (DZeletovi¢, 2012). Slama miskantusa pogodna je za briketiranje ili
peletiranje. Osim primene u proizvodnji bioenergije, M. X giganteus predstavlja veoma
zanimljivu sirovinu za prozvodnju papira i1 kartona, za prozvodnju ekoloskih biorazgradivih
predmeta, a koristi se i kao gradevinski materijal (Dzeletovi¢, 2012). Osim toga, zbog
dekorativnog izgleda, vrste roda Miscanthus Kkoriste se i1 kao ukrasne biljke za uredenje zelenih
povrsina. Tokom poslednjih decenija, dosta paznje posveceno je obnovljivim izvorima energije,
izmedu ostalih 1 bioenergiji kao zameni za fosilna goriva. Vrste roda Miscanthus se smatraju
dobrom sirovinom za proizvodnju bioenergije zbog velikih prinosa biomase, relativno visoke
energetske vrednosti 1 niskih zahteva za gajenje u smislu primene dubriva 1 pesticida (Weger 1
sar., 2021). Donje kalori¢ne vrednosti M. x giganteus prema merenjima Cvetkovi¢ i sar. (2016)
kretale su se izmedu 14,9 1 16,1 MJ/kg, dok su se gornje kalori¢ne vrednosti kretale izmedu 16,2
1 17,2 MJ/kg, kada su biljke gajene na zemljiStu tipa izluzeni Cernozem. Lignocelulozne
bioenergetske biljke bogate su celulozom, hemicelulozom i ligninom 1 gaje se prvenstveno za
dobijanje toplote, elektri¢ne energije, biogasa i etanola (Wang i sar., 2021a). Prema Jankovi¢ i
sar. (2023), sastav M. x giganteus bio je sledeci: celuloza 53,04%, hemiceluloza 18,10% 1 lignin
25,24%.

M. x giganteus odlikuje se izvanrednom otpornoséu na razli¢ite vrste biotickog i
abiotickog stresa. lako nije nativan u Evropi, odlicno je adaptiran na umerenu klimu,
odrZavajuci pritom visok stepen efikasnosti fotosinteze, ¢ak na niskim temperaturama i koji je
znatno veéi u odnosu na biljke koje, kao 1 M. x giganteus, poseduju isti C4 tip fotosinteze, kao
Sto su Zea mays and Cyperus longus L. (Farage 1 sar., 2000). Izlaganjem temperaturi od 14°C,
M. x giganteus prevazilazi stres tako S§to povecava sintezu kljucnih, ograni¢avajuéih
fotosintetickih enzima (Spence 1 sar., 2014), ali daljim opadanjem temperature na 10°C,
fotoinhibitorna oStecenja izazvana niskim temperaturama sprecavaju se povecanom sintezom
deepoksidovanih ksantofila i indukcijom transporta elektrona na druge akceptore umesto na
CO; (Farage i sar., 2006). Zbog toga M. X giganteus postize veliku produktivnost ¢ak i na
suboptimalnim temperaturama, pa stoga ne ¢udi ¢injenica da je M. x giganteus domestifikovan 1
gaji se Sirom sveta, ukljucujuci ¢ak i severne delove Evrope.

S obzirom na to da kao sterilni interspecijski hibrid ne produkuje vijabilno seme,
razmnozavanje M. x giganteus moguce je samo vegetativnim putem. Ovakav nacin
razmnozavanja predstavlja prednost jer je time spreCena potencijalna invazivnost, koja je
uocena kod srodne vrste M. sinensis, s obzirom da se radi o vrsti koja nije autohtona na prostoru
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Evrope 1 Amerike. Do sada su upotrebljavana i1 proucavana dva tipa vegetativnog
razmnozavanja kod M. x giganteus. Jedan podrazumeva propagiranje rizomima, a drugi
mikropropagaciju u kulturi in vitro. Faktori od kojih zavisi uspostavljanje kulture M. x
giganteus, kao i prezivljavanje prve zime, su veli¢ina rizoma, dubina sadenja kao i uslovi
cuvanja rizoma pre sadenja. Pokazalo se i da je veca biomasa postignuta u prvoj sezoni sadenja
znacajna zbog vece koliCine ugljenih hidrata i nutrijenata transportovanih u rizome u kojima se
cuvaju tokom zime (Pyter i sar., 2010). M. x giganteus vazi za lako odrZiv usev, s obzirom da
obezbeduje visegodisnji zasad, nema velike zahteve za navodnjavanje, dubrenje kao ni kontrolu
bolesti i primenu pesticida.

Mada ne postoje jedinstveni kriterijumi za definisanje marginalnih zemljiSta, prema
nekim procenama, ona zauzimaju 1,8 milijardi hektara na globalnom nivou, §to predstavlja oko
21% ukupnih zemljisnih resursa (sa sajta https://www.fao.org/) (Kang i sar., 2013). Takode,
postoje procene da rudarske oblasti u celom svetu zauzimaju oko 66000 km? (Tang i Werner,
2023). Kane i sar. (2023) oznacili su M. x giganteus kao ,,inzenjera ekosistema®, odnosno kao
vrstu Cija aktivnost znacajno menja okolinu jer transformisSe i menja dostupnost resursa drugim
organizmima. Naime, Kane 1 sar. (2023) pokazali su da je gajenje M. x giganteus na
marginalnim zemlji§tima razliCitog stepena oSte¢enja doprinelo poboljSanju bioloskih 1
hemijskih karakteristika zemljiSta, Sto se ogledalo u poveéanju diverziteta mikroorganizama i
biomase, kao 1 povecanju efikasnosti koriS¢enja ugljenika, vodeé¢i ka povecanoj akumulaciji
organske materije u zemljiStu. Promenjena je bila i relativna zastupljenost bakterijskih i
fungalnih taksona, u korist onih taksona koji se dovode u vezu sa kruzenjem ugljenika u
zemlji$tu i promocijom rasta biljaka.

S obzirom na to da je gajenje energetskih biljaka ekoloski povoljno, a dvostruka dobit bi
se ostvarila koriS¢enjem marginalnih 1 degradiranih zemljiSta za proizvodnju bioenergije, jer bi
se na taj nacin rasteretilo plodno zemljiSte za gajenje poljoprivrednih kultura, potencijal M. x
giganteus da raste u uslovima kontaminacije toksi¢nim metalima potvrden je u viSe studija.
Prema Nurzhanova i sar. (2019), M. x giganteus se pokazao kao otporan na toksi¢ne metale, pri
¢emu je pokazao sposobnost za njihovu akumulaciju, sa najveCom koncentracijom u
korenovima. Na osnovu biokoncentracionog koeficijenta i translokacionog faktora, pokazano je
da deluje kao ekskluder za neke, uglavnom jako toksicne metale (As, Pb, Co, Ni, Cr, Cu, V, U)
dok druge, uglavnom slabije toksi¢ne (Mn, Zn, Sr), apsorbuje.

1.2. Remedijacija zemljiSta zagadenih toksi¢nim metalima

Zagadenje metalima predstavlja znacajan ekoloski i1 zdravstveni problem zbog njihove
stabilnosti, toksi¢nosti po zivi svet i nemogucnosti biodegradacije. Osim toga, metali pokazuju
sposobnost akumulacije u tkivima zivih organizama, $to je oznaceno kao bioakumulacija, kao 1
sve vecu bioakumulaciju kako se ide ka viS§im trofickim nivoima, §to je oznaceno kao
biomagnifikacija (Priya i sar., 2023). Prema tome, usvajanje i akumulacija toksi¢nih metala u
biljkama posredno predstavlja opasnost i po zdravlje ljudi. Poreklo metala u zemljistu moze biti
iz prirodnih ili antropogenih izvora (Slika 1). U prirodne izvore spadaju pedogenetski procesi,
vulkanska aktivnost, Sumski pozari i aerosoli. Razne ljudske aktivnosti, naroc¢ito one vezane za
industrijsku proizvodnju, rudarenje i poljoprivredne prakse, kao i svakodnevne aktivnosti u
urbanim sredinama, kreiraju ogromnu koli¢inu razli¢itog otpada ukljucujuéi i otpad koji sadrzi
toksicne metale (Sharma 1 sar., 2024; Priya i sar., 2023). Sa stalnim porastom svetske populacije,
ocekivano je da u buducnosti zagadenje zivotne sredine, vazduha, zemljista i vode takode bude
u porastu. Poveéanje svetske populacije nosi sa sobom i povecanu potrebu za proizvodnjom
hrane, §to znaci da ¢e u buducnosti biti neophodne vece povrSine za gajenje poljoprivrednih
kultura. Zagadena zemljiSta nisu pogodna za potrebe proizvodnje ni ljudske ni Zivotinjske hrane,
upravo zbog akumulacije metala u tkivima biljaka, tako da je potreba za maksimalno efikasnim
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koriS¢enjem plodnog i1 nezagadenog zemljiSta u poljoprivredne svrhe izazov 21. veka.
Istovremeno, napredak civilizacije prati i ogromno povecanje potrebe za proizvodnjom energije
kako bi mogla da podrzi sve zahteve industrije i modernog nacina Zivota.

Nekontrolisana upotreba fosilnih goriva, pocev od industrijske revolucije, a narocito
tokom 20. veka, iako je imala nemerljiv doprinos razvoju industrije i civilizacije, dovela je do
toga da pocinjemo da sagledavamo negativne efekte fosilnih goriva na okolinu i zdravlje ljudi.
U tom smislu, pojavljuje se ideja za traganjem za ekoloSki povoljnijim i obnovljivim izvorima
energije. Bioenergetski usevi, u koje spada i Miscanthus spp., predstavljaju alternativu fosilnim
gorivima, a imaju pozitivan efekat na redukciju nivoa ugljen-dioksida, emisiju gasova staklene
baste i eroziju zemljiSta. Moguénost gajenja bioenergetskih useva na marginalnim zemljiStima,
na kojima se gajenje poljoprivrednih kultura ne preporucuje upravo zbog rizika po zdravlje ljudi
1 zivotinja, ili na jako zagadenim zemljiStima, na kojima je rast biljaka ekstremno otezan,
predstavljalo bi idealan spoj proizvodnje energije i efikasnog upravljanja zemljiSnim resursima,
jer bi vise obradivih povrSina bilo dostupno za poljoprivredu (Kane i sar., 2023; Mehmood i sar.,
2017).

Prirodni izvori — Antropogeni izvori
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Slika 1. Izvori toksi¢nih metala u Zivotnoj sredini (Napravijeno pomocu sajta Freepik)

Posebno tezak vid destrukcije zemljiSta predstavljaju rudnici, odnosno odlagaliSta
flotacione jalovine koje ostaju nakon rudarenja, a koje sadrze izuzetno visoke koncentracije
metala. Kako rehabilitacija odlagalista jalovine nakon rudarenja nije bila obavezna u proslosti,
kada bi profit od rudnika prestao da postoji, na tom mestu ostao bi napusten rudnik i jaloviste
koje je neophodno tretirati. U svetu postoji veliki broj napustenih rudnika, npr. prema nekim
podacima u SAD ima ih vise od 200000 (Kubit i sar. 2015). Tang i Werner (2023) su mapirali
povrSine pod rudnicima koriste¢i satelitske snimke i procenili da zauzimaju povrSinu od
65585,4 km?, od Gega se oko 79% tih povrSina nalazi u 13 zemalja uklju¢uju¢i Kinu, SAD,
Rusiju, Australiju, Indoneziju, Juznu Afriku, Ukrajinu, Ganu, Kanadu, Indiju, Brazil, Kazahstan
i Cile. S obzirom na to da zemljiite predstavlja neobnovljiv resurs, a ima nemerljiv znacaj za
celokupan zivot na planeti Zemlji, potrebno je obratiti posebnu paznju na njegovo ocuvanje,
odnosno smanjivanje antropogenih izvora zagadenja, ili remedijaciju, ukoliko zagadenje ve¢
postoji. Metali prisutni u zemljiStu nalaze put i do ljudi, kroz lanac ishrane, koji pocinje sa
usvajanjem metala od strane biljaka. Zbog toksi¢nosti, mutagenosti i kancerogenosti
predstavljaju znacajnu pretnju po zdravlje i njihov nivo u zemljiStu i1 posledi¢no u hrani mora se
strogo pratiti 1 drzati u bezbednim granicama.
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Tehnologije za remedijaciju zemljiSta mogu se podeliti na in situ 1 ex situ, zavisno od
mesta na kome se remedijacija vr$i. Odabir izmedu in situ 1 ex situ pristupa zavisi od vise
faktora ukljucujuéi cenu, karakteristike terena, vrstu i koncentraciju zagadivaca. Kod in situ
tehnika dekontaminacija zemljista obavlja se direktno na mestu na kome zagadenje postoji, dok
se kod ex situ najpre vrsi ekskavacija i transport zemljiSta na neku drugu lokaciju, a zatim se na
njoj obavlja dekontaminacija. Ex sifu metode zahtevaju dodatne troskove i napor oko
iskopavanja, transporta i zamene iskopanog zemljisSta nekim drugim, medutim pruZaju
moguénost bolje kontrole uslova u kojima se remedijacija odvija, kao i skra¢ivanje vremena
potrebnog za taj proces. In situ i ex situ remedijacione metode mogu se podeliti u tri kategorije
ukljucujuéi fizicke, hemijske i bioloske metode (Yadav i sar.,, 2022). Fizicke metode se
zasnivaju na ekskavaciji, transportu i skladiStenju zagadenog zemljiSta na za to predvidenu
lokaciju, odnosno pravljenju fizicke barijere ¢ime se ono izoluje ili primeni visoke temperature
kako bi zagadivaci isparili odnosno bili imobilisani, ili uklanjanju jona metala elektricnom
adsorpcijom. Ove metode su destruktivne, jer naruSavaju fizicku strukturu i biolosku aktivnost
zemljista, estetski neprikladne 1 skupe. Hemijske metode remedijacije zasnivaju se na dodavanju
razli¢itih organskih ili neorganskih agenasa kojima se vrs$i solubilizacija, stabilizacija ili redoks
transformacija metala. Problem kod ovih metoda je privremena, ali ne i trajna efikasnost, zatim
uvodenje sekundarnog zagadenja i cena (Sanchez-Castro i sar., 2023; Khalid i sar., 2017).
Bioloske metode remedijacije zasnivaju se na upotrebi biljaka i mikroorganizama (bakterija,
gljiva 1 algi) za preciSivanje zagadenog zemljista ili vode, pri ¢emu se moze koristiti ziva ili
neziva biomasa. Mikroorganizmi koji se koriste u bioremedijaciji mogu biti autohtoni ili
alohtoni (Bala i sar., 2022; Vega-Paez i sar., 2019). U bioremedijacione metode ubrajaju se
bioventilacija, biobarbortiranje, fitoremedijacija i bioaugmentacija, koje se vrSe in situ, kao 1
»land farming”, kompostiranje, bioreaktori i biogomile, koje se vrSe ex situ (Sharma i sar.,
2024).

Bioloske metode remedijacije su ekoloski i estetski prihvatljivije i jeftinije u odnosu na
konvencionalne fizicko-hemijske metode. One ne dovode do naruSavanja fizickih, hemijskih 1
bioloskih svojstava zemljiSta i ne zahtevaju teSku mehanizaciju. Generalno, bioloSke metode
mogu se primeniti na ve¢im povr§inama u odnosu na konvencionalne metode, koje s druge
strane mogu biti efektivne za veée povrSine sa manjim stepenom zagadenja, odnosno za male
povrsine jako zagadenog zemljiSta (Sdnchez-Castro 1 sar., 2023; Alori 1 sar., 2022).

1.2.1. Fitoremedijacija zemljiSta

Fitoremedijacija je bioremedijaciona metoda koja se bazira na upotrebi biljaka i
asociranih mikroorganizama za ekstrakciju ili smanjenje dostupnosti zagadivaca u zemljistu, sa
ciljem smanjenja njihovih toksicnih efekata. Razli¢ite metode fitoremedijacije se mogu
primeniti za razli€ite tipove organske 1 neorganske kontaminacije, kao i raznolike tipove Zivotne
sredine 1 ekoloske faktore koji u njima vladaju. Mnoge biljne vrste su testriane do sada, a odabir
zavisi od vrste zagadivaca, stepena kontaminacije, ekoloSkih faktora itd. Puno je faktora od
kojih zavisi uspeh fitoremedijacije, a koji nisu do kraja istrazeni. Idealan kandidat za
fitoremedijaciju je brzo-rastuca, metal-rezistentna biljka, sposobna da produkuje veliku biomasu
1 ima dobro razvijen korenski sistem, a pritom nije primamljiva kao hrana herbivorima, pri
¢emu bi se smanjio ulazak metala u lance ishrane. Prema mehanizmu dejstva na kontaminante
razlikuju se fitoekstrakcija, fitostabilizacija, rizofiltracija, fito- 1 rizodegradacija i
fitovolatizacija (Kafle i sar., 2022).

Fitoekstrakcija oznaCava proces u kome biljke apsorbuju toksi¢ne metale iz zemljista,
vode ili sedimenata i transportuju ih u nadzemne delove gde ih akumuliraju. Nadzemna biomasa
se dobija koSenjem, a akumulirani metali se zadrzavaju u njoj i na taj na¢in odredena frakcija
metala se eliminiSe iz zemljiSta. Ovo je u teoriji najefikasniji nacin uklanjanja metala iz
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zemljiSta, medutim u praksi efikasnost zavisi od mnogo faktora ukljucujuéi dostupnost,
koncentraciju i vrstu metala, karakteristika zemljiSta kao i kapacitet biljke da apsorbuje i
akumulira metale u nadzemnim delovima. Odredene biljne vrste oznacene su kao
hiperakumulatori, zbog sposobnosti da prezive i akumuliraju stotinama ili hiljadama vece
koncentracije metala u odnosu na biljke koje nisu hiperakumulatori. Osnovna ideja
fitoekstrakcije je dobijanje biomase koja je obogacena toksicnim metalima i lako se sakuplja
jednostavnim koSenjem, a koja se zatim odlaze na bezbedno mesto i iz koje se mogu
ekstrahovati akumulirani metali (Sharma i sar., 2023). Problem sa hiperakumulatorskim vrstama
je Sto su uglavnom spororastuce i male mase, tako da je apsolutna koli¢ina ekstrahovanih metala
mala. Biljke koje produkuju veliku biomasu imaju manje izraZzenu sposobnost akumulacije
metala, medutim koli¢ina ekstrahovanih metala je, upravo zbog znafajne biomase, velika 1
uporediva sa hiperakumulatorskim vrstama (Yan i sar., 2020). Problem sa fitoekstrakcijom je
Sto su visoke koncentracije metala u nadzemnim delovima jako toksi¢ne, a s druge strane
prisutna je i ponovna kontaminacija zemljiSta opalim listovima u kojima su akumulirani metali,
kao i opasnost od ulaska metala u lance ishrane ukoliko herbivori koriste ove biljke u svojoj
ishrani.

Fitostabilizacija predstavlja proces stabilizacije metala od strane biljaka tako Sto se vrsi
njihova inaktivacija i imobilizacija u zoni rizosfere. Cilj fitostabilizacije je smanjenje
dostupnosti metala i sprecavanje njihovog curenja u podzemne vode ili disperzije na vece
udaljenosti vetrom. Pozitivan efekat ove vrste fitoremedijacije ogleda se u sprecavanju ulaska
metala u lance ishrane ¢ime je njihova toksi¢nost smanjena. Za razliku od fitoekstrakcionih
metoda, dobijenu toksi¢nu biljnu biomasu nije potrebno posebno odlagati ni tretirati, medutim
metali se ne uklanjaju iz supstrata, ve¢ se samo privremeno vr$i njihova stabilizacija (Yan i sar.,
2020). Rizofiltracija je metoda u kojoj se koriste biljke koje akumuliraju metale u svojim
korenovima, ali ih ne translociraju u nadzemne delove pri ¢emu su oni zadrzani ispod zemlje.
Pozeljno je da biljke koje se koriste za rizofiltraciju imaju dobro razvijen korenski sistem, imaju
sposobnost akumulacije toksi¢nih metala i1 nisu teSke za manipulaciju (Sabreena i sar., 2022).
Fitovolatizacija je strategija koja se bazira na procesu evapotranspiracije kada se usvojeni
zagadivaci transformiSu u isparljiva jedinjenja i otpuStaju u atmosferu preko listova. Odabir
biljaka sa visokom stopom evapotranspiracije moze se primeniti za detoksifikaciju isparljivih
organskih jedinjenja i nekih metala poput selena, Zive 1 arsena. Medutim, ovom metodom se ne
vr$i trajno uklanjanje zagadivaca s obzirom da su i dalje prisutni u zivotnoj sredini, samo su
presli iz zemljiSta u gasoviti oblik i nalaze se u atmosferi odakle se mogu ponovo precipitirati u
zemljiSte (Yan i sar., 2020). Rizodegradacija predstavlja proces biodegradacije organskih
zagaduju¢ih supstanci u rizosferi enzimima produkovanim od strane rizosfernih
mikroorganizama. Rizodegradaciju razlikujemo od fitodegradacije koja predstavlja proces
degradacije takode organskih zagadivaca, ali enzimima biljaka koje ih preuzimaju korenom.
Moze se koristiti za prec¢iS¢ivanje zemljista, ali i povrSinskih i dubinskih voda (Sabreena i sar.,
2022).

1.2.1.1. Fitoremedijacija potpomognuta mikroorganizmima

Mikrobiom ima esencijalnu ulogu u razviéu i prezivljavanju biljaka, kroz produkciju
fitohormona, solubilizaciju nutrijenata i ublazavanje abiotickog i bioti¢kog stresa. Cesto se
koristi izraz ,holobiont” kojim se potencira na znacaju zajednice biljke domacina i njenog
asociranog mikrobioma. Uocen je potencijal metal-rezistentnih PGP (eng. ,,Plant growth-
promoting”) bakterija da promovisu rast u uslovima kontaminacije metalima, kao i da povecaju
fitoremedijacioni potencijal biljaka, Sto predstavlja jednu od strategija u bioremedijaciji
zemljiSta sa ovim tipom zagadenja. Naime, toksi¢ni metali inhibiraju, ili ¢ak onemogucavaju
rast brojnih mikroorganizama koji nisu adaptirani na date uslove. Poznata je i Cinjenica da
metali menjaju strukturu i brojnost mikrobnih populacija u zemljistu, ali i da njihov efekat
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zavisi od ostalih faktora prisutnih u zemljiStu (Jarostawiecka i Piotrowska-Seget, 2022).
Toksi¢ni metali predstavljaju jak selekcioni pritisak, te su se stoga kod bakterija koje uspevaju
da zive u kontaminiranim sredinama, razvili mehanizmi koji im omogucavaju da se adaptiraju
na date uslove. Neki od poznatih mehanizama i gena ukljucenih u rezistenciju na toksi¢ne
metale kod razlic¢itih klasa bakterija obuhvataju: hemijske modifikacije i poznate gene cue za Cu
1 mer za Hg, zatim hemijske modifikacije i efluks i poznate gene arsza As i Sb, cop za Cu i pco
za Cu, efluks i poznate gene chr za Cr, cnr za Co i Ni, cus za Ag i Cu, czc Cd, Co i1 Zn, czr za
Co i Zn, ncc za Ni, Co 1 Cd, sil za Ag, tcr za Cu i znt za Zn i efluks i sekvestraciju i poznate
gene pbr za Pb (Gillieatt i Coleman, 2024). U tom smislu, kandidati su ¢esto trazeni medu
nativhom populacijom asociranih rizosfernih mikroorganizama biljaka koje rastu u takvim
uslovima. Medutim, jo§ jedan od otezavaju¢ih faktora u primeni bakterija u tehnikama
fitoremedijacije je i podatak da se veliki broj metal-rezistentnih vrsta, ¢ija je DNK detektovana
prilikom analize ukupne DNK prisutne u metalima optere¢enom zemljiStu, ne moze izolovati i
gajiti u laboratorijskim uslovima, te stoga se ne moze koristiti ni kao inokulant (Jarostawiecka i
Piotrowska-Seget, 2022).

Bakterije mogu poboljsati fitoremedijacioni potencijal biljaka kroz povecanje
biodostupnosti metala i apsorpcije od strane biljaka, kao i1 stimulacijom rasta i povec¢anjem
biomase i duzine 1 povrsine korena, i samim tim doprineti koli¢ini usvojenih metala. Osim toga,
pomazu biljkama smanjivanjem ispoljavanja efekata fitotoksi¢nosti izazvanim toksi¢nim
metalima, omogucavaju¢i opet bolji rast i prezivljavanje u teskim uslovima, kao §to je
kontaminacija metalima (Khanna 1 sar., 2019). Rizobakterije mogu imati dva suprotna efekta na
usvajanje metala od strane biljaka, zavisno od toga da li dovode do povecanja odnosno
smanjenja biodostupnosti metala. Ukoliko dovode do povecanja dostupnosti metala, rezultat ¢e
biti povecana apsorpcija metala od stane biljaka (Abou-Shanab i sar., 2008; Ma i sar., 2009),
vec¢a akumulacija u biljnim tkivima i samim tim veca toksi¢nost metala, s obzirom da je
toksi¢nost uslovljena ne samo ukupnom koncentracijom metala u zemljiStu veé i
koncentracijom dostupnih formi. Ukoliko dovode do smanjenja dostupnosti metala, rezultat ¢e
biti smanjena apsorpcija metala od strane biljaka, smanjena akumulacija u biljnim tkivima i
redukcija toksi¢nosti metala (Awan i sar., 2020; Mitra i sar., 2018).

Mobilnost i1 solubilnost metala znacajno uslovljavaju efikasnost njihove ekstrakcije od
strane biljaka. Bakterije mogu povecati mobilnost, odnosno izvrsiti mobilizaciju metala, kroz
sekreciju organskih kiselina, biosurfaktanata ili siderofora, ili kroz proces biometilacije metala
koji dovodi do njihove volatizacije (Wang i sar., 2022). Mobilizacijom metala, bakterije Cine
metale dostupnijim i time podsticu procese fitoekstrakcije i akumulacije metala u biljnim
tkivima. Organske kiseline male molekulske mase, kao §to su npr. oksalna, limunska, siréetna,
mravlja 1 druge, produkuju kako bakterije tako i korenovi biljaka. U zemljiStu su prisutne u
koncentracijama od 0,01 do 5 mM. Povecavaju mobilnost metala snizavanjem pH vrednosti
zemljiSta 1 formiranjem kompleksa sa metalima (Schwab 1 sar., 2008). Zhang i sar. (2022a)
pokazali su da B wiedmannii FSL W8-0169 izolovan iz rizosfere biljke Solanum nigrum,
hiperakumulatora Cd, stimuliSe rast ove biljke u uslovima poviSene koncentracije Cd, smanjuje
nivo oksidativnog stresa, ali takode dovodi do veée akumulacije Cd u korenovima. Ova
bakterija produkuje siderofore, organske kiseline i ima sposobnost fiksacije azota, ali ne
produkuje indol-3-siréetnu kiselinu, ne solubilizuje fosfate i nema I-aminociklopropan
karboksilat deaminaznu aktivnost. Pove¢ano usvajanje i akumulacija Cd u korenovima je
rezultat veée produkcije organskih kiselina od strane ovog soja, a koja je pod uticajem Cd.
Takode, komparativna genomika u odnosu na srodne vrste, pokazala je da su transpozabilni
elementi imali vaznu ulogu u adaptaciji ove bakterije na prezivljavanje u uslovima zagadenja
metalima, §to je u saglasnosti sa idejom da na kontaminiranim staniStima treba traziti
bakterijske kandidate za primenu u fitoremedijaciji.



Biosurfaktanti produkovani od strane mikroorganizama, mogu se podeliti u dva tipa:
biosurfaktante male molekulske mase, u koje spadaju glikolipidi i lipopeptidi, 1 biosurfaktante
velike molekulske mase, u koje spadaju polisaharidi 1 lipoproteini (Carolin 1 sar., 2021).
Biosurfaktanti su amfifilicne supstance koje imaju hidrofilni i hidrofobni kraj i samim tim mogu
da adsorbuju izmedu dve faze razliCite polarnosti. Biosurfaktanti su povrSinski aktivne
supstance koje se ekskretuju ekstracelularno i redukuju povrsinski napon. Mogu se primeniti u
bioremedijaciji zbog svojstava da solubilizuju 1 povecavaju dostupnost hidrofobnih zagadivaca,
kao i da formiraju micele i grade komplekse sa metalnim jonima unutar njih, tako da kao
rezultat imaju desorpciju metala sa zemljiSnog matriksa 1 njihovu solubilizaciju i povecanje
biodostupnosti (Eras-Mufioz i sar., 2022; Etesami, 2018). Dva bakterijska roda kod kojih je
najvise izu€avana produkcija biosurfaktanata su Pseudomonas 1 Bacillus (Antonioli Junior 1 sar.,
2022). Prema podacima iz literature, lipopeptidi, ramnolipidi i sofrolipidi imaju najvedi
potencijal primene u bioremedijaciji (Eras-Mufioz i sar., 2022). Vrste roda Bacillus odlikuje
produkcija raznih klasa lipopeptida, ukljuc¢ujuéi surfaktin, lihenisin, fengicin, iturin, kurstakin,
bacilomicin D, pumilacidin, dok vrste roda Pseudomonas produkuju pseudofaktin II, amfizin,
siringafaktin, viskosin (Carolin i sar., 2021). Siderofore mogu biti jako korisno sredstvo u
fitoremedijaciji, s obzirom na to da mogu graditi komplekse sa raznim metalima ukljucujuéi
Ag®, AI¥Y, Cd*, Co*, Cr**, Cu?', Eu**, Ga**, Hg?", Mn?*, Ni?*, Pb**, Sn?*, Tb**, TI" i Zn**, a sa
Cesto ve¢im afinitetom nego sa gvozdem, pri ¢emu povecavaju njihovu mobilnost (Ahmed 1
Holmstrém, 2014). Neke bakterije imaju enzime koji mogu vrsiti metilaciju metala poput As,
Hg, Pb ili Cd, dovode¢i pritom do njihove volatizacije, Sto predstavlja nacin detoksifikacije
metala u zemljiStu, mada se oni sada nalaze u isparljivom obliku u atmosferi (Pongratz i
Heumann, 1999; Zhang i sar., 2015).

S druge strane, bakterije takode mogu vrsiti stabilizaciju metala i time smanjiti njihovu
dostupnost u zemljiStu 1 samim tim i apsorpciju i akumulaciju u biljnim tkivima. Mehanizmi
kojima se smanjuje dostupnost metala obuhvataju imobilizaciju na negativno naelektrisanim
funkcionalnim grupama koje se nalaze na povrSini bakterijske celije (karboksilna, hidroksilna,
sulfonatna, aminska i amidna), zatim precipitaciju metala (fosfatna precipitacija, karbonatna
precipitacija, precipitacija neorganskim kiselinama produkovanim od strane bakterija),
alkalizaciju 1 procese formiranja kompleksa sa metalima (ekstracelularne polimerne supstance
(EPS) formiraju komplekse sa metalima) (Wang i sar., 2022). Bakterije koje solubilizuju fosfate
mogu imobilisati metale, tako S$to nastaju stabilni fosfatni minerali, pa tako dejstvom soja
Leclercia adecarboxylata koji solubilizuje fosfate, olovo je imobilisano u neorganske fosfate
kao Sto su olovo hidroksiapatit i piromorfit (Teng i sar., 2019). Ekstracelularne polimerne
supstance su gelozne supstance koje se produkuju na povrsini bakterijskih ¢elija i sastoje se od
polisaharida, proteina, nukleinskih kiselina i lipida. Imaju sposobnost da zadrze metale kroz
elektrostaticke 1 hidrofobne interakcije koje ostvaruju sa njima (Hou i sar., 2013). Takode,
vezuju metalne sulfide i okside i sa njima formiraju organske metalne komplekse (Etesami,
2018).

Bakterije mogu vrsiti biotransformaciju metala i organskih jedinjenja prevodeéi ih
pritom u manje opasnu formu. Kroz reakcije oksido-redukcije ili metilacije bakterije menjaju
oblik metala i njihovu toksi¢nost i mobilnost. Primer za biotransformaciju metala od strane
bakterija su hrom, kadmijum i ziva. Cr (VI) je mobilan i izuzetno toksican, a usvaja se kroz
sulfatne transportere, zbog strukturne slicnosti CrO4* sa SO4*. Cr (III) je manje toksic¢an i
manje mobilan, a ¢elijska membrana je nepermeabilna za njega. Na pH vrednostima iznad 5,5
gradi nesolubilne hidrokside/okside (Thatoi 1 sar., 2014). Neke bakterije poseduju enzime koji
mogu vrsiti aerobnu odnosno anaerobnu redukciju Cr (VI). Aerobna redukcija Cr (VI) je vezana
za solubilne proteine i uglavnom koristi NAD(P)H kao elektron-donora, dok anaerobna
podrazumeva uce$¢e membranske hromat reduktazne aktivnosti pomoéu komponenti poput
flavin reduktaza, citohroma i1 hidrogenaza koje mogu biti deo elektron transportnog lanca 1
koristiti hromat kao terminalnog akceptora elektrona (Thatoi i sar., 2014). Soj Pseudomonas
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chengduensis MBR formira biofilm na koji se adsorbuje Cd (II), a zatim redukuje u Cd (0) 1
detektuje u obliku guste mase nanocestica prisutnih na povrsSini biofilma (Wang i sar., 2020).
Bakterije u€estvuju u biotransformacijama zive, ukljuujuci procese metilacije i demetilacije 1
oksidacije i redukcije, pomocu razliitih enzima. Bakterije uticu na dostupnost, ali i toksi¢nost
zive, s obzirom da se dejstvom mikroorganizama dobijaju npr. metilovane forme koje su mnogo
toksicnije od jona ili se pak redukcijom Hg (II) dobija manje toksi¢na, isparljiva forma Hg (0).
Gen za enzim Hg (II) reduktazu, koji redukuje Hg (II) u Hg (0), nalazi se u mer operonu i
prisutan je kod nekih bakterija. Jedan od pristupa u fitoremedijaciji podrazumeva kreiranje
transgenih biljaka sa Zeljenim fenotipom. Upravo je i gen iz mer operona testiran od strane Sone
i sar. (2017) kada su kreirali transgenu biljku Arabidopsis thaliana koja konstitutivno i1 pod
kontrolom promotora gena za ubikvitin eksprimira bakterijski MerC ili MerC koji je fuzionisan
sa biljnim SNARE proteinom (engl. ,,N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein
receptor’*) 1 pokazali da akumulira viSe zive nego biljke divljeg tipa kada su izloZene
neorganskoj ili metil-zivi, dok je rast bio priblizno sli¢an. Fuzija MerC sa SNARE (SYP121)
proteinom obezbedila je lokalizaciju transportera MerC u plazma membrani, dok je bez nje on
uglavnom bio lokalizovan u endoplazmati¢cnom retikulumu 1 frakcijama Goldzijevog aparata.
Ista grupa pokazala je i da je ektopicna ekspresija MerC-SYP121 u epidermisu korena pod
kontrolom promotora specificnog za epidermalne ¢elije korena dovoljna za povecéanu
akumulaciju Hg u odnosu na biljke divljeg tipa (Uraguchi i sar., 2019). Osim Hg, ekspresija
Mer-SYP121 u A. thaliana doprinosi povecanoj akumulaciji i Cd (Kiyono i sar., 2012).

Bioakumulacija 1 biosorpcija metala od strane bakterija predstavljaju mehanizme
detoksifikacije metala, jer na taj nadin redukuju njihovu toksi¢nost. Biosorpcija ne zahteva
energiju 1 predstavlja pasivnu imobilizaciju metala adherencijom na povrSinu celija. Bioloski
adsorbenti (biosorbenti), koji mogu biti zive ili mrtve éelije bakterija, gljiva ili algi, uklanjaju
toksi¢ne metale iz kontaminiranog medijuma, a ¢itav proces zavisi i od spoljasnjih faktora poput
temperature, pH, koli¢ine biomase, koncentracije metala, duzine kontakta, ali i tipa metala i tipa
biomase (Ziva/neziva). Odvija se kroz formiranje koordinacionih kompleksa, fizi€¢ku adsorpciju,
helaciju, izmenu jona i neorgansku precipitaciju od strane konstituenata celijskog zida,
uglavnom karboksilne, hidroksilne, fosfatne i1 sulfhidrilne grupe (Hassan 1 sar., 2010). Meta-
analiza brojnih istazivanja na temu biosorpcije metala od strane bakterija, uradena je od strane
Fathollahi i sar. (2021). Uoceno je da je efikasnost biosorpcije od strane bakterijskih sojeva ide
slede¢im redom: Cd(Il) > Cr(IIl) > Pb(Il) > Zn(II) > Cu(Il) > Ni(Il) > Mn(Il). Razliditi
bakterijski filumi imaju razli¢ite sposobnosti biosorpcije, a pokazalo se da od tri analizirana
filuma Firmicutes, Proteobacteria i Actinobacteria, generalno najefikasnije su Firmicutes, ako se
posmatra 1 ziva 1 mrtva biomasa. Grada ¢elijskog zida znacajno uti¢e na sposobnost biosorpcije,
koja je generalno veca kod Gram pozitivnih, zahvaljujuéi strukturi ¢elijskog zida. Zbog toga,
mrtva biomasa Proteobacteria ima manju sposobnost biosorpcije od zive biomase, dok to nije
prime¢eno kod Firmicutes. Najveéa efikasnost biosorpcije kod sva tri filuma je na blago
kiselom pH, dok visoka temperatura smanjuje efikasnost biosorpcije esencijalnih Cu(Il) 1 Zn(II),
a povecava efikasnost za neesencijalne Cd(I) i Cr(III). Najveca efikasnost biosorpcije
neesencijalnih metala je pri kratkom vremenu kontakta (2h), dok je za esencijalne pri duZzem
vremenu kontakta (>24h). Efikasnost biosorpcije je manja na ve¢im inicijalnim koncentracijama
metala, a sa povecanjem koli¢ine biomase, efikasnost raste do odredene granice (Fathollahi 1
sar., 2021). Biosorpcija raznih metala, ukljucuju¢i Ni, Cd, Cr, Pb, Cu, Hg, As pokazana je
izmedu ostalih, 1 kod nekih vrsta Bacillus sp., medu kojima 1 B. cereus 1 B. thuringiensis (Chen 1
sar., 2015; Huang i sar., 2013; Dong i sar., 2013).

Za razliku od biosorpcije, bioakumulacija predstavlja aktivan proces, pri ¢emu se metali
usvajaju pomocu transportnih proteina i akumuliraju unutar bakterijske celije. Primenom
bakterija sa sposobnos¢u bioakumulacije ili biosorpcije, mogla bi se smanjiti koli¢ina metala
dostupna za usvajanje od strane biljaka, s obzirom da bi se oni nalazili ili vezani za povrSinu ili
unutar bakterijske celije. U istrazivanju Mitra i sar. (2018), Enterococcus sp. je za 72h rasta
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uklonio preko 95% Cd prisutnog u medijumu i akumulirao ga unutar Celije, $to je uoceno kao
elektron-guste granule unutar bakterijskih ¢elija na transmisionom elektronskom mikroskopu.
Inokulacija semena pirinca ovim sojem i gajenje u zemljistu zagadenom kadmijumom, imala je
za rezultat smanjeno usvajanje i akumulaciju Cd u biljkama, upravo zbog sekvestracije Cd od
strane ovog soja, 1 bolji rast klijanaca zbog smanjene izloZenosti Cd, i ublaZavanja simptoma
fitotoksi¢nosti.

1.3. Usvajanje toksi¢nih metala i efekat na rast i fiziologiju biljaka

Izlozenost toksi¢énim metalima dovodi do niza Stetnih efekata na biljku, kao Sto su
inhibicija klijanja semena, rastenja i razvi¢a, ometanje usvajanja nutrijenata, oksidativni stres,
ostecenje Celijskih struktura i ukoliko se radi o ekstremnoj dozi toksi¢nih metala, sa kojom
biljka ne moze da se izbori, dovode i do smrti biljke. Metali se mogu akumulirati u razli¢itim
biljnim tkivima u kojima interferiraju sa esencijalnim procesima metabolizma i1 fotosinteze.
Toksi¢ne metale €ine prelazni metali i metaloidi sa atomskom gustinom ve¢om od 4 g/cm’.
Prema ulozi koju ostvaruju u bioloskim sistemima mogu se podeliti na esencijalne 1
neesencijalne. Esencijalni elementi, poput bakra, cinka, kobalta, gvozda, mangana, molibdena i
selena, imaju funkciju u redoks procesima, stabilizaciji molekula putem -elektrostatickih
interakcija, enzimskih kofaktora i osmoregulatora, i potrebni su u malim koli¢inama za
normalno funkcionisanje ¢elije. Neesencijalni elementi poput arsena, kadmijuma, zive, olova,
plutonijuma, antimona, vanadijuma i tungstena nemaju poznatu ulogu u ¢eliji, a osim toga
karakteriSe ih izuzetna toksicnost ¢ak i pri jako niskim koncentracijama zbog ¢ega ostvaruju niz
fitotoksi¢nih efekata na biljku. Zbog velike reaktivnosti, i esencijalni i neesencijalni elementi,
postaju Stetni kada su prisutni u koncentracijama iznad praga tolerancije biljke. Prag tolerancije
varira kod razlicitih biljaka, a grani¢ne koncentracije u zemljistu je nekada teSko sa sigurnoséu
utvrditi jer zavise od dostupnosti metala, a ne samo od ukupne koncentracije. Organizmi koji
zive u zemljiStu pogodeni su samo biodostupnom frakcijom metala, a ne frakcijom koja se
nalazi vezana za zemljiSni matriks, te prema tome nije dostupna za usvajanje. Dostupnost
metala zavisi od svojstava zemljista ukljucujuéi pH, redoks potencijal, teksturu, koli¢inu
organske materije ali i prisustva biljnih vrsta i korenskih eksudata, kao i svojstava samog metala.
Medutim, biodostupnost treba posmatrati kao dinamic¢an proces koji ima tri komponente: 1)
sredinsku dostupnost - obuhvata totalnu koncentraciju metala u zemljistu, ukljucujuéi i dostupne
1 potencijalno dostupne frakcije, koje mogu postati dostupne desorpcijom iz zemljiSnog
matriksa kroz fizickohemijski kontrolisane procese desorpcije; 2) sredinsku biodostupnost koja
predstavlja koli¢inu metala rastvorenog u vodi koja se nalazi u porama zemljista i koji mogu
usvojiti biljke 1 drugi zemljiSni organizmi; 3) toksikolosku biodostupnost koja moze izazvati
fizioloski indukovane procese bioakumulacije (Kim i sar., 2015). Prava koncentracija dostupne
frakcije metala ne uklju¢uje samo rastvorene vrste ve¢ i one koje se nalaze u kompleksu sa
rastvorenom organskom materijom ili neorganskim jonima (Cl-, OH~, SO4>~, HCOs"), narogito
u blago kiselim do alkalnim uslovima (Kim i sar., 2015). Uobicajeni simptomi toksi¢nosti
metala su hloroza, inhibicija rasta i smanjena biomasa, smanjena stopa fotosinteze i poremecena
asimilacija nutrijenata. Ukoliko je toksi¢nost tolika da prevazilazi sposobnost biljke da popravi
nastala oStecenja, na kraju dolazi do smrti biljke.

Reaktivne kiseoni¢ne vrste (eng. ,,reactive oxygene species‘ ROS) nastaju u aerobnim
uslovima i kao nusproizvodi metabolickih puteva u organelama sa izraZzenim oksidativnim
metabolizmom poput hloroplasta, mitohondija i peroksizoma. Pojava kiseonika u atmosferi
omogucila je nastanak respiratornog metabolizma i efikasne sisteme za dobijanje energije koji
koriste Oz kao krajnjeg akceptora elektrona, ali negativna posledica je rizik od oksidativnog
ostecenja. Mada je molekul O> nereaktivan, od njega mogu nastati ROS, koji imaju potencijal
da oStete biomakromolekule i izazovu smrt ¢éelije. Redukcijom kiseonika jednim elektronom
nastaje superoksidni radikal (O»*"). Na niskoj pH, desava se dismutacija superoksidnog radikala,
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koji predaje dodati elektron drugom superoksidnom radikalu i uz protonaciju daje vodonik
peroksid (H202). Superoksidni radikal moze biti samo protonovan pri ¢emu nastaje
perhidroksilni radikal (HO2¢). U prisustvu metala poput bakra ili gvozda, kroz Fentonovu
reakciju Haber-Weiss mehanizmom nastaje najreaktivnija vrsta u bioloSkim sistemima,
hidroksilni radikal (OHe). Singletni kiseonik (!02) se formira nakon fotoekscitacije hlorofila i
njegove reakcije sa O, (Gill i Tuteja, 2010).

Kada su biljke izloZene nepovoljnim uslovima sredine, razli¢itim oblicima abiotickog
stresa poput visoke temperature, susi, nedostatku nutrijenata, povisenom salinitetu, metala i
drugih zagadivaca, dolazi do stvaranja ROS. Toksi¢ni metali izazivaju niz negativnih efekata na
biljke, ukljucujuéi inhibiciju fotosinteze usled oSteéenja na fotosintetskom aparatu, zatim
inhibiciju fotosistema II (PSII) kao i opadanje nivoa fotosintetskih pigmenata hlorofila a 1 b 1
karotenoida. Akumulacija sekundarnih metabolita (flavonoidi, antocijanini, tanini, lignini,
fenolne kiseline 1 drugi), kao 1 aktivacija enzimskih 1 neenzimskih antioksidanasa javljaju se kao
odgovor na poviseni nivo ROS koji se javlja nakon izlaganja toksi¢nim elementima (Al Souki i
sar., 2021). Kada nivo ROS premasi odbrambene mehanizme, za ¢eliju se kaze da je u stanju
oksidativnog stresa. Povisen nivo ROS moze dovesti do peroksidacije lipida, oksidacije proteina,
inhibicije enzima, oSte¢enja na molekulima nukleinskih kiselina, aktivacije programirane
¢elijske smrti 1 na kraju do smrti biljke (Sharma i sar., 2012). Metali imaju citotoksicno i
genotoksi¢no dejstvo na biljke, ali 1 druge organizme. Glavne karakteristike koje su zasluzne za
njihovu toksi¢nost su: visok afinitet za negativno naelektrisane grupe u ¢eliji poput sulthidrilnih,
fosfatnih 1 hidroksilnih, zatim dovode do pojacane produkcije ROS koji izazivaju oksidativni
stres, u kompeticiji su za usvajanje esencijalnih jona pri ¢emu dovode do disbalansa jona i
poremecaja osmotske regulacije (Barra Caracciolo i Terenzi, 2021).

Biljke su tokom evolucije razvile brojne mehanizme koji im omogucéavaju usvajanje
nutrijenata iz zemljista, ¢ak i kada su oni prisutni u minimalnim koncentracijama, transport i
Cuvanje u razli¢itim Ccelijskim strukturama. Usvajanje metala iz zemljiSta predstavlja
kompleksan proces u kome su ukljuceni brojni proteini i jedinjenja sa razli¢itim funkcijama koji
su lokalizovani u razlic¢itim ¢elijskim delovima. Glavni koraci u procesu akumulacije metala su
mobilizacija metala, usvajanje iz zemljista, skladiStenje u odgovaraju¢im delovima biljne ¢éelije i
sekvestracija, ulazak u ksilem, transport u nadzemne delove i ¢uvanje u celijama listova.
Biodostupni metali mogu se kretati kroz korenov sistem biljke kroz intercelularne prostore
apoplastom ili prolaze¢i kroz ¢elije — simplastom. Inicijalna barijera za translokaciju je ¢elijski
zid ¢elija korena, koji je i prva struktura koja dolazi u kontakt sa metalima u zemljistu. Na
njemu se vecina metalnih jona adsorbuje, jer se zahvaljujuéi pozitivnom naelektrisanju, vezuju
za negativno naelektrisane funkcionalne grupe konstituenata celijskog zida kao Sto su
karboksilna, hidroksilna 1 fosfatna grupa. Osim toga, korenovi sekretuju razne korenske
eksudate, u koje spadaju jedinjenja male molekulske mase (aminokiseline, Seceri, fenoli) i
jedinjenja velike molekulske mase (proteini i polisaharidi), koji heliraju metale u zemljiSnom
matriksu i onemoguéavaju njihovo usvajanje. Prema tome, kretanje metala kroz apoplast je
moguce samo ako se nalaze u obliku nekatjonskih metalnih helata. Ulazak metala iz apoplasta
korena u ksilem korena je takode sprecen zahvaljujuci postojanju nepermeabilnog suberinskog
sloja u ¢elijskim zidovima endoderma (Pasricha i sar., 2021).

1.3.1. Transporteri uklju¢eni u procese usvajanja, detoksifikacije i translokacije metala

S obzirom na to da je potencijalna Steta uzrokovana toksi¢nim metalima u ¢eliji velika,
biljke su razvile razli¢ite mehanizme za njihovo usvajanje 1 odrzavanje njihovih koncentracija u
strogo definisanim granicama. Generalno, tolerancija biljaka prema metalima bazira se na
mehanizmima kojima se izbegava usvajanje metala, odnosno mehanizmima neutralizacije
ukoliko se metali usvoje. Razlika izmedu hiperakumulatora i biljaka koje to nisu ogleda se u
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vecoj apsorpciji metala iz podloge, zatim efikasnijoj translokaciji iz korena u nadzemne delove 1
izrazenoj sposobnosti akumulacije toksicnih metala u listovima. Mehanizmi koje su ove vrste
razvile, a koji su ukljuceni u detoksifikaciju metala ukljucuju heliranje 1 sekvestraciju metala,
transport iz citoplazme i ¢uvanje u manje aktivnim odeljcima (vakuole, lisne petiole, trihomi).
(Memon 1 Merakli, 2023; Sabreena i sar., 2022). Prihvaceni kriterijumi za definisanje neke
biljke kao hiperakumulatora su: > 100 pg/g za kadmijum, talijum i selen, > 300 ug/g kobalta,
bakra i hroma, > 1 000 pg/g nikla, arsena, olova i retkih zemnih elemenata, > 3 000 pg/g cinka
ili > 10 000 pg/g mangana po suvoj masi lista, kada rastu u svom prirodnom stanistu. Jo§ jedan
od kriterijuma, pored navedenih, je i odnos koncentracije metala u nadzemnom i podzemnom
delu, kada je ve¢i od 1 ukazuje na sposobnost efikasne translokacije metala iz korena u
nadzemni deo biljke. Razvoj genomike omogucio je otkri¢e brojnih gena za metalotransportere 1
njihovu identifikaciju. Uopsteni pristup je da se funkcije metalotransportera mogu podeliti u dve
grupe koje podrazumevaju transportere uklju¢ene u usvajanje metala poput ZIP (eng. ,.Zinc-
regulated, Iron-regulated transporter-like proteins”), NRAMP (eng. ,,Natural resistance-
associated macrophage protein®) 1 YSL (eng. ,Yellow stripe-like) proteina, odnosno
transportere sa funkcijom efluksa metala kakvi su CDF (eng. ,,Cation diffusion facilitators®) i
HMA (eng. ,,Heavy metal ATPase*) proteini (Liu i sar., 2022).

ZIP transporteri (eng. ,, Zinc-regulated, Iron-regulated transporter-like proteins’)
predstavljaju familiju proteina prisutnih kod prokariota, arhea i eukariota. Imaju esencijalnu
ulogu u usvajanju i odrzavanju homeostaze cinka, ali osim cinka imaju ulogu u odrzavanju
homeostaze drugih metala kod biljaka. Osim Zn?*, mogu transportovati i druge dvovalentne
katjone Mn?*, Fe?*, Cd**, Co?", Cu?" i Ni*". IRT (engl. ,, Iron-regulated transporters”) su vazni
transporteri gvozda i ¢lanovi ZIP familije transportera. Osim Fe?, mogu transportovati i jone
Zn%*, Mn?* i Cd* (Ajeesh Krishna i sar., 2020). Clanovi ove familije transportera pokazuju
razlicit obrazac ekspresije u listovima 1 korenovima biljke Poncirus trifoliata L. Raf. u zavisnosti
od dostupnosti Zn, Mn ili Fe (Fu i sar., 2017). Kod biljaka roda Miscanthus nije poznat ni broj ni
nacin regulacije ekspresije ovih gena.

NRAMP familija proteina (eng. ,, Natural resistance-associated macrophage protein*)
predstavlja konzervisanu familiju voltazno-zavisnih sekundarnih transportera koji za transport
koriste protonski gradijent. Prisutni su kod svih organizama i verovatno su bili prisutni kod
zajednickog pretka. Podeljeni su u nekoliko evolutivnih klada, a divergirali pre pojave eukariota.
NRAMP proteine biljaka odlikuje evolutivna konzerviranost i funkcionalna redundantnost (Liu 1
sar., 2022). Ime dodeljeno ovim proteinima ne odgovara funkcijama koje obavljaju, s obzirom da
su prisutni i kod organizama koji nemaju makrofage, mada su prvi put opisani u fagozomima
inficiranih makrofaga miSa, dok je kod sisara NRAMPI1 protein eksprimiran isklju¢ivo na
fagocitnim ¢elijama. NRAMP proteini imaju vaznu funkciju u transportu esencijalnih metala (Mn,
Fe, Zn) kroz plazminu membranu i tonoplast, ali mogu transportovati i neke toksicne metalne
jone poput Cd i Ni. Broj NRAMP proteina varira kod razli€itih biljnih vrsta. Kod biljaka roda
Miscanthus nije poznat ni broj ni na¢in regulacije ekspresije ovih gena.

YSL transporteri (eng. ,, Yellow stripe-like”) pripadaju oligopeptidnim transporterima
koji vrSe transport kompleksa metala sa fitosideroforama (metal-PS) ili nikotianaminom (metal-
NA) u citoplazmu kroz plazminu membranu ili iz ¢elijskih organela i kuplovani su sa simportom
protona (Colangelo i Guerinot, 2006). Najbolje okarakterisani pripadnik ove grupe transportera je
ZmYS1 kod kukuruza koji vrsi transport Fe-PS 1 ¢ija je ekspresija povecana u uslovima
deficijencije gvozda (Roberts i sar., 2004). Osim Fe-PS mogu transportovati i Fe-NA, ali i Zn, Ni
1 Cu (Colangelo 1 Guerinot, 2006).

CDF familija transportera (eng. ,, Cation diffusion facilitator”), koja kod biljaka ima 1
drugi naziv - MTP (eng. ,, Metal tolerance protieins”), je ukljucena u efluks metala, ukljuc¢ujuci
Fe, Zn i Mn, van citoplazme bilo u neki intracelularni odeljak ili u apoplast. Postoje kod svih
zivih organizama, i gradeni su od 4 - 6 transmembranskih domena i N- i C-terminusa koji se
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nalaze u citoplazmi. Na osnovu potvrdenih odnosno pretpostavljenih supstratnih specifi¢nosti,
CDF transporteri kod svih organizama, podeljeni su u tri klastera: Zn-MTP, Mn/Fe-MTP i Fe/Zn-
MTP (Alejandro 1 sar., 2023). Kod razli¢itih biljaka postoji razli¢it broj ovih transportera, pa se
kod najcesce izucavanih biljaka A. thaliana 1 pirin¢a nalazi 12 odnosno 10 MTP transportera,
mada moze varirati izmedu 9 1 19. Na osnovu filogenetskih analiza sa A. thaliana, MTP
transporteri su podeljeni u 7 razli¢itih grupa (Gustin i sar., 2011).

HMA transporteri (eng. ,, Heavy metal ATPase *) poznati 1 kao P1g-ATPaze predstavljaju
podfamiliju transportera P-tipa, koji vrSe aktivni transport jona kroz bioloske membrane. Ovi
transporteri obavljaju transport prelaznih metala ukljucujuéi Cu, Zn, Cd, Pb i Co kroz bioloske
membrane i Siroko su rasprostranjene kod razli¢itih organizama, ukljucujudi i biljke. ATPaze P-
tipa su velika grupa enzima, koji funkcioniSu kao bioloske pumpe i koriste ATP kako bi
ispumpavale razli¢ite vrste katjona kroz membrane, nasuprot njihovom elektrohemijskom
gradijentu i nalaze kod svih eukariotskih ¢elija, kao 1 kod bakterija. Ovi transporteri vazni su za
zastitu biljke od stresa izazvanog metalima jer ucestvuju u procesima usvajanja, transporta,
distribucije, rasporedivanja metala u odgovarajuce ¢elijske delove i detoksifikacije metala. Osim
toga, neophodni su za transport esencijalnih jona poput Cu?* i Zn?*. Broj HMA transportera varira
medu biljnim vrstama, pa je npr. kod A. thaliana pronadeno osam, kod Oryza sativa devet, kod
Zea mays 1 Sorghum bicolor po jedanaest ovih transportera (Zhiguo i sar., 2018).

ABC transporteri (eng. ,, ATP-binding cassette) predstavljaju jednu od najveéih
familija proteina kod biljaka. Osim kod biljaka, prisutni su 1 kod svih ostalih organizama. ABC
transporteri su membranske pumpe uklju¢ene u primarni transport za ¢iji rad je neophodan ATP,
a funkcioniSu 1 kao eksporteri i kao importeri. U pocetku je njihova uloga povezivana samo sa
procesima detoksifikacije, odnosno transporta u vakuole radi sekvestracije, medutim, sada je
poznato da su ukljuceni u translokaciju raznih supstrata, ukljucujuéi lipide, fitohormone,
karboksilate, teSke metale itd. kroz razne membrane u celiji. Time su ukljuceni u brojne i
raznovrsne procese od vitalnog znacaja za biljku, ukljucujuéi razviée i ishranu biljke, transport
hormona poput auksina i apscisinske kiseline, odgovor na bioticki i abioticki stres, depoziciju
lipida na povrS$ini, §to je vazno za formiranje kutikule, razvi¢e semena i polena, regulaciju
otvaranja i zatvaranja stoma i generalno komunikaciju sa spoljasnjom sredinom (Kang i sar.,
2011). Mada ¢lanovi ABCH subfamilije nisu prisutni kod biljaka, genomi biljaka sadrZe znatno
vedi broj gena (preko 100) za ABC transportere od svih drugih organizama, $to se povezuje sa
terestrijalnim 1 sesilnim na¢inom Zivota biljaka, dok se kod razli¢itih biljnih vrsta razlikuje broj
prisutnih ¢lanova iz svake subfamilije (Banasiak i Jasinski, 2022).

MATE transporteri (eng. ,, Multidrug and toxic compound extrusion’) su prvo opisani
kod bakterija (Vibrio parahaemolyticus i1 Escherichia coli) kao efluks pumpe koje im
omogucavaju rezistenciju na lekove. Osim kod bakterija, prisutni su i kod biljaka, zivotinja i
gljiva. Medutim, samo kod biljaka su prosli ekspanziju broja gena kroz tandemske 1 segmentalne
duplikacije, $to je rezultovalo u velikom broju ovih gena kod ovih organizama. Medu razli¢itim
biljnim vrstama postoji razli¢it broj MATE gena, npr. kod A. thaliana postoji 56 MATE
transportera, kod Oryza sativa 52, kod Zea mays 49, kod Glycine max 117 (Qiao i sar., 2020).
Brojnost ovih gena u saglasnosti je i sa raznovrsnos¢u funkcija koje proteini njima kodirani imaju.
Do sada nije poznat ni tacan broj, a jo§ manje funkcija MATE proteina kod vecine biljnih vrsta.
Broj MATE gena nije poznat ni za jednu vrstu roda Miscanthus. Prvi okarakterisani MATE gen
bio je kod model biljke A. thaliana 1 nazvan je AtDTXI (eng. ,,Arabidopsis thaliana
Detoxification 1”). Kodirao je transporter na plazminoj membrani koji vrsi efluks raznih supstrata
poreklom od samih biljaka odnosno egzogenog porekla iz citoplazme, ukljucujuéi norfloksacin,
etidijum bromid, biljne alkaloide (berberin i palmatin), jone Cd**, i na taj nain ucestvuje u
mehanizmima detoksifikacije (Li 1 sar., 2002). Naziv dat ovom proteinu se zadrzao i1 danas, tako
da su osim kao MATE poznati i kao DTX proteini (eng. ,,Detoxification’-DTX). MATE
transporteri imaju bar jedan MatE domen (pfam 01554; IPR002528) i najceSce 12
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transmembranskih domena. Na osnovu sli¢nosti amino-kiselinske sekvence podeljeni su u
prokariotske NorM 1 DinF i eukariotske eMATE subfamilije (Upadhyay i sar., 2019). Neke od
poznatih funkcija, osim detoksifikacije ksenobiotika, obuhvataju 1 transport sekundarnih
metabolita biljaka (Shoji sar., 2009), odgovor na bioticki (Zhang i sar., 2021) i abioticki stres
(Huang 1 sar., 2021), homeostazu gvozda (Wang 1 sar., 2016), regulaciju nivoa 1 transport
fitohormona (Li i sar., 2014) razviée, diferencijaciju raznih struktura i rastenje (Won i sar., 2009).
Ekspresija ovih gena je dinami¢na, zavisi od tkiva, stadijuma razvica, faktora sredine i biljne
vrste, a tatna regulacija ekspresije nije dovoljno istrazena.

1.4. COBRA-like protein

Celijski zid je dinami¢na struktura koja kod biljaka pruza mehani¢ku potporu i odreduje
mehanicka svojstva, ali i oblik ¢elije koji je vazan za njenu funkciju, sluzi kao barijera i
kontroliSe procese celijske deobe i rasta. Takode, uklju¢en je u komunikaciju celije sa
spoljasnjom sredinom i njenu odbranu (Li i sar., 2019; Sajjad i sar., 2023). S obzirom da se kod
biljaka ¢elijski zid formira zajedno sa ¢elijskom deobom i1 da nema morfogenih kretanja celija,
morfogeneza i trodimenzionalna struktura organa kod biljaka zavise od ¢elijskih deoba i ¢elijske
ekspanzije. Celijska ekspanzija zavisi od promena koje se deavaju i u citoskeletu i u éelijskom
zidu (Benfey i sar., 1993). Oblik celije i smer celijske ekspanzije delom su kontrolisani
orijentacijom celuloznih mikrofibrila (Sangi i sar., 2021). Celulozne mikrofibrile sintetiSu se na
granici ¢elijske membrane i ¢elijskog zida od strane membranskog celulozo sintaznog kompleksa
(eng. “Cellulose synthase complex’- CSC) nazvanog rozeta, za koga se smatra da je sacinjen od
18-24 CESA proteina (Haigler i Roberts, 2019). Celuloza je najzastupljeniji biopolimer na Zemlji
i ulazi u sastav primarnih i sekundarnih celijskih zidova. Mada je dosta truda uloZeno u
istrazivanje molekularnih mehanizama produkcije 1 depozicije celuloze, ovi procesi i dalje nisu
do kraja jasni. Poznato je da su celulozne sintaze (CESA), KORRIGAN (KOR), NAC
transkripcioni faktor, chitinase-like geni (CTL), fascilin-like arabinogalaktan geni (FLA) i MYB
transkripcioni faktori neki od faktora u procesu biosinteze celuloze i asembliranja (Sajjad i sar.,
2023). Osim njih, izdvaja se jo§ jedna grupa gena koja reguliSe procese biosinteze ¢elijskog zida i
¢elijske ekspanzije, a to su COBRA-like geni.

Prvi put su otkriveni kod A. thaliana, izuavanjem razli¢itih mutanata sa poremecenom
morfogenezom korena. Cobra mutanti imali su abnormalnu ekspanziju celija, u razli¢itom
stepenu u razli¢itim ¢elijskim slojevima korena, pri ¢emu je dijametar korena bio veci dok je
nadzemni deo bio isti kao kod divljeg tipa biljaka. Najveca ekspanzija bila je u epidermisu gde su
¢elije imale 15 puta vecu povrSinu na presecima tkiva, dok su ¢elije korteksa i stele imale 2,5
odnosno 3,9 puta vecu povrSinu u odnosu na divlji tip, dok nije uo€ena razlika u broju ¢elija
(Benfey i sar., 1993). U drugom istrazivanju, takode sa A. thaliana mutantima za COBRA gen,
cob mutanti ne ispoljavaju polarizovanu longitudinalnu ekspanziju, ve¢ se Celije Sire radijalno.
Ovaj mutant ima manju sintezu celuloze u korenovima, koju prati poremecéena orijentacija
¢elijskih ekspanzija. Dakle, ovaj protein reguliSe orijentaciju ekspanzije ¢elija korena zavisno od
depozicije celuloze (Schnidelman i sar., 2001).

COBRA-like geni pripadaju multigenskoj familiji gena specifi¢nih za biljke. Kodiraju
glukozilfosfatidilinozitol (GPI) - ukotvljene proteine koji se sekretuju u Goldzi aparat, a kasnije
transportuju u plazma membranu gde moduliSu procese asembliranja i kristalizacije lanaca
celuloze (Sangi 1 sar., 2021). COBRA proteini poseduju cetiri konzervirana domena: N-
terminalni domen za targetovanje proteina, domen koji sluzi za vezivanje ugljenih hidrata, CCVS
domen 1 hidrofobni C-terminalni domen, pri ¢emu se N- i C-terminalni domeni isecaju nakon
translacije. Domen za vezivanje ugljenih hidrata interaguje sa kristalnom celulozom, a za CCVS
domen je pretpostavljeno da ucestvuje u formiranju disulfidnih veza i vezivanje metalnih jona
(Qiu i sar., 2023). Kod razlicitih biljaka nalazi se razli¢it broj COBL gena, pa je kod 4. thaliana
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pronadeno je 12, kod Oryza sativa 10, kod S. bicolor 9, dok za vrste roda Miscanthus nema
dostupnih informacija. Filogenetske analize pokazale su da su dve grupe COBL gena prisutne i
kod monokotiledonih i1 kod dikotiledonih biljaka, $to ukazuje na su ¢lanovi COBL familije gena
nastali kroz duplikaciju koja se odigrala pre odvajanja ove dve grupe biljaka. Grupa I gena kodira
duZe proteine, ali se kod nje nalazi manje egzona nego kod grupe II (Sajjad 1 sar., 2023). Kod S.
bicolor SbBCI kodira COBRA-like protein koji je ukljucen u biosintezu celuloze u sekundarnom
¢elijskom zidu i utiCe na mehanicka svojstva. Mutanti sa gubitkom funkcije ovog gena imaju
izmenjenu strukturu ¢elijskog zida i redukovanu ¢vrstinu stabla i listova, koji se lako lome pri
savijanju (Li 1 sar., 2019).

Istrazivanja su pokazala da su COBRA-like proteini uklju¢eni i u druge vazne fizioloske i
razvojne procese kod biljaka, kao 1 u odgovoru na stres. Naime, zabelezena je uloga COBL gena i
u ranim stadijumima razvijanja ploda kod paradajza (Cao i sar., 2012), odredivanju arhitekture
lista (Gao 1 sar., 2013), regulaciji razvoja korenskih dlaka (Li i sar., 2022; Hochholdinger 1 sar.,
2008), rast polenske tube (Li i sar., 2013). Zaheer i sar. (2022) identifikovali su 5 COBL gena kod
Triticum aestivum 1 analizirali njihovu ekspresiju u uslovima suSe. Pokazali su da ovi geni
menjaju ekspresiju u odgovoru na susu, kao i da poseduju cis-elemente koji odgovaraju na susu
(WRKY, ABRE i DRE). Kod topole, COBL geni takode menjaju ekspresiju u odgovoru na stres,
pri ¢emu razli€iti ¢lanovi daju razlicite obrasce ekspresije u odnosu na vrstu stresa, dok su neki
¢lanovi visoko eksprimirani u svim testiranim tipovima stresa (hladnoca, toplotni stres, susa i
salinitet). Osim toga, pronadeni su i cis-elementi koji se povezuju sa odgovorom na stres. Takode,
COBL geni su pokazivali tkivno-specifi¢énu ekspresiju (Sajjad 1 sar., 2023). Kod jo§ jedne
drvenaste biljke (Liriodendron chinense), COBL geni pokazuju tkivno-specifi¢nu ekspresiju, kao
1 razliCit obrazac ekspresije u odnosu na razlicite vrste abiotickog stresa (toplota, hladnoc¢a i susa)
(Qiu i sar., 2023).

1.5. Bakterije koje promovisu rast biljaka

ZemljiSte sadrzi izuzetno bogatu 1 raznovrsnu zajednicu mikroorganizama, pa je brojnost
samo bakterijskih ¢elija u 1 g zemljiSta preko 10'°, a procenjen broj bakterijskih vrsti u 1 g
zemljiSta krece se izmedu 103 i 10* (Raynaud i Nunan, 2014). Interakcije biljaka i zemlji$nih
mikroorganizama su u najve¢em broju slucajeva prolazne i kratkotrajne, ali ipak neki
mikroorganizmi uspeju da ostvare dugotrajniju asocijaciju sa biljkom i1 oni predstavljaju
centralni i neophodan deo mikrobioma. Definisanje vrsti koje pripadaju tom mikrobiomu
znacajno je za razumevanje procesa koji su specifi¢ni za vrstu mikroorganizama koji stupaju u
interakciju sa biljkom (Santoyo i sar., 2022). Takode, neke vrste imaju ulogu u organizovanju i
odrZzavanju kompozicije mikrobioma, jer odrzavaju i ostale vrste na korenu, a njihovim
uklanjanjem dolazi do drasticne promene strukture mikrobioma (Niu i sar., 2017). Bakterije,
koje se nalaze u mikrobiomu biljke, interaguju sa biljkama 1 u€estvuju u razliitim signalnim
procesima koje indukuju u biljci. Prema efektu koji ostvaruju na biljku i bakteriju ove
interakcije mogu biti pozitivne, negativne ili neutralne.

Ulazak u interakciju sa biljkama i1 kolonizacija korena predstavlja kompleksan i
dinamican proces koji pocinje sa rizodepozicijom odnosno sekrecijom korenskih eksudata koji
sadrze razna jedinjenja male ili velike molekulske mase. Jedinjenja male molekulske mase
mogu pripadati raznim klasama ukljucujuci Secere, aminokiseline, fenolna jedinjenja, organske
kiseline 1 sekundarne metabolite, dok su jedinjenja velike molekulske mase proteini ili
kompleksni ugljeni hidrati. Korenski eskudati sluze kao nutrijenti i izvor energije rizosfernim
bakterijama. Biljke izluce ¢ak do 30% ugljenika fiksiranog u procesu fotosinteze kroz korenske
eskudate, $to ukazuje na njihov veliki znacaj za funkcionisanje biljke. Pokazano je da su
bakterije rizosfere 10-1000 puta brojnije od onih u zemljiStu koje se ne nalazi u blizini korenova
(Glick, 2014). Kompozicija korenskih eksudata nije konstanta i u velikoj meri odrazava potrebe

14



biljke u datom trenutku. Primer za to je 1 M. x giganteus gajen u zemljiStu zagadenom
ugljovodonicima kao posledica aktivnosti naftne industrije. Tada je uocena povecana ucestalost
bakterijskih rodova koji imaju sposobnost da degraduju naftne ugljovodonike u zemljistu u
kome je rastao M. x giganteus u odnosu na isto kontrolno zemljiSte u kome nije bilo M. x
giganteus (Nebeska i sar., 2021).

Bakterije koje promovisu rast biljaka su heterogena grupa bakterija koja pripada
razli¢itim rodovima, a medu najistaknutijim 1 najviSe istrazivanih su Bacillus, Pseudomonas,
Rhizobium. Mogu naseljavati filosferu, tj. listove, stablo, cvetove, plodove (filobakterije),
odnosno unutras$njost biljnih tkiva, endosferu (endofite) ili su asocirane sa korenom
(rizobakterije). Upravo su korenske zajednice najbogatije jer zona oko korena predstavlja
nutrijentima bogatu sredinu. U zavisnosti od prisnosti veze koju ostvaruju sa korenom razlikuju
se 3 odeljka: rizosfera, rizoravan i endosfera korena. Termin rizosfera prvi je upotrebio nemacki
mikrobiolog Lorenc Hiltner 1904. godine, definiSu¢i njime odeljak zemljista koji je pod
uticajem korenova biljaka. Osim toga, uveo je, prema analogiji sa terminom mikoriza, i termin
“bakterioriza” za bakterijske zajednice koje su asocirane sa korenom (Smalla i1 sar., 2006).
Termin rizobakterije koje promovisu rast biljaka prvi put se u literaturi pojavio 80tih godina
proslog veka, a ve¢u popularnost stekao je tridesetak godina kasnije kada raste broj istrazivanja
na ovu temu, a u vezi upravo sa povecanjem svesti o potrebi da se zastiti zivotna okolina i
traganjem za ekoloski prihvatljivim alternativama za hemijskim dubrivima i drugim
agrotehnickim merama, koji su u proslosti masovno koriSc¢eni, iako su Stetna po okolinu i
njihova primena nije odrziva. S obzirom da su biljke sesilni organizmi, kroz evoluciju su razvile
mehanizme koji im omogucéavaju da se prilagode novonastalim nepovoljnim uslovima sredine
bilo da su u pitanju abioticki ili bioticki stresori (Cejudo i sar., 2021).

PGPR (eng. ,,Plant growth promoting rhizobacteria’) su slobodno-Zivece zemljiSne
bakterije koje pozitivne efekte na biljku ostvaruju putem direktnih ili indirektnih mehanizama.
U direktne mehanizme spadaju solubilizacija fosfata i kalijuma, povecanje dostupnosti gvozda,
fiksacija atmosferskog azota i produkcija fitohormona koji stimuliSu rast biljke. Indirektni
mehanizmi podrazumevaju zastititu biljke od abiotickog 1 bioti¢kog stresa. Na osnovu efekta
koji ostvaruju, oznacene su kao: a) biofertilizatori (poveéavaju dostupnost nutrijenata biljkama),
b) fitostimulatori (produkuju biljne hormone koji stimuliSu rast i razviée), c) rizoremedijatori
(uti¢u na dostupnost polutanata), d) biopesticidi (inhibiraju biljne patogene) (Manoj i sar., 2020).
Biofertilizatori svoje dejstvo ostvaruju koz solubilizaciju fosfata, fiksaciju azota, sintezu
siderofora. Fosfor se u zemljistu nalazi u dve forme, u vidu organskih i neorganskih fosfata.
Iako je prisutan u dovoljnoj koli¢ini u zemljiStu, fosfor brzo prelazi u nesolubilne forme
stvaranjem kompleksa sa gvozdem, aluminijumom i kalcijumom, tako da se u kiselim
zemljiStima nalaze nesolubilni fosfati aluminijuma i gvozda, a u alkalnim nesolubilni fosfati
kalcijuma (Damo i sar., 2022). Ove forme su nedostupne biljkama zbog ¢ega je fosfor zajedno
sa azotom 1 kalijjumom medu glavnim ograni¢avajuim faktorima za rast bijaka. Generalno,
biljke su u stanju da usvajaju samo negativno naelektrisane primarne (H2PO4) i sekundarne
(HPO4>") ortofosfatne jone, koji ¢ine manje od 20% ukupnog P ¢ak i u zemljistima bogatim
fosforom (Cui i sar., 2022). Glavni mehanizmi kojima mikroorganizmi vrSe solubilizaciju
fosfata su sekrecija ekstracelularnih enzima poput fosfomonoesteraze, fitaze, fosfataze, C-P
liaze (biohemijska mineralizacija), otpuStanje P tokom degradacije supstrata (bioloska
mineralizacija) 1 sekretovanje jedinjenja koja mogu rastvarati minerale poput siderofora,
egzopolisaharida, organskih kiselina, protona, hidroksilnih jona. Glavne organske kiseline koje
produkuju mikroorganizmi su glukonska, 2-keto glukonska kiselina, siréetna, oksalna, fumarna,
jabucna, mlecna i druge. Kao i protoni, organske kiseline doprinose opadanju pH vrednosti
okolnog zemljiSta 1 otpuStanja imobilisanog P. Siderofore su molekuli male molekulske mase sa
razli¢itim funkcionalnim grupama (hidroksamat, kateholat, a-hidroksikarboksilat) koji imaju
veliki afinitet vezivanja Fe*", ali mogu vezati i AI** i druge metalne jone, pri ¢emu omogucavaju
prezivljavanje bakterija u uslovima ograni¢ene dostupnosti gvozda. Medutim, heliranjem metala,
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doprinose 1 otpusStanju fosfata iz njihovih kompleksa pri ¢emu se povecava njihova dostupnost
biljkama za usvajanje (De Zutter i sar., 2022; Cui i sar., 2022; Ghosh i sar., 2015).

Azot je pored fosfora i kalijuma najznacajniji makronutrijent za biljke i1 takode
predstavlja ograni¢avajuéi faktor za rast biljaka. Iako je prisutan u atmosferi u velikom procentu
(78%), N2 je forma koju biljke ne mogu usvojiti. Medutim, pomocu bakterija koje vrSe procese
bioloske fiksacije azota, biljke dobijaju amonijak koji mogu usvojiti. Bioloska fiksacija azota
predstavlja enzimsku transformaciju atmosferskog N> u amonijak dejstvom nitrogenaznog
kompleksa. Moze biti ostvarena kroz simbiotsku asocijaciju izmedu bakterija Rhizobium sp. i
Frankia sp. 1 leguminoznih odnosno aktinorizalnih biljaka, odnosno kroz slobodnu
azotofiksaciju od strane bakterija koje pripadaju razli¢itim rodovima (Vocciante i sar., 2022).

Siderofore su organska jedinjenja male molekulske mase (200-2000 Da) produkovana
od strane bakterija, biljaka 1 gljiva, a njihova produkcija je narocito indukovana u uslovima
nedostatka gvozda. Bakterijske siderofore formiraju stabilnije komplekse sa gvozdem od biljnih
1 fungalnih. Primarna uloga siderofora je vezivanje gvozda (Fe(Ill)), ali osim njega mogu
vezivati i druge elemente poput Mo, Mn, Co, Ni, Cd, Cu, Pb, Zn, Al, Th, U, Pu (Ahmed i
Holmstrém, 2014). Efikasnost vezivanja esencijalnih mikronutrijenata poput Co, Cu, Mn, Sn 1
Zn je sli¢na ili veca u odnosu na efikasnost vezivanja gvozda, ali je manja u slucaju Al i Hg
(Majewska 1 sar., 2024). Postoji viSe stotina razli¢itih tipova siderofora, a prema prirodi
funkcionalnih grupa dele se na tri familije: hidroksamati, kateholati i karboksilati. Bakterije koje
produkuju siderofore mogu biti korisne biljkama na viSe nacina: u smislu ishrane jer gvozde
vezano za siderofore moze iskoristiti i biljka, zatim one takode mogu doprineti i solubilizaciji
fosfata jer heliranjem metala fosfati se oslobadaju iz kompleksa i bivaju dostupni biljkama, ili u
smislu biokontrole fitopatogena (npr. pioverdin kod Pseudomonas sp., pseudobaktin kod P.
fluoroscens, bacilibaktin kod B. subtilis, rizobaktin kod Rhizobium meliloti, stafiloferin A kod
Staphylococcus sp., enterobaktin kod E. coli) (Ahmed i Holmstrom, 2014; Cui i sar., 2022; Deb
1 Tatung, 2024). Prema tome, siderofore se mogu uvrstiti i u direktne i u indirektne mehanizme
stimulacije rasta biljaka. Zbog sposobnosti da vezu metale, bakterije koje produkuju siderofore
mogu uticati na dostupnost metala i samim tim nac¢i primenu u tehnikama bio- i fitoremedijacije.
Nakon vezivanja metala, ekstracelularno formirani kompleks siderofora - metal moze imati dve
mogucnosti: moze ostati van Celije pri ¢emu metal ostaje sekvestriran u vancelijskom prostoru,
a bakterija na taj nacin biva zasti¢ena od toksi¢nosti metala, odnosno moze biti usvojen od
strane bakterijske Celije, jer receptori sa niskom specificno$¢u mogu, pored kompleksa gvozde -
siderofora vezati i ovaj kompleks, pri cemu dolazi do akumulacije metala unutar bakterijskih
¢elija. Prema tome, pod odredenim uslovima siderofore mogu stimulisati stabilizaciju odnosno
ekstrakciju metala od strane mikroorganizama. Bakterije mogu da vrse solubilizaciju metala iz
minerala u zemljiStu, povecavajuéi pritom njihovu biodostupnost i samim tim usvajanje i
akumulaciju metala u biljnim tkivima, a na taj nacin stimuli$u procese fitoekstrakcije metala.

Produkcijom fitohormona poput razli¢itih klasa auksina, zatim citokinina, giberelina, ali
1 poliamina, brasinosteroida, jasmonata, salicilne kiseline, strigolaktona i apscisinske kiseline,
PGPR uticu na rast, razvi¢e i metabolicke procese u biljci. Stimulacija korena je izuzetno vazan
efekat koji PGPR imaju na biljku domacina. Preko korena se usvajaju voda 1 nutrijenti, ali je 1
mesto prvog kontakta sa polutantima iz zemljista kojima je direktno izlozen. Na nivou korena se
vr$i zadrzavanje polutanata i Stetnih materija, ali deo njih se ipak usvoji. Celijski zid éelija
korena deluje kao prva barijera ulasku metala. Povecanjem duZine i povrSine korena dejstvom
PGPR, biljke dosezu do veéih dubina i lakSe dodu do vode koja se duze zadrzava u dubljim
slojevima zemlje, $to je od velikog znacaja narocito u uslovima suse. Takode, ve¢a povrSina
korena znaci 1 veéu povrSinu kojom se mogu usvajati nutrijenti, $to je opet narocito od znacaja
ukoliko se radi o nekom siromasnom zemljiStu. Stimulacija rasta korena od strane PGPR je
prvenstveno efekat indol-3-sir¢etne kiseline (eng. ,,/ndole-3-acetic acid’-1AA) koji bakterije
produkuju (Backer i sar., 2018). Osim produkcije IAA, pokazano je da PGPR modulisu
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ekspresiju gena koji odgovaraju na auksin (eng. ,,Auxin-responsive genes”’) kod biljaka, u koje
spadaju i geni vazni za arhitekturu korena, poput Aux/IAA (Ambreetha i sar., 2018). PGPR
mogu produkovati nekoliko klasa auksina, ali je najpotentniji IAA. Auksini su ukljuceni u
gotovo sve aspekte rasta, razvia i odgovora na okolinu biljke, a efekte ostvaruju kroz
SCFTRVAFBI3_Ayx/ITAA-ARF signalni modul u nukleusu. Veoma znaCajna uloga u inicijaciji
primarnih 1 lateralnih korenova, a stimuliSe i izduzivanje epidermalnih korenskih dlaka,
forrnlranJe lateralnih i razvi¢e adventivnih korenova na dozno zavisan nacin. (Fu i sar., 2015).
Veoma je vazna uloga na celijskom nivou u stimulaciji ¢elijske deobe, elongacue i
diferencijacije, 1 klju¢ni je hormon u regulaciji rasta i razvica, kao i signalni molekul u uslovima
stresa. Svojstvo produkcije IAA od strane PGPR je posebno vazno u uslovima stresa kada je
inace poremecena produkcija auksina u samoj biljci (Zhan 1 sar., 2017).

U normalnim koncentracijama, etilen ima esencijalnu ulogu u normalnom razvi¢u kod
biljaka 1 ucestvuje u procesima poput formiranja adventivnih korenova i korenskih dlaka,
ubrzava klijanje semena, i prekida mirovanje semena (Park i sar., 2017; Feng i sar., 2017,
Corbineau 1 sar., 2014). Kada je prisutan u povisenim koncentracijama deluje kao hormon stresa
1 izaziva defolijaciju, inhibiciju izduzivanja korena i izdanka, destrukciju hlorofila, senescenciju
listova, apscisiju listova i epinastiju, dakle inhibira rastenje i razvice biljke i moze dovesti ¢ak 1
do smrti biljke (Shahid i sar., 2023; Yang i sar., 2008). Prema pretpostavljenom modelu, etilen
se oslobada u vidu dva pika nakon izlaganja biljke stresu, prvi manji je odgovoran za
transkripciju gena koji su bitni u zastitnim odgovorima biljke, dok je drugi znatno veéi i
odgovoran je za Stetne efekte etilena (Singh i sar., 2015). Stetni efekti etilena na rastenje i
razvice biljke u stresnim uslovima moze biti donekle smanjen dejstvom enzima ACC (1-
aminociklopropan-1-karboksilat) deaminaze, koji degraduje direktan prekursor etilena, ACC, u
a-ketobutirat i amonijak. Ovaj enzim produkuju pripadnici sva tri domena zivota: Bacteria,
Archaea 1 Eukarya. Medu bakterijama, AcdS gen koji kodira za ACC deaminazu naden je kod
Actinobacteria, Deinococcus, Thermus i tri klase Proteobacteria (a, B, y). Bakterije filuma
Chlorobi, Bacteroidetes 1 Firmicutes imaju ACC deaminaznu aktivnost, ali 4cdS gen nije
pronaden. S druge strane, kod nekih organizama je naden gen, ali nije detektovana aktivnost
enzima (Singh 1 sar., 2015). Osim u ublaZavanju efekata stresa na biljku, ACC deaminazna
aktivnost rizosfernih bakterija doprinosi i biokontroli raznih patogena i stimuliSe nodulaciju kod
leguminoznih biljaka (Singh 1 sar., 2022; Nascimento i sar., 2016). Samim tim Sto redukuje nivo
etilena, spre¢ava da dode do inhibicije rasta korena i rasta generalno, omogucéava vecu
toleranciju stresnih uslova. Sa bolje razvijenim korenskim sistemom i veom otporno$¢u na
stres, biljke su potencijalno u stanju da usvoje i akumuliraju vece koli¢ine zagadivaca iz
podloge.

Medutim, regulacija koncentracije etilena od strane bakterija koje produkuju ACC
deaminazu nije tako jednostavna i zavisi od vise faktora, kako je objasnjeno u Glick (2014).
Ukratko, IAA produkovan endogeno kao i od strane bakterija, osim §to stimuliSe proliferaciju i
elongaciju ¢elija i samim tim podrzava rastenje biljke, stimuliSe i ekspresiju enzima ACC
sintaze koji je ukljuc¢en u sintezu ACC, Sto dalje vodi ka sintezi etilena. Ocekivalo bi se na
osnovu ovoga, da bakterije koje produkuju IAA dovode na kraju do inhibicije rasta biljke,
medutim to nije tako jednostavno i1 ne dolazi do toga, jer postoji negativna povratna sprega
izmedu etilena i IAA signalne transdukcije, odnosno rastuc¢a koncentracija etilena inhibira dalju
IAA signalizaciju 1 aktivaciju ACC sintaze. Takode, rastu¢a koncentracija ACC-a indukuje
ekspresiju ACC deaminaze kod bakterija i posledi¢no redukciju nivoa etilena. Prema tome, kada
bakterije produkuju i IAA i ACC deaminazu, nivo etilena u biljkama bi¢e o¢ekivano manji nego
kada bakterije produkuju samo IAA. Kako stres dovodi do aktivacije ACC oksidaze, enzima
takode ukljucenog u konverziju ACC u etilen, a imaju¢i u vidu da ovaj enzim ima vec¢i afinitet
vezivanja ACC-a od ACC deaminaze, koliina etilena zavisi¢e od odnosa prisutne ACC
oksidaze i ACC deaminaze (Glick, 2014).
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Kada je biljka izlozena dugotrajno nepovoljnim uslovima, postaje podloznija
infekcijama jer je njen sistem zastite oslabljen, zbog toga Sto se dosta resursa ulaze u borbu sa
stresom. PGPR pomaZzu biljci sa kojom su asocirane u borbi sa biotickim stresom koji izazivaju
patogene bakterije 1 gljive, nematode i insekti. Razli¢ite bakterijske vrste mogu inhibirati i
spreciti infekciju patogenim vrstama gljiva i bakterija kroz produkciju antibiotika, bakteriocina,
enzima koji razlazu zid gljiva, siderofora ali i kroz interferenciju signalne transdukcije kod
patogena i ometanje mehanizama komunikacije ,,quorum sensing®“ ili indukciju sistemske
rezistencije kod biljke domacina (Javed i sar., 2024). Bakterije roda Bacillus produkuju Sirok
spektar antimikrobnih jedinjenja razlicite strukture, a najznacajniji su neribozomalno sintetisani
peptidi 1 lipopeptidi (fengicin, polimiksin, bacitracin, iturin, surfaktin, kurstakin i drugi)
poliketidna jedinjenja (bacilen, dificidin, makrolaktin, amikumacin), bakteriocini (klasa I, II 1 II)
i siderofore (Fira i sar., 2018; Wang i sar., 2024a). Bakterije roda Pseudomonas, takode
produkuju lipopeptide (viskozin, siringomicin, amfizin, tolasin) i poliketide (mupirocin,
pioluteorin, floroglucinol), ali i druga jedinjenja sa vise antimikrobnih efekata poput pirolnitrina
1 fenazin-1-karboksilne kiseline, kao 1 isparljiva jedinjenja poput HCN (Mehmood i sar., 2023;
Wang 1 sar., 2024a). Enzimi sa antifungalnim dejstvom, jer razlazu celijski zid gljiva,
produkovani od strane bakterija su proteaze, celulaze, glukanaze i hitinaze (Tran i sar., 2022).
Enzimi poput laktonaza i acilaza, degraduju signalne molekule patogena N-acil-homoserin
laktone koji su uklju€eni u ,,quorum sensing* i samim tim spre¢avaju aktivnosti regulisane ovim
mehanizmom kao $to je ispoljavanje virulentnih faktora, formiranje biofilma, sporulacija i
drugih. Siderofore, osim uloge u usvajanju gvozda, mogu inhibirati patogene gljive smanjujuci
im dostupnost gvozda jer ga bakterijske siderofore vezuju sa ve¢im afinitetom od fungalnih. Jo$
jedan od mehanizama koji doprinose zastiti od infekcija je indukovana sistemska rezistencija
(ISR) koju izazivaju razni bakterijski molekuli poput LPS (lipopolisaharidi), flagela, siderofora,
salicilne kiseline, VOC (eng. ,,Volatile organic compounds”) a koji pruza biljci zaStitu od vise
klasa patogena jer im omogucava da budu pripremljene za susret sa patogenima (Javed i sar.,
2024).
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2. CILJEVI RADA

Biljke aktivno selektuju mikroorganizme sa kojima ostvaruju interakcije, koji su deo
njihovog mikrobioma, a njihov broj, vrsta i osobine zavise kako od uslova sredine u kojoj biljka
zivi, tako 1 od wvrste biljke 1 bakterije. Miscanthus X giganteus je poznat po svom
fitoremedijacionom potencijalu, te tako nakon gajenja na odlagaliStu flotacione jalovine rudnika
koju karakteriSe prisustvo visokih koncentracija toksi¢nih metala, postavljeni su ciljevi ovog
istrazivanja:

1. Izolacija 1 karakterizacija rizobakterija iz rizosfere M. X giganteus gajenog na odlagalistu
flotacione jalovine rudnika olova, bakra i cinka

2. Ispitivanje sposobnosti izolata da promovisu rast M. x giganteus gajenog u flotacionoj
jalovini

3. Ispitivanje sposobnosti izolata da pospesuju fitoremedijacioni potencijal M. X giganteus
gajenog u flotacionoj jalovini

4. Utvrdivanje antioksidativnog odgovora i prisustva oksidativnih oSte¢enja kod M. x
giganteus gajenog u flotacionoj jalovini

5. Analiza transkriptoma 1 diferencijalno eksprimiranih gena M. x giganteus tretiranog
bakterijama izolovanim iz njegove rizosfere

6. Ispitivanje efekta tretmana M. x giganteus njegovim rizobakterijama na ekspresiju gena
uklju€enih u rast i razvice biljke 1 usvajanje metala iz podloge
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Izolacija bakterijskih sojeva i medijumi za njihov rast

Uzorkovanje supstrata radi izolacije rizobakterija izvr§eno je iz uzoraka supstrata donetih sa
odlagalista flotacione jalovine rudnika metala (SGS 44°06°35°*, IGD 20°29°37°"), koji su se nalazili
na razli¢itoj udaljenosti od korena biljaka Miscanthus x giganteus, gajenih na ovoj lokaciji. Prema
FAO Kklasifikaciji zemljista, odlagaliste flotacione jalovine rudnika metala kategoriSe se kao flotasol,
koji pripada grupi tehnosola (Gerasimova 1 Reinsch, 2015). U ovom rudniku eksploatisu se rude
olova, cinka, bakra i u manjem obimu srebra. Tom prilikom sakupljene su tri frakcije supstrata (R
(rizosfera) - supstrat direktno pricvrS¢en za koren biljke; S - supstrat u blizini korena, ali nije
direktno vezan za njega; B (od eng. ,,bulk soil”) - supstrat koji se nalazi dalje od polja M. X
giganteus 1 na kome nema drugih biljaka niti bioloSkih ostataka. Uzorci su uzeti postujuci tehnike
sterilnog rada, smesteni u sterilne plasti¢ne kese i ¢uvani na hladnom mestu prilikom transporta u
laboratoriju. U 10 g supstrata iz rizosfere je dodato 30 ml sterilne destilovane vode i povremeno
mesano tokom 30 min, kako bi se dobila suspenzija. Uzorci su obelezeni kao:

A —uzorak flotacione jalovine

B — rizom biljke star jednu godinu

C —rizom biljke star 2 godine i 3 meseca, nije dubren

D — rizom biljke star 2 godine i 3 meseca, dubren sa NPK (15:15:15) jednom godiSnje

E — rizom biljke star 1 godinu i 6 meseci rasta zajedno sa travom pored vode na odlagalistu
F — rizom biljke star 1 godinu i 6 meseci rasta zajedno sa travom dalje od vode

Iz ovako pripremljenog stoka, napravljena su serijska razredenja (0, 102 i 10%) u
fizioloskom rastvoru, a zatim zasejana na Petri $olje sa razli¢itim hranljivim podlogama. Solje su
inkubirane tokom sedam dana na 30°C, pracen je rast kolonija koje su okarakterisane morfoloski
(boja, veli¢ina i oblik), testirane su na aktivnost katalaze nakapavanjem 3% vodonik peroksida i
pracenjem pojave mehuri¢a 1 bojene po Gramu. Bojenje po Gramu uradeno je standardnom
metodom: ezom je napravljen razmaz te¢ne kulture po mikroskopskoj plocici a zatim je preparat
fiksiran provlacenjem kroz plamen. Fiksirani preparat je bojen prvo bojom kristal violet tokom 1-2
min, zatim Lugolovim rastvorom tokom 1 min. Obezbojavanje je izvrSeno ispiranjem 96%
alkoholom a obezbojavanje prekinuto ispiranjem vodom, nakon ¢ega su obojene safraninom u
trajanju od 30 s - 1 min. PloCice su posmatrane pod svetlosnim mikroskopom. U ovom koraku
odabrani su izolati za dalju karakterizaciju. Za izolaciju sojeva iz roda Bacillus, deo uzoraka je
termalno inaktiviran na 80°C tokom 15 min.

Medijumi kori$¢eni za izolaciju i rast bakterija bili su slede¢i: Luria Bertani medijum (LB)
koji sadrzi: tripton (10 g/l, LabM Lankasir, Velika Britanija), ekstrakt kvasca (5 g/l, LabM, Velika
Britanija), NaCl (5 g/l, NRK inZenjering, Srbija); Hranljivi medijum (8 g/l, Torlak, Srbija); King’s
B medijum (43 g/l, 15 ml glicerola, HIMEDIA, Indija), Citrimid agar (43,5 g/l, 10 ml glicerola, TM
MEDIA, Indija), Pikovskaya’s agar (31,3 g/l, TM MEDIA, Indija) U medijume je dodavan nistatin
(finalna koncentracija 50 pg/ml, Hemofarm, Srbija) da bi se sprecio rast gljiva. Cvrste podloge za
rast bakterija pripremane su dodavanjem 1,5% agara u te¢ni medijum, pre sterilizacije u autoklavu u
trajanju od 15 min na 121°C. Svi izolati su gajene na optimalnoj temperaturi za rast (30°C). Izolati
su ¢uvani u odgovaraju¢im medijumima za rast sa 15% glicerola na -80°C.
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3.2. Biohemijska karakterizacija izolovanih sojeva

3.2.1. Testiranje aktivnosti egzoenzima

Egzoenzimi Cija aktivnost je testirana su amilaza, proteinaza, lipaza, ksilanaza i mananaza.
Za testiranje aktivnosti amilaze i1 proteinaze koriS¢ena je podloga koja sadrzi 0,8% Hranljivi
medijum, 0,4% NaCl i 1% agar u koju su dodati: 0,5% skrob (za amilazu) odnosno 0,4% Zelatin (za
proteinazu). Za testiranje aktivnosti ksilanaze 1 mananaze, koriS¢en je osnovni medijum koji sadrzi
0,2% ekstrakt kvasca, 0,5% pepton, 0,5% MgSOs, 0,05% NaCl, 0,015% CaCl,1 2% agar u koji su
dodati: 0,1% ksilan iz drveta breze (za ksilanazu) odnosno 1% ,,.Locust bean gum* (za mananazu).
Za testiranje aktivnosti lipaze koriS¢ena je podloga koja sadrzi 0,5% pepton, 0,3% ekstrakt kvasca i
1,5% agar 1 1% tributirat, koji je dodat nakon autoklaviranja. Po 2 pl te€ne kulture, dobijene nakon
rasta u trajanju od 16h u LB medijumu na 30°C, 180 rpm, izolata naneto je na Petri Solje sa
odgovaraju¢im medijumima za testiranje aktivnosti amilaze, proteinaze, ksilanaze i mananaze.
Aktivnost amilaze uocava se kao pojava svetlih zona oko kolonija na tamno plavoj podlozi, nakon
prelivanja Lugolovim rastvorom (0,3% I> 1 0,7% KI). Aktivnost proteinaze uocena je kao svetla
zona oko kolonija na beloj podlozi, nakon prelivanja 1% vodenim rastvorom taninske kiseline.
Aktivnost ksilanaze i mananaze detektuje se kao zona prosvetljenja oko kolonija na crvenoj podlozi
nakon prelivanja 0,2% za ksilanazu, odnosno 0,1% rastvorom Kongo red boje za mananazu tokom
15 min, nakon cega je usledilo ispiranje 1M NaCl. Aktivnost lipaze uocena je kao zona
prosvetljenja oko poteza rasta bakterija. Pre¢nik zona izmeren je za sve, osim za lipazu, ¢ija
aktivnost je potvrdena samo kvalitativno. Za sve enzime, osim za lipazu, izraCunata je relativna
aktivnost koris§¢enjem formule:

RA=(r2’n-r\%n)/r1’n

RA - relativna aktivnost, ri-poluprecnik kolonije, r>-polupreénik zone aktivnosti

3.2.2. Testiranje sposobnosti rasta u ekstremnim uslovima

Odabrani sojevi testirani su na rezistenciju na osmotski stres, salinitet i toplotni stres.
Pretkultura je napravljena zasejavanjem bakterija u LB medijum i inkubiranjem na 30°C, 180 rpm
tokom 16h. 1z pretkulture je zatim pripremljen 1% inokulum prebacivanjem 50 pl u 5 ml svezeg LB
medijuma i inkubiranjem na 30°C, 180 rpm tokom 2h. Iz ovako pripremljene kulture, uzeto je 100
ul 1 inokulisano u 10 ml odgovaraju¢eg LB medijuma za testiranje na rezistenciju na osmotski stres,
salinitet ili toplotni stres. Za testiranje sposobnosti rasta u uslovima suse i rezistenciju na osmotski
stres, u LB medijum dodat je polietilen glikol (PEG6000) u rastu¢im koncentracijama (15, 20, 25,
32,6%) 1 inkubirano na 30°C, 180 rpm tokom 24h. Za testiranje sposobnosti rasta u uslovima
povecanog saliniteta, u LB medijum dodat je NaCl (5, 7 ili 13%) i bakterije gajene na 30°C, 180
rpm tokom 24h. Za testiranje rasta u uslovima toplotnog stresa, bakterijske kulture su gajene u LB
medijumu na temperaturi od 50, 60 ili 70°C uz aeraciju 180 rpm tokom 24h. Nakon inkubacije, u
svakom testu je odredivan bakterijski rast kao CFU (eng. ,,colony forming units*)/ml, utrljavanjem
100 pl kulture sterilnim Stapi¢em na Petri Solje sa LA medijumom i prebrojavanjem poraslih
kolonija. Broj poraslih kolonija iskoris¢en je za dobijanje CFU/ml prema formuli:

CFU/ml=(broj izbrojanih CFU x faktor razredenja)/zapremina kulture zasejane na Petri Solju

3.2.3. Testiranje sposobnosti rasta u prisustvu toksi¢nih metala

Za testiranje sposobnosti rasta u prisustvu toksi¢nih metala, bakterije su gajene u LB
medijumu sa dodatkom jednog od metala/metaloida (NiClz, CdSO4, Pb(C2H302)2, CuSO4, ZnSOs4,
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NaAsO2, MnCl;) tokom 72h na 30°C, uz aeraciju 180 rpm, pri ¢emu je rast pracen merenjem
ODeoonm 1 odredivanjem CFU/ml na svakih 24h. Metali/metaloidi dodavani su u LB medijum u
rastu¢im koncentracijama, pocev od 1 mM pa do 15 mM, pri ¢emu je odredena minimalna
inhibitorna koncentracija (eng. ,,minimal inhibitory concentration* - MIC) za svaki metal/metaloid
kod svakog od testiranih izolata. Za kontrolu uzete su bakterije gajene u ¢istom LB medijumu, bez
dodatka metala/metaloida.

3.2.4. Odredivanje prisustva osobina koje promovisu rast biljaka

Za kvantitativno odredivanje produkcije indol-3-siréetne kiseline (eng. ,,/ndole-3-Acetic
Acid“ — TAA), sojevi su inokulisani u te¢ni LB hranljivi medijum u koji je dodat L-triptofan (2
mg/ml) 1 inkubirani na 30°C, uz aeraciju 180 rpm tokom sedam dana. Koncentracija produkovanog
IAA merena je svakog dana prema protokolu (Guardado-Fierros i sar., 2024). Dnevno je uzimano 2
ml kulture i centrifugirano na 13000 rpm u trajanju od 5 min. 1 ml supernatanta prebacen je u nove
epruvete, zatim je dodato 3 ml Salkowski reagensa: 1 ml 0,5M FeClz u 50 ml 37% HCIO4, 1 smeSa
je inkubirana u mraku tokom 30 min. Nakon inkubacije, izmerena je apsorbanca na 535 nm. Kao
blank je koris¢en 1 ml LB medijuma dodat u 3 ml Salkowski reagensa. Koncentracija produkovane
IAA (pg/ml) izraCunata na osnovu standarde krive (Slika 2) konstruisane koriste¢i rastvore sa
rastu¢om koncentracijom [AA.

G124 y = 0.014x - 0.0067
0.12- Re = 09362

0.1+
0.08 -
0.06 -
0.04 -
0.02 -

Apsorbanca na 535nm

0® L4 T T T T
-0.02 & 2 4 6 8 10
Koncentracija IAA (ug/ml)

Slika 2. Standardna kriva za odredivanje koncentracije [AA

Aktivnost 1-aminociklopropan-1-karboksilat (eng. .,/-aminocyclopropane-1-carboxylic
acid’-ACC) deaminaze odredena je kvalitativno, prema protokolu (Siddikee i sar. 2011).
Prekonoéna kultura sojeva u LB medijumu je najpre centrifugirana (20 min, 4 000 rpm). Celije su
zatim isprane sa 1 ml 10 mM MgSOs4, zatim opet centrifugirane i nakon centrifugiranja
resuspendovane u 650 pl MgSOs4. 250 pl ovako pripremljene bakterijske suspenzije dodato je u 1,2
ml SMN medijuma (za 1 1 medijuma: 0,4 g KH2PO4, 2 g KoHPO4, 0,2 g MgSOq4, 0,1 g CaClz, 5 mg
FeSO4, 2 mg H3BOs3, 5 mg ZnSO4, 1 mg NaxMoO4, 3 mg MnSOs4, 1 mg CoSO4, 1 mg CuSO4, 1 mg
NiSOs, 1 g glukoza, 1 g saharoza, 1 g Na-acetat, 1 g Na-citrat, 1 g jabuc¢na kiselina, 1 g manitol) sa
dodatkom ACC-a u finalnoj koncentraciji od 5 mM, a zatim inkubirano tokom 72h na 150 rpm.
Uzorci su nakon inkubacije centrifugirani (20 min, 4000 rpm), talog resuspendovan u 100 pl Tris-
HCI pufera (0,1 M, pH 8,5) i dodato 3 pl toluena uz vorteksovanje u trajanju od 10 min. Zatim je
dodato 10 ul 0,5 M ACC-a i 100 pl Tris-HCI (0,1 M, pH 8,5) i usledila je inkubacija u trajanju od
30 min na 30°C, 150 rpm. Nakon inkubacije, dodato je 690 ul 0,56 M HCl 1 150 pl 0,2% 2,4-
dinitrofenilhidrazina (u 2N HCI) i inkubirano jo§ 30 min na 30°C. Na kraju dodato je 1 ml 2N
NaOH 1 zabelezena promena boje iz Zute u braon, §to je oznacavalo pozitivnu reakciju.
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Za odredivanje sposobnosti solubilizacije neorganskog fosfata koris¢en je Pikovskaya’s agar
(za 1 I medijuma: 10 g glukoza , 5 g Ca3[POx4] 2, 0,5 g [NH4]2 SO4, 0,2 g NaCl , 0,1 g MgSO4.7H20,
0,1 g KCl, 0,5 g ekstrakt kvasca, 0,002 g MnSO4 1 0,002 g FeSO4, 15 g agar; pH 7) sa dodatkom
indikatorske boje, bromfenol plave, u finalnoj koncentraciji 0,06%. Te¢ne kulture svakog od
testiranih sojeva u LB medijumu centrifugirane su (13000 rpm, 5 min), isprane, i na kraju talog
resuspendovan u fizioloSkom rastvoru. 10 pl suspenzije inokulisano je u centar Petri Solje, nakon
cega su inkubirane sedam dana na 30°C. Sposobnost solubilizacije fosfata detektovana je kao
obezbojena zona oko kolonija na ljubicastoj podlozi.

Za testiranje sposobnosti produkcije siderofora, koriS¢en je esej, razvijen od strane Schwyn 1
Neilands (1987) koji koristi hrom azurol S (eng. ,,Chrome Azurol-S”-CAS). Ukratko, za 1 1 CAS
medijuma, pomes$ani su rastvor 1 i rastvor 2 nakon autoklaviranja. Rastvor 1 sadrzao je 60,5 mg
CAS rastvorenog u 50 ml destilovane vode, pomesanog sa 10 ml rastvora FeClz (1 mM u 0,1 mM
HCI) i rastvorom heksadeciltrimetilamonijumbromida (HDTMA) (72,9 mg u 40 ml vode). Rastvor
2 sadrzao je 15 g agara, 30,24 g piperazin-N,N’-bis(2-etansulfonska kiselina)-PIPES-a i 12 g 50%
NaOH u 750 ml destilovane vode (pH 6,8). LA medijum je razliven u Petri Solje i nakon stezanja,
polovina je iseCena a na prazno mesto razliven CAS medijum. Bakterije se presejavaju na LA
medijum uz granicu sa CAS medijumom i Petri Solje se ostave na 30°C preko no¢i. Promena plave
boje CAS medijuma oko zone rasta bakterija u zutu, narandzastu ili roze boju oznacavalo je
pozitivan rezultat i sposobnost produkcije siderofora.

Za testiranje sposobnosti slobodne azotofiksacije, koris¢en je polucvrsti NFb medijum: 5 g
DL-malic acid, 0,5 g KoHPO4, 0,2 g MgSO4 x 7H20, 0,1 g NaCl, 0,02 g CaCl; x 2H20, 2 ml
rastvora mikronutrijenata (0,4 g CuSO4 x SH20, 0,12 g ZnSO4 x 7H20, 1,4 g H3:BOs3, 1 g Na;MoOg4
x 2H20, 1,5 g MnSO4 x H20 1 destilovana voda do 1000 ml), 2 ml rastvora bromtimol plavo (0,5%
in 0,2N KOH), 4 ml Fe(Ill) EDTA (1,64%), 1 ml rastvora vitamina (10 mg biotina, 20 mg
pirodoksal-HCI i destilovane vode do 0,1 1) (Ddbereiner 1 Day, 1976). Epruvete koje sadrze 5 ml
NFb soft medija (0,7 % agar) su inokulisane sa 100 uL bakterijskog uzorka i inkubirano sedam
dana na 30°C. Pojava bele pelikule nalik velu u plavom medijumu znacila je pozitivan rezultat
odnosno da je bakterija azotofiksator.

3.2.5. Testiranje antimikrobne aktivnosti

Antagonisticko dejstvo na rast odabranih biljnih patogena: Pseudomonas syringae, P.
fuscovaginae, Burkholderia glumae, B. cepacia, Xanthomonas oryzae, X. arboricola 1 Erwinia
carotovora testirano je metodom difuzije u banari¢éima. Zasejan je 1% inokulum svakog od
testiranih biljnih patogena u soft LA agaru (7 g agara na 1 | medijuma) i razliven je preko tankog
sloja podloge sa bunari¢ima, u koje je nalivano po 50 ul prekonoéne tecne bakterijske kulture,
gajene u LB medijumu na 30°C, uz aeraciju 180 rpm tokom 16h, odnosno supernatanta dobijenog
centrifugiranjem prekono¢ne bakterijske kulture (13000 rpm, 10 min). Petri Solje su zatim
inkubirane 24h na 30°C, nakon ¢ega je izmeren precnik zone bez rasta testiranog patogena oko
bunarica.

3.2.6. Test pokretljivosti bakterija

Za testiranje pokretljivosti odabranih sojeva po tipu plivanja, ronjenja i trzanja, tri razlicite
podloge su pripremljene. Podloga za testiranje pokretljivosti po tipu plivanja sadrzala je 10 g
triptona, 5 g NaCl i 3 g agara po litru. Podloga za testiranje pokretljivosti po tipu ronjenja sadrzala
je 8 g Hranljivog medijuma, 5 g glukoze i 5 g agara po litru. Podloga za testiranje pokretljivosti po
tipu trzanja sadrzala je 10 g triptona, 5 g ekstrakta kvasca, 10 g NaCl i 10 g agara po litru. Po 0,5 pl
tecne bakterijske kulture inokulisano je na centar Petri Solje sa podlogom za testiranje pokretljivosti
plivanjem 1 ronjenjem, dok je za testiranje pokretljivosti trzanjem jedna kolonija zabodena u centar
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Petri Solje. Nakon inkubacije od 24h do 48h na 30°C, izmeren je dijametar zone pomeranja
bakterija na Petri Soljama.

3.2.7. Odredivanje sposobnosti formiranja biofilma

Formiranje biofilma odredeno je u mikrotitarskim plo¢ama sa ravnim dnom, tako §to je u
svaki bunari¢ naliveno 180 ul TSB medijuma (eng. ,,Tryptic soy broth”-TSB), (30 g/l, TM MEDIA,
Indija) 1 20 pl bakterijske kulture (podeSene na gustinu od 0,5 McFarland). Soj Pseudomonas
aeruginosa PAOI1 sluzio je kao pozitivna kontrola, a sterilni TSB medijum kao negativna.
Mikrotitarske ploce su inkubirane ukupno 48h na 30°C, a formirani biofilm izmeren na 24h i 48h.
Nakon inkubacije, ploce su isprane sterilnim 1xPBS puferom, koji sadrzi NaCl (8 g/l), KCl (0,2 g/1),
Na;HPO4 (1,44 g/1) 1 KH2PO4 (0,245 g/1), pH 7,2) tri puta kako bi se odstranile slobodne bakterijske
éelije. Celije koje su pri¢vriéene za podlogu su, zatim fiksirane zagrevanjem na 65°C tokom 30 min.
Biofilm je obojen dodavanjem 200 pul 0,1% Kristal violet boje 1 inkubiranjem u trajanju od 30 min
na sobnoj temperaturi. Boja je onda dobro isprana vodom a ploc¢e osusene na 65°C. Rastvor koji
sadrzi 96% etanol 1 aceton u odnosu 4:1 dodat je u svaki bunari¢, a zatim je izmerena OD na 595
nm. Interpretacija dobijenih rezultata izvrSena je koristeéi grani¢ne (eng. ,,cut—off*) vrednosti na
osnovu koje se razlikuju biofilm-produkujuéi sojevi od onih koji tu sposobnost nemaju. ,,Cut—
off“ (ODc) vrednost definisana je sabiranjem srednje vrednost opticke gustine izmerene u
kontrolnom bunari¢u na talasnoj duzini od 595 nm sa tri vrednosti standardne devijacije opticke
gustine kontrolnih bunarica:

,,Cut—off™ ODc= OD kontrolnog bunaric¢a + 3* SD kontrolnog bunari¢a

Dobijena ,,cut—off* vrednost iskoriS¢ena je za grupisanje bakterijskih sojeva u 4 kategorije prema
sposobnosti formiranja biofilma, na osnovu slede¢ih kriterijuma:

OD < ODc — bez produkcije biofilma ( kategorija 0 ili -)

OD < ODc <2 x ODc — slaba produkcija biofilma ( kategorija 1ili +)

2 x ODc< OD< 4 x ODc umerena produkcija biofilma ( kategorija 2 ili ++)
4 x ODc < OD izrazena produkcija biofilma ( kategorija 3 ili +++)

3.3. Molekularna identifikacija odabranih izolata

3.3.1. Izolovanje genomske DNK

Jedna kolonija je uzeta sa ¢vrste podloge, zasejana u te¢ni LB medijum i inkubirana na 30°C,
uz aeraciju nal80 rpm tokom no¢i. Zatim je 1,5 ml prekonoéne kulture centrifugiran (13000 rpm, 5
min), supernatant je odbacen, a talog resuspendovan u 500 ul TE pufera (10 mM Tris pufer, 1 mM
EDTA, pH 7,6) sa dodatkom 10 pl lizozima (200 pg/ml) i inkubiran 30 min na 37°C. Nakon
inkubacije, dodato je 100 pul 5 M NaCl i dobro vorteksovano. Zatim je dodato 250 pl 3%
cetiltrimetilamonijum bromid (CTAB) pufera (1 M Tris, 1,4 M NaCl, 20mM EDTA, 3%
polivinilpirolidon (PVP), pH 8,0) i usledila inkubacija na 65°C. Nakon inkubacije, dodato je 800 pl
hloroforma, smesa je vorteksovana i centrifugirana (13000 rpm, 10 min). Supernatant je prebacen u
nove tube, a zatim je dodat natrijum acetat (pH 5,0) u zapremni jednakoj 1/10 zapremine
supernatanta. Zatim je dodata jednaka zapremina hladnog izopropanola i centrifugirano (13000 rpm,
15 min), te¢na faza je odlivena i dodat je 1 ml 96% hladnog etanola, a zatim opet centrifugirano
(13000 rpm, 10 min). Te¢na faza je odlivena, a talog dobro osusen na 37°C. Talog u kome se nalazi
izolovana DNK je resuspendovan u 50 pl TE pufera sa dodatkom RNaze (1 pl stoka koncentracije
10 mg/ml dodat u 49 pl TE pufera) 1 inkubiran 15 min na 37°C. Izolovana DNK ¢uvana je na -20°C
do upotrebe.
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Jedna kolonija je uzeta sa ¢vrste podloge, zasejana u te¢ni LB medijum i inkubirana na 30°C,
180 rpm tokom noc¢i. Zatim je 1,5 ml prekonoéne kulture centrifugiran (13000 rpm, 5 min),
supernatant je odbacen, a talog resuspendovan u 500 pl TE pufera (10 mM Tris pufer, | mM EDTA,
pH 7,6), vorteksovan 1 centrifugiran (13000 rpm, 5 min). Supernatant je odliven, nakon Cega je
dodato 500 pul E1 pufera (50 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8) i vorteksovano. Zatim je dodato 250 pl
2% SDS-a (eng. ,,Sodium dodecyl sulfate”-SDS), promesano i dodato 50 pl Proteinaze K iz stoka
(20 mg/ml) 1 inkubirano 30 min na 37°C. Nakon inkubacije, dodato je 200 pl fenola, dobro
vorteksovano a zatim centrifugirano 10 min na 13000 rpm. Gornja faza je prebacena u nove
mikrotube, a zatim mu je dodat 1 ml izopropanola, smeSa dobro promuckana i centrifugirana 20
min na 13000 rpm. Celokupna te¢na faza je odbac¢ena, a DNK koja se nalazi u talogu, isprana je sa
1 ml 70% hladnog etanola, nakon ¢ega je uzorak centrifugiran na 13000 rpm, 5 min. Te¢na faza
dobijena nakon centrifugiranja je odbacena, talog osusen na 37°C, nakon ¢ega je resuspendovan u
50 pl TE pufera sa dodatkom RNaze (1 pl stoka koncentracije 10 mg/ml dodat u 49 pl TE pufera) i
inkubiran 15 min na 37°C. Izolovana DNK ¢uvana je na -20°C do upotrebe.

3.3.2. UmnoZavanje DNK fragmenata lan¢anom reakcijom polimeraze

Izolovana genomska DNK kori§¢ena je za umnoZavanje i1 sekvenciranje ciljnih gena PCR
reakcijom. Gen za /6S rRNK umnozen je koriS¢enjem univerzalnih prajmera (Tabela 1) i KapaTaq
DNK polimerazu (KapaBiosystems, Inc., SAD) i PCR aparat (Applied Biosystems, SAD). Program
koriS¢en za amplifikaciju obuhvatao je: inicijalnu denaturaciju (94°C, 30 s), hibridizaciju (50°C, 30
s), elongaciju (72°C, 90 s) i finalnu elongaciju (72°C, 7 min). Identifikacija bakterija iz roda
Bacillus do nivoa vrste vrSena je dodatnim PCR reakcijama u kojima je umnoZavan gen za tuf
elongacioni faktor (Tabela 1). Kori§¢en je program gde je temperatura hibridizacije bila na 55°C / 1
min. Identifikacija bakterija iz roda Pseudomonas do nivoa vrste vrSena je dodatnim umnozavanjem
gena za B subjedinicu DNK Zziraze, gyrB i sigma faktor 70, rpoD. Program za umnozavanje gyrB i
rpoD gena je imao hibridizaciju na 59,5°C odnosno 60°C. Utvrdivanje sinteze antibiotika Sirokog
spektra fenazin-1-karboksilne kiseline (eng. ,,phenazine-1-carboxylic acid”’-PCA), pirolinitrina i
pioluteorin kod izolata koji pripadaju rodu Pseudomonas uradeno je koriS¢enjem prajmera koji
umnozavaju phcA gen odnosno prnD gen odnosno pltC gen (Tabela 1). Umnozavanje DNK
fragmenata PCR metodom 1 pravljenje reakcione smeSe objaSnjeno je detaljnije u tekstu koji sledi.
PCR reakcija u kojoj su koriS¢eni prajmeri za phcA i pltC gen imala je hibridizacija na 67°C / 45
sec dok je za prnD gen hibridizacija je bila na 68°C / 60 sec.

Dobijeni PCR produkti testirani su na 1% agaroznom gelu i preciSéeni koris¢enjem
komercijalnog kita za preciS¢ivanje PCR produkata QIAquick PCR Purification Kit/250 (QIAGEN
GmbH, Nemacka) prema protokolu proizvodaca. PreciS¢eni PCR fragmenti poslati su na usluzno
sekvenciranje u Macrogen (Macrogen, Holandija). Dobijene sekvence su analizirane pomo¢u NCBI
(eng. ,,National Center for Biotechnology Information‘) baze podataka, BLAST programom (Basic
Local Aligment Search Tools) (Altschul i sar., 1997) za pretrazivanje homologe nukleotidne
sekvence (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).
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Tabela 1. Naziv i sekvence prajmera kori§¢enih u ovom radu

Naziv prajmera Sekvenca prajmera

UNI16F 5’- GAGAGTTTGATCCTGGC -3’

UNI16R 5’- AGGAGGTGATCCAGCCG -3’

tufGPF 5’- ACGTTGACTGCCCAGGACAC -3’

tufGPR 5’- GATACCAGTTACGTCAGTTGTACGGA -3’
gyrBF 5’- MGGCGGYAAGTTCGATGACAAYTC -3’
gyrBR 5’- TRATBKCAGTCARACCTTCRCGSGC -3’
rpoDF 5’- AAGGCGARATCGAAATCGCCAAGCG -3’
rpoDR 5’- GGAACWKGCGCAGGAAGTCGGCACG -3’
PhcA-F 5’- TTGCCAAGCCTCGCTCCAAC -3’

PhcA-R 5’- CCGCGTTGTTCCTCGTTCAT -3’

PRN-F 5’- GGGGCGGGCCGTGGTGATGGA -3’
PRN-R 5’- YCCCGCSGCCTGYCTGGTCTG -3’
PLTCI-F 5’- AACAGATCGCCCCGGTACAGAACG -3’
PLTCI1-R 5’- AGGCCCGGACACTCAAGAAACTCG -3’

3.3.4. Horizontalna elektroforeza DNK na agaroznom gelu

Elektroforeza totalne DNK 1 PCR umnoZenih fragmenata radena je na 1% agaroznom gelu.
Gelovi su pravljeni rastvaranjem agaroze u 1 x TAE (40 mM Tris—acetat, | mM EDTA) puferu uz
dodavanje etidijum bromida (0,5 pg/ml). Kao pufer za elektroforezu koriséen je 1 x TAE pufer.
Elektroforeza je tekla pri konstantnom naponu od 1-10 V/cm gela. Veliine fragmenata DNK
dobijenih posle umnozavanja fragmenta PCR reakcijom odredivane su na agaroznim gelovima
uporedivanjem duzine predenog puta DNK fragmenta koji se analizira u odnosu na duzinu puta koji
su presli DNK fragmenti poznate veli¢ine (standard). KoriS¢eni su slede¢i DNK standardi: ,,Gene
Ruler TM DNA 1 kb Ladder Mix* i ,,GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder* (Thermo Fisher Scientific,
SAD).

3.4. Tretman rizoma M. x giganteus i ogledi u saksijama

Rizomi kori$¢eni u ovom radu uzeti su iz nezagadenog zemljiSta sa eksperimentalnog polja
Instituta za primenu nuklearne energije u Beogradu, na kome je klon M. x giganteus u kontinuitetu
gajen duZi niz godina. Nakon iskopavanja, rizomi su detaljno isprani od Cestica zemlje i iseCeni, a
zatim postavljeni na sterilnu papirnu vatu, pokriveni aluminijumskom folijom i drzani u mraku na
sobnoj temperaturi u trajanju od 7 dana, uz povremeno zalivanje. Nakon 7 dana, rizomi jednakih
masa (20 - 25 g) i broja pupoljaka, su povrsinski sterilisani u 0,8 % rastvoru natrijum hipohlorita u
trajanju od 15 min, nakon ¢ega su dobro isprani u sterilnoj vodi viSe puta u trajanju od 45 min.
Nakon sterilizacije, rizomi su potopljeni 1 inkubirani u pripremljenom bakterijskom inokulumu
(biljke oznacene kao Mix), odnosno sterilnom LB medijumu (biljke oznacene kao Kontrola), u
trajanju od 1h. LB medijum je uzet kao kontrola jer je taj medijum koriS€en za gajenje bakterija
prilikom pripreme inokuluma, kako bi bilo sigurno da svi uoceni efekti poticu od samih bakterija, a
ne od hranljivih supstanci prisutnih u medijumu. Za pripremu bakterijskog inokuluma za tretman
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rizoma M. x giganteus najpre je napravljena pretkultura za svaki od 6 odabranih izolata, u 10 ml
te¢nog LB hranljivog medijuma, gajena preko no¢i na 30°C, 180 rpm. Svez LB medijum, 200 ml je
zasejan sa 200 pl (1% inokulum) pretkulture i gajen 16h na 30°C, 180 rpm. Dobijenim bakterijskim
kulturama podesen je ODgoonm = 1 za svaki od Sest izolata, a zatim su kulture pomeSane u istom
odnosu gde je dobijen bakterijski konzorcijum (oznacen kao Mix) i tim su tretirani rizomi.
Bakterijski sojevi kori$¢eni za pripremu inokuluma bili su Pseudomonas chlororaphis Bo, Bacillus
toyonensis Co, B. safensis Do, Arthrobacter sp. B21, B. aryabhattai B22 i B. thuringiensis F4.

Flotaciona jalovina koja je koris¢ena kao supstrat gajenje M. X giganteus u saksijama je
homogenizovana intenzivnim meSanjem 1 suSena na vazduhu tokom dve nedelje. 3 kg supstrata
dodato je u saksije zapremine 3 L (dimenzije: visina 20 cm, dijametar: 15 cm). Po jedan rizom
saden je u svaku saksiju, na 2/3 dubine saksije. Nakon sadenja, 50 ml bakterijske suspenzije (Mix),
odnosno sterilnog LB medijuma (Kontrola) dodato je u supstrat oko rizoma. Biljke su gajene u
komori za gajenje biljaka sa fotoperiodom 16/8h, temperaturom 22°C, vlazno$¢u vazduha od 35% i
zalivane sa 150 ml vode na svakih 72h. Raspored saksija bio je potpuno nasumican i menjan u toku
trajanja eksperimenta. Za svaki tretman (Mix i Kontrola) postavljeno je po 5 saksija, a eksperiment
je ponovljen u dva vremenski nezavisna ponavljanja. Biljke su gajene u trajanju od 3 meseca, nakon
¢ega su korenovi odvojeni od biljaka, detaljno isprani i deo, kao i deo listova, odmah samleveni u
te¢nom azotu pomoc¢u avana i tuc¢ka. Izolacija RNK iz korenova usledila je odmah nakon mlevenja
u te¢nom azotu. Izolovana RNK, kao i ostatak mlevenih korenova i listova ¢uvan je na -80°C do
trenutka koris¢enja. Deo listova iskori§¢en je za odredivanje relativnog sadrzaja vode. Ostatak
sveze biljne mase osuSen je do konstantne tezine na vazduhu, podeljen na korenove, stabla, listove 1
rizome i kori§¢en za odredivanje sadrzaja mikro- i makroelemenata.

3.5. Odredivanje parametara rasta M. x giganteus

Korenovi i nadzemni delovi su fizicki razdvojeni. Korenovi su detaljno isprani prvo
obi¢nom, pa zatim destilovanom vodom, odredena je ukupna duzina, duzina glavnih 1 lateralnih
adventivnih korenova, sveza i suva masa. Duzina korenova odredena je pomocu software-a Leica
Application Suite (Leica Q Win software, Leica Microsystems, Nemacka). Kod nadzemnog dela
biljke odreden je broj listova, visina biljaka, sveza i suva masa listova i stabala. Procenat inhibicije
rasta (%) izraCunat je koriS¢enjem formule:

Inhibicija rasta (%) = [((suva masa (tretman) x 100)/ (suva masa (kontrola)))-100]

3.6. Odredivanje parametara stresa

3.6.1. Odredivanje relativnog sadrzaja vode

U cilju odredivanja relativnog sadrzaja vode u listovima (eng. ,, Relative Water Content* -
RWC) RWC, iseceni su delovi listova duzine 5 cm, na 5 cm od vrha lista sa tri razli¢ite biljke iz
istog tretmana i odmah je izmerena sveza masa (eng. ,,fresh weight’- FW). Listovi su zatim
obmotani vlaznom papirnom vatom i inkubirani u zatvorenoj Petri $olji tokom 24h na sobnoj
temperaturi, nakon ¢ega je izmerena njihova turgidna masa (eng. ,,Turgid weight’-TW). Najzad,
listovi su suseni na 80°C u trajanju od 24h, nakon Cega je izmerena njihova suva masa (eng. ,,Dry
weight’- DW). Relativni sadrZaj vode izraCunat je prema formuli:
FW-DW

——=x 100% = RWC (%)
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3.6.2. Odredivanje sadrzaja vodonik peroksida

Za odredivanje sadrzaja H2O> kori$¢ena je spektrofotometrijska metoda prema Junglee i sar.
(2014) koja se zasniva na oksidaciji kalijum jodida (KI) od strane H>O; u kiselom medijumu, pri
¢emu se jodidni joni (I") oksiduju prvo u jod (I2) a zatim se formira trijodid u reakciji joda 1 jodidnih
jona (I3") koji menja boju rastvora u zuto. U 150 mg tkiva listova ili korenova samlevenih u teCnom
azotu dodato je 0,25 ml kalijum-fosfatnog pufera (10 mM, pH 5,8), 0,25 ml 0,1 % TCA 1 0,5 ml 1M
KI a zatim su uzorci homogenizovani na ledu u trajanju od 10 min, pri ¢emu su bili zasti¢eni od
svetlosti. Nakon homogenizacije, uzorci su centrifugirani 15 min na 12000 x g 1 4°C. Supernatant je
prebacen u nove tube i inkubiran dodatnih 20 min na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je izmerena
apsorbanca na 350 nm. Koncentracija H2O: je izracunata iz standardne krive (Slika 3), zatim
preracunata na svezu masu biljnog tkiva i izrazena kao pmol/g sveze mase.
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Slika 3. Standardna kriva za odredivanje koncentracije vodonik peroksida.

3.6.3. Odredivanje nivoa lipidne peroksidacije

Za odredivanje nivoa lipidne peroksidacije u listovima i korenovima koris¢en je TBAR esej,
koji se =zasniva na reakciji malondialdehida (MDA), sekundarnog proizvoda oksidacije
polinezasi¢enih masnih kiselina, sa tiobarbituratnom kiselinom (eng. ,, Thiobarbituric acid”- TBA)
pri ¢emu nastaje produkt crvene boje sa maksimumom apsorpcije na 532 nm (Heath i Packer, 1968).
U 200 mg biljnog tkiva samlevenog u tecnom azotu dodato je 0,75 ml 0,1% trihlorsiréetne kiseline
(eng. ,, Trichloroacetic acid”- TCA), a zatim su tube centrifugirane 15 min na 14000 rpm 1 4°C.
Nakon centrifguranja, 0,5 ml supernatanta prebaceno je u nove tube i dodato 0,75 ml 0,5% TBA u
20% TCA. Tube su zatim inkubirane 30 min na 95°C, a nakon inkubacije ohladene na ledu pa
centrifugirane 15 min na 10000 rpm i sobnoj temperaturi. Apsorbanca supernatanta merena je osim
na 532 nm i na 600 nm, radi korekcije za nespecifinu apsorbanciju interferiraju¢ih jedinjenja.
Koncentracija MDA izracunata je na osnovu ekstinkcionog koeficijenta za MDA (155 mM/cm) i
izrazena je kao nmol/g sveze mase.

3.6.4. Odredivanje sadrzaja prolina

Za odredivanje sadrzaja prolina, u 100 mg biljnog tkiva samlevenog u te¢nom azotu dodato
je 2 ml 3% sulfosalicilne kiseline i inkubirano na ledu uz povremeno vorteksovanje. Zatim su
uzorci centrifugirani 15 min na 14000 rpm i1 4°C, nakon ¢ega je 1 ml supernatanta prebacen u
staklene epruvete sa zapuSatem. U supernatante je dodato po 1 ml kiselog ninhidrina i 1 ml
glacijalne sir¢etne kiseline i inkubirano tokom 1h u vodenom kupatilu na 100°C. Reakcija
zaustavljena kratkom inkubacijom epruveta na ledu, a zatim je usledila inkubacija na sobnoj
temperaturi u trajanju od 10 min. Reakciona smesa prebacena je u tube u koje je prethodno dodato 2

28



ml toluena, a zatim su tube dobro promesane i1 vorteksovane. Po 1 ml iz gornje faze uzet je za
merenje apsorbance na 520 nm. Kao blank koris¢en je toluen. Sadrzaj prolina odreden je iz formule:

umol prolina/g biljnog tkiva = [(ng prolina/ml x ml toluena u smesi)/115,5 pg/umol]/[(g biljnog
tkiva/5]

1z standardne krive (Slika 4) odreden je pg prolina/ml.
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Slika 4. Standardna kriva za izracunavanje koncentracije prolina

3.7. Odredivanje aktivnosti antioksidativnih enzima
3.7.1. Priprema enzimskog ekstrakta i odredivanje koncentracije proteina

Po 200 mg uzoraka listova i korenova samlevenih u tecnom azotu koriS¢eno je za
ekstrakciju proteina. U mikrotube sa uzorcima postepeno je dodavan hladan kalijum-fosfatni pufer
(50 mM, pH 7) sa dodatkom EDTA (1 mM). Uzorci su sve vreme drzani na ledu uz povremeno
kratko vorteksovanje. Nakon homogenizacije, centrifugirani su 30 min na 13000 rpm 1 4°C.
Supernatant koji sadrzi ekstrahovane proteine prebacen je nove mikrotube a koncentracija proteina
odredena je Bradfordovom metodom (Bradford, 1976). U 750 ul Bradfordovog reagensa (Sigma-
Aldrich, SAD) dodato je 25 ul ekstrakta proteina i nakon inkubacije u trajanju od 5 min na sobnoj
temperaturi izmerena je apsorbanca na 595 nm. Koncentracija proteina dobijena je
preracunavanjem sa standardne krive (Slika 5). Proteinski ekstrakti cuvani su na -80°C do trenutka
korisS¢enja.
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Slika 5. Standardna kriva za odredivanje koncentracije proteina.
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3.7.2. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze

Za odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) primenjena je metoda koja se zasniva
na redukciji NBT-a (eng. ,,nitrobluetetrazolium”) do formazana od strane superoksidnih radikala
koji nastaju od molekularnog kiseonika dejstvom riboflavina i metionina (Beauchamp i Fridovich,
1971). Tom prilikom dolazi do promene boje iz zute u plavu, a koli¢ina produkovanog formazana
meri se spektrofotometrijski na 560 nm. Rezultat aktivnosti SOD je opadanje intenziteta plave boje
zbog manje koli¢ine prisutnih superoksid radikala i samim tim manje redukovanog NBT-a. U test
tube dodato je: 25 pl enzimskog ekstrakta, 1305 pl kalijum-fosfatnog pufera (50 mM, pH 7.8), 10
pl 11,25 mM NBT-a, 150 pl 130 mM metionina i 10 pul 300 uM riboflavina. Po dodatku riboflavina
smeSa je promesana, a tube inkubirane 30 min u mraku. U kontrolnu 1 blank tubu dodato je 1330 pl
kalijum-fosfatnog pufera (pH 7,8, 50 mM), 10 ul 11,25 mM NBT-a, 150 ul 130 mM metionina i 10
pl 300 uM riboflavina, a nakon mesanja blank tuba je inkubirana u mraku, dok je kontrolna tuba
izlozena uniformnom osvetljenju u trajanju od 30 min. Nakon inkubacije izmerena je apsorbanca na
560 nm. Dobijene vrednosti apsorbance uvrstene su u formulu:

A (kontrola)-A (test)
A (kontrola)

S obzirom da je 50% inhibicije NBT-a jednako 1U aktivnosti SOD, aktivnost SOD dobijena je iz
sledec¢e formule:

inhibicija redukcije NBT-a (%) = x 100 %

aktivnost SOD (U) = S:)—UO/ x inhibicija NBT-a (%). Aktivnost SOD je finalno izrazena kao U/mg

proteina.

3.7.3. Odredivanje aktivnosti askorbat peroksidaze

Za odredivanje aktivnosti askorbat peroksidaze (APX) u kivete je dodato 1443 pl kalijum-
fosfatnog pufera (50 mM, pH 7), 25 ul enzimskog ekstrakta, 15 ul 50 mM askorbata, 17 pul 880 mM
H>O> (Nakano i Asada, 1981). SmeSa je promeSana, a zatim je meren pad apsorbance na 290 nm
tokom 5 min u intervalima od 15 s. Aktivnost APX izra¢unata je koriS¢enjem ekstinkcionog
koeficijenta za askorbat (2,8 mM/cm) i izraZena kao U/mg proteina pri ¢emu je 1U = 1 umol/min.

3.7.4. Odredivanje aktivnosti peroksidaze

Za odredivanje aktivnosti peroksidaze (POD) koriS¢en je test koji se bazira na redukciji
H>0O: od strane peroksidaze pri ¢emu dolazi do oksidacije a-naftola i tom prilikom nastaje ljubicasto
obojen kompleks (Guilbault i Kramer, 1964). Direktno u kivete dodato je: 675 pl 10 mM H>O, 50
ul 2 mM a-naftola i 25 pl enzimskog ekstrakta. Formiranje ljubicasto obojenog produkta praceno je
spektrofotometrijski kao porast apsorbance na 620 nm tokom 5 min u intervalima od 15 s.
Aktivnost POD izracunata je koriS¢enjem ekstinkcionog koeficijenta za nastali produkt (18 mM/cm)
1 izraZzena kao U/mg proteina pri ¢emu je 1U = 1 nmol/min.

3.7.5. Odredivanje aktivnosti glutation reduktaze

Za odredivanje aktivnosti glutation reduktaze (GR), u kivete je dodato 1375 ul kalijum-
fosfatnog pufera (0,025 mM, pH 7.,8), 25 ul enzimskog ekstrakta, 50 pl 15 mM oksidovanog
glutationa 1 50 pl 3,6 mM NADPH. Nakon meSanja smese, pracen je pad apsorbance na 340nm
tokom 5 min u intervalima od 15 s. Aktivnost enzima izracunata je koriS¢enjem ekstinkcionog
koeficijenta za NADPH (6,22 mM/cm) i izrazena kao U/mg proteina pri ¢emu je 1U = 1 nmol/min
(Schaedle i Bassham, 1977).
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3.7.6. Odredivanje aktivnosti katalaze

Aktivnost katalaze (CAT) odredena je pomocu amonijum-heptamolibdata koji sa H2O»
formira kompleks zute boje (Goth, 1991; Hadwan i Abed, 2016). Ova;j test primenjuje korekcioni
faktor (kontrolne tube) kako bi se eliminisala interferencija koja poti¢e od amino kiselina i1 proteina
prisutnih u uzorku. U test tube dodato je: 671 pl kalijum-fosfatnog pufera (50 mM, pH 7), 5 ul
enzimskog ekstrakta 1 74 ul 3% H>0». U kontrolne tube dodato je 745 ul kalijum-fosfatnog pufera
(50 mM, pH 7) i 5 pl enzimskog ekstrakta. Kao standard je koris¢eno 676 ul kalijum-fosfatnog
pufera (50 mM, pH 7) 1 74 ul 3% H20.. Kao blank koris¢eno je 750 pl kalijum-fosfatnog pufera (50
mM, pH 7). Sve tube su vorteksovane, a zatim inkubirane na 37°C u trajanju od 3 min, nakon ¢ega
je u svaku tubu dodato po 750 pul 32,4 mM amonijum molibdata. Apsorbanca na 405nm je izmerena,
a aktivnost katalaze izracunata iz formule:

. 2 A
aktivnost (kU) =ﬂx [lo __ Afstandard) 4Vt
t A (test)-A (kontrola)” = Vs

t- vreme inkubacije; Vt- ukupna zapremina u test tubi; Vs- zapremina enzimskog ekstrakta u test
tubi. Aktivnost katalaze je izraZzena kao kU/mg proteina.

3.8. Odredivanje sadrzaja metala u biljnim tkivima

Biljni materijal je prethodno podeljen na razlicite delove (koren, stablo, list i rizom) i osusen
na vazduhu do konstantne teZine, a zatim samleven u mlinu do finog praha. Prah je zatim razlozen u
65% azotnoj kiselini na 150°C, prema standardu (metod 3051 (USEPA 1998)). Koncentracija
mikroelemenata (Cu, Zn, Mn, Ni) 1 toksi¢nih (Pb, Cd, Cr) elemenata u biljnom materijalu i
supstratu uzetom sa odlagaliSta flotacione jalovine rudnika metala odredena je na atomskom
absorpcionom spektrofotometru (Shimadzu AA -7000) koriste¢i poznate standarde za poredenje
vrednosti apsorbance. Rezultati analize sadrzaja metala u biljnom uzorku i supstratu (Raki¢ i sar.,
2021) iskoris¢eni su za izraCunavanje biokoncentracionog faktora (BCF), translokacionog faktora
(TF) i indeksa usvajanja prema slede¢im formulama (Pidlisnyuk i sar., 2020):

BCF= (sadrzaj elementa u celoj biljci (mg/kg))/ (pocetni sadrZaj elementa u podlozi (mg/kg))
TF= (sadrzaj elemenata u nadzemnoj biomasi (mg))/ (sadrzaj elementa u korenu (mg))

Indeks usvajanja (mg) = koncentracija elementa (mg/kg) x suva masa (kg)

3.9. Izolacija ukupne RNK iz biljnog materijala i sekvenciranje

Delovi korenova iz obe eksperimentalne grupe (Mix 1 Kontrola) uzeti su dok je biljka jos$
uvek bila intaktna, detaljno isprani obi¢nom 1 sterilnom destilovanom vodom, a odmah samleveni u
tecnom azotu koriS¢enjem avana sa tuCkom. 70-80 mg spraSenog biljnog materijala uzeto je za
ekstrakciju ukupne RNK pomocu komercijalno dostupnog kita RNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN,
Nemacka) prema uputstvu proizvodaca. Cistoéa, integritet i koncentracija izolovane RNK odredene
su pomoc¢u NanoPhotometer spektrofotometra (IMPLEN, Nemacka). Uzorci su ¢uvani na -80 °C do
daljeg koris¢enja. Ukupna iRNK sekvencirana je koriS¢enjem platforme NovaSeq 6000 PE150 u
Novogene Co. Ltd. (Velika Britanija). Dobijeni rezultati sekvenciranja deponovani su u SRA (eng.
., Sequence Read Archive”-SRA) bazi sa pristupnim brojem PRINA1026082.

3.10. Analiza podataka dobijenih sekvenciranjem RNK

Podaci dobijeni RNK sekvenciranjem filtrirani su kako bi se odstranila ocitavanja

(1394

nedovoljnog kvaliteta. Za “Cista” ocitavanja izracunati su Q20, Q30 i sadrzaj GC parova (Cock i
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sar., 2010, Erlich 1 sar., 2008, Jiang i sar., 2011). Kako referentni genom za M. x giganteus nije
dostupan, ocitavanja su poravnata sa genomom M. lutarioriparius koris¢enjem HISAT?2 software-a.
Stringtie je koriS¢en za asembliranje seta izoformi transkripata iz svakog bam fajla dobijenog iz
mapiranja. featureCounts je koriS¢en za brojanje mapiranih sekvenci svakog gena, ukljucujuéi i
poznate i nove gene. Zatim, izracunat je RPKM (eng. ,,Reads Per Kilobase per Million mapped
reads”) za svaki gen na osnovu broja mapiranih sekvenci i duzine gena (Trapnell i sar., 2010).
Analizi diferencijalne ekspresije gena (DEG) prethodila je normalizacija broja ocitavanja za svaku
sekvenciranu biblioteku metodom Trimmed Mean of M values (TMM) (Dillies i sar., 2013).
Analiza DEG izmedu biljaka tretmana Mix 1 Kontrole uradena je pomo¢u DGESeq R paketa, a p
vrednosti podesene Benjamini i Hochberg metodom (Anders i Huber, 2010). Korigovana p vrednost
od 0,005 i |log2 (fold change)| =1 odredeni su kao grani¢na vrednost za znacajnu diferencijalnu
ekspresiju (Robinson i sar., 2010). Funkcionalna karakterizacija DEG-ova uradena je pomocu
ClusterProfiler R paketa, tako §to su GO termini sa korigovanom p vredno$¢u manjom od 0,05, koji
se odnose na neki od tri aspekta ukljucujué¢i molekularnu funkciju, ¢elijsku komponentu ili bioloski
proces, dodeljeni DEG-ovima. ClusterProfiler R paket je koriS¢en za analiziranje pripadnosti DEG
KEGG pathways bazi (Kanehisa i Goto, 2000; Yu i sar., 2012).

3.11. Analiza diferencijalno eksprimiranih gena metodom kvantitativnog PCR-a kome

prethodi reverzna transkripcija (RT-qPCR)

Verifikacija poviSene ekspresije odabranih DEG na osnovu rezultata RNK sekvenciranja
izvrSena je metodom kvantitativnog PCR kome prethodi reverzna transkripcija (RT-qPCR).
Uzimajuéi u obzir GO analizu i padj vrednost, odabrani su geni koji kodiraju sledece proteine:
,»Multidrug and toxic compound extrusion protein” -MATE 14, 16, 35, 40, ,,COBRA-like protein 1,
,chitinase-like protein 1%, ,,Heavy metal-associated isoprenylated plant protein” - HMA 7, 32, 33,
,Barly nodulin-93%, | Peroxidase 70%, .“Auxin-responsive protein SAUR36%, , Pectinesterase 1°,
,Pectinesterase inhibitor PPE8B*“, ,Galactoside 2-alpha-L-fucosyltransferase®. Prajmeri su
konstruisani pomocu PrimerBLAST alata dostupnog na veb-sajtu NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) i nalaze se u Prilog 1. Specifi¢nost dizajniranih
prajmera je potvrdena elektroforezom RT-qPCR produkata na agaroznom gelu. RevertAid First
Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, SAD) je koris¢en za sintezu cDNK iz
ukupne RNK izolovane iz korenova biljaka M. x giganteus iz obe eksperimentalne grupe (Mix i
Kontrola) prema uputstvu proizvodaca. Najpre je ukupna RNK pre¢is¢ena od genomske DNK
dodavanjem 1 pg RNK, 1 pl 10 x Reakcionog pufera sa MgClz, 1 pl (1U) DNaze I, bez RNaza
(#ENO0521) i vode do 10 pl u sterilne tube bez RNaza. Smesa je zatim inkubirana 30 min na 37°C,
nakon cega je dodat 1 pul 50 mM EDTA 1 inkubirano jo§ 10 min na 65°C. Za sintezu prvog lanca
cDNK, u sterilne tube bez nukleaza dodato je redom: izmedu 0,1 i 5 pg ukupne precis¢ene RNK, 1
ul oligo (dT)1s prajmera i vode bez nukleaza do 12 pl. Kako bi se uklonile sekundarne strukture,
tube su nezno promesane, kratko centrifugirane i inkubirane 5 min na 65°C, a zatim ohladene na
ledu. U tube je zatim dodato redom: 4 pl 5 x Reakcionog pufera, 1 ul RiboLock inhibitora RNaza
(20 U/pl), 2 pul 10 mM dNTP Mix-a i 1 pl RevertAid M-MuLV reverzne transkriptaze (200 U/pl).
Tube su nezno promesane 1 kratko centrifugirane, a zatim inkubirane 60 min na 42°C. Reakcija je
zaustavljena zagrevanjem na 70°C tokom 5 min. Istovremeno, sintetisane su i RT- kontrole koje su
sadrzale sve komponente reakcione smeSe osim enzima reverzne transkriptaze. Za RT-qPCR
koris¢en je SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Masacusets,
SAD) i PCR aparat sa 96 bunari¢a StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Thermo Fisher Scientific, SAD). Reakciona smesa sadrzala je 5 ul SYBR Green Master Mix-a,
forward 1 reverse prajmer svaki pojedinac¢no u finalnoj koncentraciji 400 nM, 2 pl uzorka (svi
uzorci su podeSeni na istu koncentraciju) i vode bez nukleaza do finalne zapremine od 10 pl. Kao
kontrole koris¢ene su NTC (eng. ,,no-template control”) kontrola, koja sadrzi sve komponente
reakcione smese osim matrice i sluzi za detekciju kontaminacije reagenasa, kao i RT- kontrola,
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dobijena u koraku sinteze cDNK, kojom se detektuje kontaminacija genomskom DNK, mada su i
sami prajmeri dizajnirani tako da obuhvataju granicu egzon-egzon ¢ime je mogu¢nost umnozavanja
genomske DNK znaajno umanjena. Obe eksperimentalne grupe (Mix i Kontrola) imale su tri
bioloSka ponavljanja od ¢ega je svaki analiziran u dva tehnicka ponavljanja. Program po kome su se
reakcije odvijale obuhvatao je inicijalnu denaturaciju na 95°C u trajanju od 10 min, 40 ciklusa na
95°C u trajanju od 15 s 1 60°C u trajanju od 1 min. Odnos ekspresije odabranih transkripata kod
Mix u odnosu na Kontrolu, normalizovan u odnosu na referentni gen Sb02g041180, izraCunat je
prema Pfaffl metodi (2001).

3.12. Identifikacija MATE i COBRA-like gena

S obzirom da genom M. x giganteus nije dostupan u NCBI Genome Database, kao ni za
vrstu M. sinensis, dok za M. sacchariflorus postoji referentni genom koji nije anotiran, za pretragu
gena MATE (eng. , Multidrug and toxic compound extrusion — MATE) 1 COBRA-like kori$¢en je
genom sledeée najsrodnije vrste za koju je dostupan referentni genom, a koji je takode i anotiran, i
to je referentni genom M. lutarioriparius (GenBank GCA_904845875.1) (Miao i Feng, 2021).
Konsenzusne sekvence MatE i COBRA domena preuzete su sa Conserved Domain Database (CDD,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/) 1 koriS¢ene za pretrazivanje referentnog proteoma M.
lutarioriparius pomo¢u BLASTP alata. Kako bi se dobio $to tacniji broj MATE 1 COBRA-like gena,
rezultati dobijeni BLASTP pretragom manuelno su filtrirani na prisustvo konzerviranih MatE
(Pfam: PF01554) odnosno COBRA (Pfam: PF04833) domena, respektivno, koriste¢i HMMER
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/search/hmmscan) i Conserved Domain Database (CDD,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/). Pretpostavljene MATE sekvence su, takode,
proverene na prisustvo tipi¢nih karakteristika MATE transportera, kao $to su prisusto MatE domena,
8-12 transmembranskih domena 1 klasifikaciju kao MATE _like superfamilija (Zhang 1 sar., 2021).
Fizic¢ki parametri kao $to su molekulska tezina (MW), teoretska izoelektricna tacka (pl), ukupan
broj negativno naelektrisanih ostataka (Asp + Glu), ukupan broj pozitivno naelektrisanih ostataka
(Arg + Lys), indeks nestabilnosti, alifaticni indeks i GRAVY (engl. Grand average of
hydropathicity) odredeni su pomocu ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/). Za predikciju
subcelularne lokalizacije koris¢en je Plant-mPLoc (http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant-
multi/).

3.13. Filogenetska analiza MATE i COBRA-like proteina

56 MATE and 12 COBRA-like sekvenci A. thaliana su preuzeti iz TAIR baze i baza
dostupnih kod NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov, http://www.arabidopsis.org) i iskoris¢ene za
konstruisanje dva posebna filogenetska stabla zajedno sa MATE 1 COBRA-like sekvencama M.
lutarioriparius  dobijenim nakon filtriranja BLASTP rezultata. MEGA X software
(www.megasoftware.net) koriS¢en je za konstruisanje filogenetskog stabla maximum likelihood
metodom. Primenjeni su slede¢i parametri: Test of phylogeny: Bootstrap method, Number of
bootstrap replications: 1000, Substitutions type: Amino acid, Model/method: Jones-Taylor-
Thornton (JTT) model, Rates among sites: Uniform rates, Gaps/missing data treatment: Complete
deletion, ML heuristic method (Niu et al., 2015).

3.14. Statisti¢ka analiza

Svi testovi su sprovedeni u najmanje tri bioloska ponovka i ponovljena kroz najmanje dva
tehni¢ka ponovka. Dobijeni podaci su najpre testirani na jednaku varijansu koriste¢i Levene test i
na normalnu raspodelu koriste¢i Shapiro-Wilk test. Podaci su zatim podvrgnuti one-way analizi
varijanse (ANOVA), a srednje vrednosti uporedene koriSenjem Student t-testa, sa stepenom
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statistiCkog znaaja p<0.05. Sve statisticke analize, kao 1 vizuelizacija rezultata, uradeni su
koris¢enjem odgovarajucih biblioteka Python-a verzije 3.9.7, dostupnog na https://www.phyton.org
(Hunter, 2007; Virtanen i sar., 2020).

3.15. Analiza glavnih komponenti

Za parametere oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite uradena je analiza glavnih
komponenti - PCA (eng.”Principal component analysis”- PCA) analiza kojom se redukuje
dimenzionalnost podataka $to doprinosi u razumevanju obrazaca i veza koji postoje medu njima.
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4. REZULTATI

4.1. Izolacija i karakterizacija bakterija za osobine koje promovisu rast biljaka

Prikupljeni uzorci su primenom mikrobioloSkih metoda izolacije dali 75 izolata iz frakcije R
koja obuhvata rizosferu Miscanthus x giganteus i nijedan iz frakcija S i B. Na osnovu morfoloskih
(boja, oblik, veli¢ina), biohemijskih (katalaza test, sinteza egzopolisaharida, sinteza antibakterijskih
sekundarnih metabolita) i bojenja po Gramu izolati su klasifikovani u Sest grupa i izabran je po
jedan predstavnik iz svake grupe za dalju karakterizaciju, oznaceni kao Bo, Co, Do, F4, B21 i B22.
Svih Sest izolata imalo je pozitivnu katalaza reakciju, bili su pozitivni po Gramu osim izolata Bo
koji je bio Gram negativan 1 nijedan nije sintetisao egzopolisaharide.

IzvrSena je karakterizacija odabranih sojeva za osobine koje im omogucavaju da u direktnoj
interakciji sa biljkom promovisu njen rast kako u optimalnim, tako i u uslovima abiotickog ili
biotickog stresa. Rezultati testiranja sposobnosti sinteze odabranih egzoenzima pokazali su da svi
izolati produkuju najmanje dva od pet testiranih egzoenzima. Najvecu produkciju egzoenzima imao
je izolat Do kod kog je detektovana aktivnost svih pet testiranih egzoenzima (Slika 6).

Svi izolati, osim Bo, bili su otporni na osmotski stres i mogli da rastu u medijumu sa
dodatkom PEG6000, i to u najvisoj testiranoj koncentraciji (32,6%). Izolat Do se opet pokazao kao
najotporniji na razliCite vrste stresa, jer je jedini od svih testiranih izolata mogao, pored medijuma
sa dodatkom PEG6000 (32,6%), da raste i u uslovima povisene koncentracije soli (7% NaCl), kao 1
na povisenoj temperaturi od 50°C (optimalna temperatura za rast ovog soja je 30°C) (Slika 6).

Rizobakterije su izolovane iz rizosfere M x giganteus koji je rastao na odlagalistu
flotacione jalovine rudnika metala, pa je odredena minimalna inhibitorna koncentracija metala i
metaloida na kojima je najmanje jedan od izolata pokazao rast. Nijedan od izolata nije mogao da
raste u medijumu sa dodatkom HgSO4, BaCrOs, CdSOs ili ZnSO4. Najvisa tolerisana koncentracija
bila je 12 mM, §to predstavlja veoma visoku koncentraciju, i to je uoc¢eno kada je MnCl> dodat u
medijum, kod izolata Bo, Co i Do (Slika 6).

Analiza osobina bakterija koje ih direktno vezuju za promociju rasta biljaka pokazala je da
su svi izolati sintetisali indol-3-sir¢etnu kiselinu (IAA), gde je najveca produkcija detektovana
sedmog dana kod izolata B22 1 iznosila je 70,309 pg/ml. Sposobnost sinteze 1-aminociklopropan-
karboksilat (ACC) deaminaze zabelezena je kod svih sojeva, osim kod soja B22. Sposobnost
solubilizacije fosfata imali su sojevi Bo, Do 1 B22, a najizraZeniju produkciju siderofora imao je
izolat B21. Sposobnost fiksacije azota imali su sojevi Do, B21, B22 i F4 (Slika 6).

Analiza antimikrobne aktivnosti odabranih Sest izolata na neke od biljnih patogena pokazala
Najotporniji patogen bio je P. fuscovaginae, na kog je samo izolat Do ostvario inhibitorno dejstvo.
Svaki od izolata imao je antagonisticko dejstvo na rast najmanje Cetiri biljna patogena, ali je svaki
pokazao razli¢itu kombinaciju patogena ¢iji je rast inhibirao. Produkcija fenazin-1-karboksilne
kiseline (PCA) zabelezena samo kod soja Bo, dok produkcija pirolnitrina i pioluteorina nije

zabeleZena ni kod jednog izolata (Slika 6).

Svi izolati imali su sposobnost kretanja po tipu plivanja, ronjenja i trzanja. Najveci dijametri
uoceni su u slucaju pokreta po tipu plivanja i kretali su se od 1,45 do 4,06 cm. Prose¢na vrednost od
1,41 cm za ronjenje ukazuje da je ovaj tip kretanja najslabiji (Slika 6).

Svih Sest testiranih sojeva pokazalo je izvestan stepen produkcije biofilma, medutim nijedan
soj nije formirao jak biofilm ni posle 48 sati (Slika 6).
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Slika 6. Karakteristike odabranih sojeva bakterija koje im omogucavaju da promovisu rast biljaka u
optimalnim 1/ili uslovima abioti¢kog i biotickog stresa. Obojeni (narandzasti) kvadrati ukazuju na
prisustvo osobine kod izolata. Vrednosti nekih osobina su dodatno predstavljene i broj¢anim
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vrednostima. Red Ukupno predstavlja ukupan broj osobina koje su detektovane kod svakog soja.

4.1.1. Molekularna identifikacija izolata

Nakon analize sekvenci /6S rRNK, tuf, gyrB i rpoD gena izolati su determinisani kao
sledece vrste: Bo - Pseudomonas chlororaphis, Co - Bacillus toyonensis, Do - B. safensis, B21 -

Arthrobacter sp., B22 - B. aryabhattai i F4 - B. thuringiensis.
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4.2. Efekat tretmana Miscanthus x giganteus konzorcijumom bakterija izolovanim iz njegove

rizosfere

4.2.1. Promocija rasta M. X giganteus tretiranog konzorcijumom bakterija

U poredenju sa Kontrolom, biljke tretirane bakterijskim konzorcijumom (Mix) imale su veci
procenat rasta (100% posadenih rizoma je poraslo kod Mix, u odnosu na 60% kod Kontrole). Osim
toga, nadzemni deo biljke iz eksperimentalne grupe Mix iznikao je mesec dana ranije u odnosu na
Kontrolu. Ove biljke su imale znacajno veci ukupan broj listova po stablu (u proseku 9,33 kod Mix
u odnosu na 5 kod Kontrole), zelenije listove sa manje vidljivih oStecenja. Tretirane biljke bile su 1
znacajno vece visine (u proseku 70,67 cm po stablu kod Mix, u odnosu na 23,67 cm po stablu kod
Kontrole) 1 imale su znacajno vecu suvu i svezu masu listova i stabala (Slika 7, Prilog 8). Sve
vrednosti predstavljaju srednje vrednosti tri ponavljanja = SD (SD-standardna devijacija). Zvezdice
predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu biljaka iz eksperimentalnih grupa Mix i Kontrola.

B Mix
B Kontrola

Sveza/suva masa (g)/broj listova

Slika 7. Parametri rasta tretiranih (Mix) i netretiranih (Kontrola) biljaka Miscanthus x giganteus
gajenih u supstratu sa odlagaliSta flotacione jalovine rudnika Pb/Zn/Cu u centralnoj Srbiji..
(Studentov t-test, *p < 0,05). DW-suva masa; FW-sveza masa.

Biljke tretirane bakterijskim konzorcijumom imale su znatno razvijeniji korenski sistem
(Slika 8B) u odnosu na koren biljke iz kontrole Slika 8A.
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Slika 8. Skenirani reprezentativni korenovi biljaka Kontrole (A) i Mix (B).

Ukupna duzina korenova bila je znacajno veca kod biljaka iz grupe Mix u odnosu na
Kontrolu (Slika 9B, Prilog 8). Isto je uoceno 1 za duzinu glavnog (3,08 m kod Mix u poredenju sa
1,54 m kod Kontrole) i lateralnih korenova (29,92 m kod Mix u poredenju sa 11,16 m kod Kontrole)
(Slika 9A 1 9B, Prilog 8).
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Slika 9. Duzine korenova i visine biljaka tretiranih (Mix) i netretiranih (Kontrola) biljaka
Miscanthus % giganteus gajenih u supstratu sa odlagaliSta flotacione jalovine rudnika Pb/Zn/Cu u
centralnoj Srbiji. (Studentov t-test, *p < 0,05).

4.2.2. Povecanje fitoremedijacionog kapaciteta M. X giganteus tretiranog konzorcijumom

bakterija

Koncentracije testiranih metala u razli¢itim biljnim delovima (list, stablo, rizom 1 koren)
prikazane su na Slikama 10 (Mn, Pb, Zn)i 11 (Cu, Cd, Ni i Cr) i Prilogu 8. Biljke M. x giganteus iz
obe eksperimentalne grupe (Mix i1 Kontrola) akumulirale su viSestruko veée koncentracije svih
metala u korenovima u poredenju sa nadzemnim delovima, sa najizrazenijom razlikom za Ni, Pb,
Cu 1 Cd. Koncentracija Pb u rizomima kod obe eksperimentalne grupe, kao 1 Ni u rizomima
Kontrole bile su ispod granica detekcije. Od svih testiranih metala, biljke M. x giganteus iz obe
eksperimentalne grupe, akumulirale su najviSe Mn. NajizraZenija razlika izmedu akumuliranih
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koncentracija Mn u poredenju sa drugim metalima, zabeleZena je u stablima i listovima 1 kod Mix 1
kod Kontrole. Jedini izuzetak bili su rizomi biljaka Mix, koji su akumulirali viSe Zn nego Mn.

o 400 -
E : = Mn
8 300
G
£ 20-
§in
-
Wontrola  Mix
Lig

250 4
3
-]
E
]
?
g

L]

2 Pb
Z
8
:
2

Kontrola  Mix
Koran

5§ 8

8

8

Koncentracija metala (mgfkg suve mase)
g

8

(=]

Kontrmla  Mix

Slika 10. Koncentracije metala (Mn, Pb i Zn) u razli¢itim biljnim delovima (list, stablo, rizom i
koren). (Studentov t-test, *p < 0,05).
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Statisticki visa koncentracija Mn (291,56 mg/kg kod Mix u poredenju sa 152,15 mg/kg kod
Kontrole), Zn (35,46 mg/kg kod Mix u poredenju sa 20,87 mg/kg kod Kontrole), Cr (14,91 mg/kg
kod Mix u poredenju sa 7,58 mg/kg kod Kontrole) 1 Cd (0,81 mg/kg kod Mix u poredenju sa 0,14
mg/kg kod Kontrole) detektovana je u listovima biljaka Mix u poredenju sa listovima biljaka
Kontrole (Slike 10 1 11). Takode, statisticki viSa koncentracija Zn detektovana je u stablima biljaka
Mix u poredenju sa stablima Kontrole (72,33 mg/kg kod Mix u poredenju sa 52,02 mg/kg kod
Kontrole) (Slika 10).
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Slika 11. Koncentracije metala Cu i Cd, Ni i Cr u razli¢itim biljnim delovima (list, stablo, rizom i
koren). (Studentov t-test, *p < 0,05).

Koncentracije akumuliranih metala u svakom biljnom delu pratile su slede¢i redosled:
koren > stablo > list > rizom za Mn, Pb, Ni 1 Cd u oba tretmana i Cu i Cr samo kod Kontrole. Kod
Mix-a redosled za Cu bio je slede¢i: koren > list = rizom > stablo, dok je za Cr bio: koren > list >
stablo > rizom. Za Zn, kod oba tretmana, redosled je bio slede¢i: koren > rizom > stablo > list.
Medutim, ukupna koli¢ina ekstrahovanih metala, izrazena kao indeks usvajanja (Tabela 2), bila je
najveca u rizomima za Mn, Zn 1 Cr kod oba tretmana i Cd kod biljaka iz grupe Mix. Najve¢i indeks
usvajanja uocen je u korenovima za Pb, Ni i Cu kod oba tretmana, kao i Cd samo kod Kontrole.
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Tabela 2. Indeks usvajanja analiziranih metala (mg) u razli¢itim biljnim delovima M. x giganteus
biljaka iz dve eksperimentalne grupe (Mix i Kontrola), izracunat kao srednja vrednost koncentracije
metala (mg/kg suve mase) x srednja vrednost suve mase (kg).

Metal List Stablo Rizom Koren
Kontrola Mix Kontrola Mix Kontrola Mix Kontrola Mix

Mn 0.026 0.423 0.100 0.506 0.896 0.902 0.310 0.293
Pb 0.001 0.031 0.008 0.050 ig* 1g.* 0.124 0.104
Zn 0.004 0.052 0.017 0.118 0.777 1.115 0.115 0.095
Ni 0.001 0.010 0.002 0.011 1g.* 0.007 0.060 0.053
Cu 0.001 0.009 0.002 0.004 0.006 0.020 0.028 0.049
Cr 0.001 0.022 0.005 0.021 0.088 0.089 0.061 0.024
Cd 0.000 0.001 0.000 0.002 0.001 0.009 0.003 0.003

*ig- ispod granice detekcije

U ovom istrazivanju, bakterijski tretman doprineo je povecéanju TLF vrednosti za sve
testirane metale (Tabela 3), a te vrednosti bile su ve¢e od 1 za Mn, Zn, Cr i Cd, §to ukazuje da ove
bakterije poboljsavaju fitoekstrakcioni kapacitet M. x giganteus.

Tabela 3. Translokacioni (TLF) i biokoncentracioni (BCF) faktor za razli¢ite metale kod M. x
giganteus biljaka iz dve eksperimentalne grupe (Mix i Kontrola).

Metal TLF Kontrola  TLF Mix BCF Kontrola  BCF Mix
Mn 0.41 3.17 0.003 0.003

Pb 0.07 0.79 <0.001 <0.001
Zn 0.18 1.79 <0.001 <0.001
Ni 0.04 0.38 0.015 0.013

Cu 0.12 0.26 <0.001 <0.001
Cr 0.11 1.81 <0.001 <0.001
Cd 0.07 1.39 0.001 0.001

Rezultat za testirane parametre kod biljaka grupe Mix i kontrole prikazan je na Slici 12.
Smer 1 duzina svake strelice prikazuje doprinos svake varijable diskriminaciji u prostoru. Najveci
deo varijabilnosti je opisan na prvoj PCA osi (49,9338%), dok je na drugoj PCA osi opisano
18,7467% ukune varijabilnosti uzorka.

PCA Biplot

14 Prolin koren

o H202 gt H202 koren

Principal Compenent 2
o

-2 4 d’

- 7‘2 7‘1 Pnnasal Component 1 i é é
Slika 12. Pozicije jedinki (0,1 i 2) tretiranih (Mix), kontrolnih biljaka(3,4,5) u prostoru I i II ose
analize osnovnih komponenti.
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4.2.3. Parametri stresa kod tretiranih i netretiranih biljaka M. x giganteus

Relativni sadrzaj vode bio je blago poviSen kod biljaka iz eksperimentalne grupe Mix u
odnosu na Kontrolu, dok je koncentracija prolina bila niza u listovima i korenovima ovih biljaka Sto
je 1 ocekivano (Slika 13, Prilog 8). Tretirane biljke imale su nizu koncentracija MDA, marker
lipidne peroksidacije, dok je koncentracija vodonik peroksida u listovima i korenovima biljaka iz
obe eksperimentalne grupe bila priblizno ista. Svi mereni parametri nisu pokazivali statisticki
znacajne razlike (Slika 13). Sve vrednosti predstavljaju srednje vrednosti tri ponavljanja + SD.
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Slika 13. Parametri stresa mereni u listovima i korenu tretiranih (Mix) i netretiranih (Kontrola)
biljaka M. x giganteus. A Relativni sadrzaj vode; B Koncentracija MDA ; C Koncentracija prolina;
D Koncentracija H>O». (Studentov t-test, *p < 0,05).

4.2.4 Aktivnost antioksidativnih enzima kod tretiranih i netretiranih biljaka M. x giganteus

Koncentracija proteina bila je znafajno visa u listovima biljaka tretiranih bakterijskim
konzorcijumom u odnosu na kontrolne biljke, dok u korenovima nije bilo razlike izmedu ova dva
tretmana (Slika 14, Prilog 8). Podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti tri ponavljanja = SD.
Zvezdice oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu biljaka iz eksperimentalnih grupa Mix i
Kontrola

=

B Mix
® Kontrola

S 0.1+

List Koren

Slika 14. Koncentracija proteina u listovima i korenovima biljaka Mix i Kontrola. (Studentov t-test,
*p <0,05).
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Aktivnost enzima ukljucenih u antioksidativnu zastitu ukazuju na znacajno vecu aktivnost
katalaze (CAT) i superoksid dismutaze (SOD) kod kontrolnih biljaka u odnosu na tretirane biljke
(Slika 15, Prilog 8). Zvezdice oznacavaju statistiCki znacajne razlike izmedu biljaka iz
eksperimentalnih grupa Mix i Kontrola.
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Slika 15. Aktivnost enzima antioksidativne zastite u listovima biljaka Mix i Kontrola. (Studentov t-
test, *p < 0,05).

4.3. Sekvenciranje transkriptoma i odredivanje DEG

Opsti pregled rezultata RNK sekvenciranja prikazan je u Tabeli 4. Kao rezultat
sekvenciranja ukupne iRNK generisano je preko 21 milion ,sirovih” ocitavanja sa oba kraja
fragmenta u oba uzorka (Mix i Kontrola). Nakon filtriranja ocitavanja sa slabijim kvalitetom, kao i
adapterskih sekvenci, dobijeno je 20826287 u Kontroli 1 22469139 ,Cistih” ocitavanja u Mix-u. S
obzirom da su ocitavanja bila visokog kvaliteta, preko 92,5% baza imalo je Q30 skor (eng. ,,Phred
Quality Score”), odnosno preko 92,5% baza ocitano je sa precizno$¢u od 99,9%, radene su dalje
analize. Ukupna stopa mapiranja Cistih ocCitavanja na genom M. lutarioriparius bila je 87,36%
odnosno 87,07% kod Kontrole, odnosno Mix-a. Procenat jedinstveno mapiranih ocitavanja bio je
78,53% odnosno 77,20% za Kontrolu odnosno Mix.

Tabela 4. Opsti pregled rezultata RNK sekvenciranja.

Uzorci Kontrola Mix
»dirova” ocitavanja 21146651 22713862
,,Cista” olitavanja 20826287 22469139
Q20 (%) 97.18 97.25
Q30(%) 92.52 92.72
GC (%) 54.8 53.6
Ukupno mapirano (%) 87.36 87.07
Jedinstveno mapirano 78.53 77.20
(%)

Na Venovom dijagramu (Slika 16A) prikazan je broj koeksprimiranih 1 jedinstveno
eksprimiranih gena u korenovima obe grupe biljaka (Mix 1 Kontrola). Na Slici 16B, prikazan je broj
diferencijalno eksprimiranih gena (DEG) izmedu dva testirana uzorka, pri ¢emu su za prag
znacajnosti uzeti p vrednost korigovana prema Benjamini-Hochberg proceduri (padj < 0,005), kao i
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logaritam odnosa ekspresije izmedu Mix 1 Kontrole (log2 fold change > 1). Ukupan broj DEG bio je
9892, od cega je 5134 gena pokazivalo poveéanu regulaciju, dok je 4758 pokazivalo snizenu
regulaciju u korenovima tretiranih biljaka u odnosu na korenove kontrolnih biljaka (Slika 16B).
Hijerarhijska klaster analiza, koristi se za pronalazenje gena sa sli¢nim obrascima ekspresije pod
istim uslovima, pri ¢emu klasterovanjem gena sa sliénim obrascima ekspresije moguce je otkriti
nove funkcije ve¢ okarakterisanih gena, odnosno funkcije gena koji nisu okarakterisani (Prilog 2).

Funkcionalna karakterizacija DEG radi se kroz ,.enrichment* analizu, pri ¢emu se mogu
dobiti informacije o bioloSkim funkcijama ili putevima koji su znacajno asocirani sa DEG. Gene
Ontology (GO) anotira gene bioloskim procesima, molekularnim funkcijama 1 celijskim
komponentama. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) anotira gene do nivoa
bioloskih puteva, kao §to su metabolizam, prenos signala i ¢elijski procesi. DEG koji su bili up-
regulisani kod biljaka grupe Mix u odnosu na Kontrolu, dobili su 32 GO termina koji su prikazani u
Prilogu 3. DEG koji su bili down-regulisani kod tretiranih biljaka u odnosu na Kontrolu dobili su 63
GO termina, koji su prikazani u

A B MIX_R_MGvsC R_MG

MIX_R_MG C_R_MG

7118 29969 2027

i L : padjust<0.005
. f |log2foldchange|=1

* UP5134
o DOWN 4758

-log10{padjust)

. MO 30077

101
log2foldchange

Slika 16. Venov dijagram pokazuje broj koeksprimiranih gena u tretmanima Mix i Kontrola,
odnosno jedinstveno eksprimiranih u svakom od tretmana (A). Broj diferencijalno eksprimiranih
gena (DEG) izmedu dve eksperimentalne grupe (Mix 1 Kontrola). DEG su nadeni pomocu edgeR sa
pragom znacaja padj < 0.005 i log2FoldChange > 1.0 (B).

Prilogu 4. Od 9892 DEG, ukupno 2558 DEG je povezano sa GO terminima, pri ¢emu je 471
up-regulisani DEG je povezano sa “bioloSkim procesom”, 206 sa “¢elijskom komponentom”, i 540
sa “molekularnom funkcijom”, dok je 331 down-regulisani DEG je povezan sa ‘“bioloSkim
procesom”, dok je 1010 bilo povezano sa “molekularnom funkcijom” i nijedan sa “Celijskom
komponentom”. Od GO termina koji su dodeljeni DEG (Prilog 3 i1 Prilog 4), na Slici 17 prikazano
je 20 GO termina sa najmanjim padj vrednostima. DuZina stubica predstavlja statistiCku znacajnost
svakog GO termina (*p < 0.05).
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Slika 17. Rezultati ,,enrichment” analize DEG.

Jedan od GO termina koji su dodeljeni DEG sa poviSenom ekspresijom, bio je i
G0:0042221 (engl. response to chemical-odgovor na hemikaliju) (Prilog 3), a medu DEG kojima je
on dodeljen nalazi se i 13 gena koji sadrze konzervirani domen (PF01554) karakteristiCan za
proteine iz familije Multidrug and Toxic compound Extrusion (MATE) protein family. Medu GO
terminima koji su dodeljeni up-regulisanim DEG nalazio se takode i GO:0071554 (engl. ,,cell wall
organization or biogenesis‘), a jedan od DEG sadrzao je konzervirani domen (PF04833)
karakteristi¢an za proteine iz COBRA familije proteina. 200 DEG je povezano sa ukupno pet
KEGG puteva (Slika 18), ukljuc¢ujuéi Biosintezu fenilpropanoida (59 DEG), Metabolizam skroba i
saharoze (46 DEG), Biljna hormonska signalna transdukcija (63 DEG), Metabolizam alfa-
Linoleinske kiseline (18 DEQG) i1 Biosinteza flavonoida (14 DEG) (Prilog 5). Na Slici 18 prikazano
je 20 metabolickih puteva sa najmanjim padj vrednostima, ali je samo pet gore navedenih imalo
padj vrednost manju od 0,05. GeneRatio na x osi predstavlja odnos broja DEG u datom putu prema
ukupnom broju anotiranih gena u tom putu. Veli¢ina tacaka oznacava broj DEG u datom putu a
boja predstavlja padj vrednost.

U cilju potvrde rezultata RNK sekvenciranja, uobicajeno je testiranje ekspresije odabranih
gena i pomoc¢u RT-qPCR analize. Inicijalno je odabrano viSe gena za RT-qPCR analizu. Medutim, s
obzirom na nepostojanje referentnog genoma i transkriptoma M. X giganteus, za dizajniranje
prajmera je koriS¢en transkriptom Sorghum bicolor. Zbog toga su neki od konstruisanih prajmera
(Prilog 1) davali nespecificne produkte ili ih nije bilo pa nisu dalje kori§¢eni u eksperimentima. U
tom smislu, za dalji rad je odabrano cCetiri gena, za koje su konstruisani prajmeri davali specifi¢ne
ciljne fragmente, bez nespecifi¢nih proizvoda. To su bila dva gena iz familije MATE (MATE14 i
MATEA40), koji su od svih MATE gena sa poviSenom ekspresijom u biljkama tretiranim bakterijskim
konzorcijumom u odnosu na Kontrolu imali najnize padj vrednosti, zatim jedan gen iz COBRA
familije (COBRA-like 1) koji je takode bio sa ve¢om ekspresijom kod biljaka iz grupe Mix u odnosu
na Kontrolu kao i gen koji kodira chitinase-like protein 1.

45



MIX_R_MGvsC_R_MG_ALL

Sulfur metabaolism 4

Starch and sucrose metabolism 4
Plant-pathogen interaction 4

Plant hormone signal transduction 4
Phenylpropanoid biosynthesis 4
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan ...
Pentose and glucuronate interconversions -
Monobactam biosynthesis 4

MAPK signaling pathway - plant -

Linoleic acid metabolism -

Glycine, serine and threonine metabolism -
Glycerolipid metabolism -

Glutathione metabolism -

Galactose metabaolism 4

Flavonoid biosynthesis -

Cyanoamino acid metabolism 4
Brassinosteroid biosynthesis -

Biosynthesis of amino acids

Amino sugar and nucleotide sugar metabolism -

L ]

alpha-Linolenic acid metabolism -

&

L&)

0.02

0.04

0.06

0.08

Count
® 20
@®
@® s

padj

- 1.00

0.75
0.50

0.25

‘ 0.00

GeneRatio

Slika 18. Rezultati KEGG enrichment analize DEG.

Rezultati RT-qPCR analize (Slika 19) pokazuju znacajno vecu ekspresiju gena koji kodiraju
proteine MATE40 i COBRA-like protein 1 kod biljaka iz eksperimentalne grupe Mix u odnosu na
Kontrolu, $to je u skladu sa rezultatima dobijenim nakon RNK sekvenciranja. Medutim, ovi
rezultati su se razlikovali od rezultata iz RNK sekvenciranja u pogledu intenziteta povecanja
ekspresije. Prilikom RNK sekvenciranja log2 fold change bila je 6,24 odnosno 2,10 za MATE40 1
COBRA-like 1 gene, dok su RT-qPCR analizom dobijene vrednosti od 1,54 odnosno 2,59. Medutim,
RT-qPCR analiza je pokazala smanjenu ekspresiju MATEI4 gena kod biljaka iz grupe Mix u
odnosu na Kontrolu, §to nije dobijeno u rezultatima RNK sekvenciranja. Gen koji kodira chitinase-
like protein 1 nije pokazivao statisti¢ki znacajnu promenu u ekspresiji izmedu ove dve grupe biljaka.
Rezultati RT-qPCR analize prikazani su u vidu srednjih vrednosti + SEM (SEM-standardna greska
srednje vrednosti). Zvezdice oznacavaju statistiCki znacajne razlike izmedu dve eksperimentalne
grupe, Kontrole i Mix (Slika 19).
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Slika 19. Poredenje rezultata RNK sekvenciranja i RT-qPCR analize za odabrane gene. (Studentov
t-test, *p < 0.05, **p <0.01).
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4.4. Identifikacija MATE i COBRA-like gena u genomu Miscanthus lutarioriparius

Pretrazivanje na osnovu homologije kao 1 predikcija domena (Pfam: PF01554)
identifikovala je ukupno 52 gena koji potencijalno kodiraju MATE proteine, ali nakon manuelnog
filtriranja po kriterijumu prisustva MatE domena i 8-12 transmembranskih domena, konacan broj
gena spao je na 49 kod vrste M. lutarioriparius. Duzine pretpostavljenih MATE proteina kretale su
se izmedu 400 1 603 aminokiselina, molekularne mase varirale su izmedu 43036.18 1 63540.86 Da,
a izoelektri¢ne tacke izmedu 5,34 i 9,79. Vecina proteina bila je neutralna ili parcijalno alkalna
(Prilog 6). Predikcija subcelularne lokacije potencijalnih MATE proteina dala je rezultat da je 47
njih lokalizovano u ¢elijskoj membrani i 2 u vakuoli (Prilog 6). Pretrazivanje na osnovu homologije
kao 1 predikcija domena (Pfam: PF04833) identifikovala je ukupno 18 gena koji potencijalno
kodiraju COBRA-like proteine kod vrste M. lutarioriparius. Duzine predvidenih COBRA-like
proteina kretale su se izmedu 360 i 678 aminokiselina, molekularne mase izmedu 40836,4 i1
75101,24 Da, dok su se izoelektricne tacke kretale u rasponu izmedu 5,35 1 9,05. Veéina proteina
bila je parcijalno alkalna ili neutralna (Prilog 7). Predikcija subcelularne lokalizacije dala je rezultat
da su svi potencijalni COBRA-like proteini lokalizovani u ¢elijskoj membrani (Prilog 7).

4.5. Filogenetska analiza MATE i COBRA-like proteina

Za konstrukciju neukorenjenog maximum likelihood (ML) filogenetskog stabla, radi
proucavanja filogenetskih odnosa MATE gena koji pripadaju dvema vrstama, uzete su proteinske
sekvence 56 MATE transportera iz A thaliana 1 49 identifikovanih proteinskih sekvenci
potencijalnih MATE transportera iz M. lutarioriparius. Na osnovu topologije filogenetskog stabla,
MATE transporteri M. [utarioriparius i A. thaliana grupisani su u 4 subgrupe, sa 2, 10, 7 1 30
¢lanova u svakoj subgrupi kod M. lutarioriparius, odnosno 6, 9, 17 i 24 ¢lanova u svakoj subgrupi
kod A. thaliana (Slika 20). Prema rezultatima RNK sekvenciranja, dva transkripta sa poviSenom
ekspresijom kod biljaka tretiranih bakterijskim konzorcijumom odgovarala su pretpostavljenim
proteinima M. [utarioriparius CAD6335071.1 1 CAD6332924.1, koji su u filogenetskom stablu bili
grupisani sa proteinima oznacenim kao protein DETOXIFICATION 40 (AtDTX40) i protein
DETOXIFICATION 14 (AtDTX14) kod A. thaliana (Slika 20). Rezultati predikcije subcelularne
lokalizacije ukazuju da se ova dva proteina nalaze u ¢elijskoj membrani (Prilog 6). RT-qPCR
analizom pokazana je povisena ekspresija DTX40, ali ne i DTX14 u korenovima biljaka tretiranih
bakterijskom konzorcijumom u odnosu na kontrolne biljke.
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CADE212323.1 product
CADE213676 1 unnamed proten product Miscanthus lutarioriparius

3| CADB205871.1 unnamed protein product Miscanthus lutarioriparius:

CADG229704.1 unnamed protein product Miscanthus lutarioriparius

10| CAD6236623.1 unnamed protein product Miscanthus lutarioriparius

SpIF44Q3 1[DTX32 ARATH RecName: Full Pratein DETOXIFICATION 32 Short ADTX32 AtName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 32 Short MATE protein 32

SpIQBLPVA 1[DTX31 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 31 Short AIDTX31 AtName: Full Mullidrug and toxic compound extrusion protein 31 Short MATE protein 31 AkName: Full Protein ROOT HAIR SPE2
Sp/QAB9SE 1JDTX29 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 29 Short AtDTX29 AltName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 29 Short MATE protein 29

63 - spjQALS19.1jDTX30 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 30 Short AtDTX30 AtName: and toxic compound 30 Short MATE protein 30

SPIQOSXE3 1|DTX33 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 33 Short ADTX33 Althame- and toic compound in 33 Short MATE protein 33

CADB342618. 1 unnamed protein product Miscanthus htanioriparius

CADB265009 1 unnamed protein product Miscanthus kutanorparius

sp|F4JTB3.1]DTX35 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 35 Short AIDTX35 AltName: Full Mutlidrug and toxic compound extrusion protein 35 Short MATE protein 35 AtName: Full Protein DETOXIFYING ET
CADB241647 1 unnamed protein product Miscanthus iutarioriparius

" CAD6241649.1 product
—l 1 product
o0 | CAD6265104 1 product
41! CADE265105.1 product
SpIQ8LE16 1[DTX25 ARATH RecName: Full Protem DETOXIFICATION 25 Short ADTX25 AtName: Full Mulidrug and toxic compound extrusion protein 25 Short MATE protein 25
spIF4.158 1]DTX24 ARATH Rechame Full Protein DETOXIFICATION 24 Short ADTX24 AtName: and toxic otein 24 Short MATE protein 24

SplQ1PDXY 1|DTX26 ARATH RecName: Full Protein DE TOXIFICATION 26 Short AtDTX28 AtName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 26 Short MATE protein 26
SpIQEFNC1.1|DTX28 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 28 Short ADTX28 AltName: Full Mulbdrug and toxc compound extrusion proten 28 Short MATE protein 28
spIQOFKQ1.1|DTX27 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 27 Short AIDTX27 AtName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 27 Short MATE protein 27
CADE209925.1 in product Mi oripar
CAD6245539.1 unnamed protein product Miscanthus kitarioriparius

1 unnamed
1 product
10 ! CAD6268725.1 product
CAD6270731 1 unnamed protein product Miscanthus lutanonparius
splQBRXK1. 1jDTX23 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 23 Short MDTX23 AltName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 23 Short MATE protein 23

15

spIF4HPH1 1jDTX22 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 22 Shart AIDTX22 Athame: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 22 Short MATE protein 22
L spjF4HPH2 1|DTX20 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 20 Short AIDTX20 Altiame: Full Mullidrug and toxic compound extrusion protein 20 Short MATE protein 20
100 - spiF4JKBO.1|DTX38 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 38 Short ADTX38 AtName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 38 Short MATE protein 38
5plQ940ND.1JDTX39 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 39 Short AtDTX39 AltName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 39 Short MATE protein 39
splOB06OS.1|DTX37 ARATH RecName:. Full Protein DETOXIFICATION 37 Short ADTX37 AltName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 37 Shorl MATE protein 37

13 spjQOSABO 1|DTX38 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 36 Short ADTX38 AliName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 38 Short MATE protein 36
SpiQELVDS 1DTX40 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 40 Short ADTX40 AltName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 40 Short MATE protein 40
GADG335071.1 unnamed protein product Miscanthus lutanonpanius

GAD6213424 1 unnamed protein product MiSCanthus kAanonparius

CADB213422 1 unnamed protein product Miscanthus ltanoniparius

CAD6217898 1 unnamed protein product Miscanthus ktanonparius

SpIQOLYTAIDTX41 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 41 Short ADTX41 AtName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 41 Short MATE protein 41 Althame: Full Protein TANNIN-DEFICI2
T CADA266883 1 unnamed protein product Miscanthus lutarioriparius
100! CADB268324.1 unnamed protein product Miscanthus lutarioriparius
« 5] product Miscanthus lutariofiparius.

= SpIQBLUH2 1[DTX19 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 19 Short AIDTX19 AName: F g and toxic compound in 18 Short MATE protein 19 AltName: Full Protein ABERRANT LATES
= 331 SpIQOLUMA.1|DTX18 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 18 Short AIDTX18 AtName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 18 Short MATE protein 18 AtName: Full Protein LIKE ALFS
CADBI34102 1 d
CADB334103 1 product

CAD6247290.1 unnamed proten product Miscanihus lutarioripanus
SpIQECHU1T.1|DTX17 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 17 Short AIDTX17 AttName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 17 Shart MATE protein 17
spiF4IHU9.1|DTX15 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 15 Short AIDTX15 AitName: and toxic compound 15 Short MATE protein 15
62~ sp|QOFHEBE.1JDTX16 ARATH RecName: Full Proten DETOXIFICATION 16 Short AtDTX16 AtName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 16 Short MATE protein 16
100 - CADE202365 1 unnamed protein product Miscanthus lutarionpanus

CADE209871.1 product
1 unnamed protein p
1 product
& - spfF4HZHO 1|DTX11 ARATH RecName. Full Protein DETOXFICATION 11 Short ADTX11 AtName: Full Mulidrug and toxic compound extrusion protein 11 Short MATE protein 11
SpIQBVYLS 1|DTX10 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 10 Short AIDTX10 AltiName: and towc compound 10 Short MATE protein 10

SpIQBLT31.1|DTX12 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 12 Short ADTX12 AtName: Full Mulidrug and toxic compaund extrusion protein 12 Short MATE protein 12

78— splQ@4AL1 1JDTX13 ARATH Rechame: Full Protein DETOXIFICATION 13 Short ADTX13 Althiame: Full Mulbdrug and taxic compound extrusion protein 13 Short MATE protein 13

spiQICH94.1|DTX14 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 14 Short AIDTX14 AtName: Full Mullidrug and toxic compound extrusion protein 14 Short MATE protemn 14

spIF4HQO5.1IDTX8 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 8 Short AtDTX8 AltName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 8 Short MATE protein 8

spIQ1PFGO. 1|DTX? ARATH RecName: Full Protein DETOXIFIGATION 7 Short AIDTX7 AtName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 7 Short MATE protein T

SpIQYCOMB 1|DTX9 ARATH Rechame: Full Protein DETOXIFICATION 8 Short ADTX9 AltName: Full Multidrug and taxic compound extrusion protein 8 Short MATE protein §

33 - SpIQBRWFS 1|DTXB ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 6 Short ADTX8 AltName: Full Multidrug and toxe compound extrussion protein 6 Short MATE protein 6

SplQESIA1 Z[DTX5 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 5 Short AIDTX5 AltName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 5 Short MATE protein 5

SpQBGXMB.1[OTX2 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 2 Short AIDTX2 Atame: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 2 Short MATE protein 2

splQUSIAS 1IDTX1 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 1 Short ADTX1 AltName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 1 Short MATE protein 1

% [— sp|QOSIA3 2IDTX4 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 4 Short AIDTX4 AltName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 4 Short MATE protein 4

s Sp|QUSIA4 1|DTX3 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 3 Short IDTX3 AtName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 3 Short MATE protein 3

100 CADS335189.1 unnamed protein product Miscanthus htanoripanus

CAD6207761.1 unnamed protein product Miscanthus lutanorpanus

5pl040660.1|DTX56 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 56 Short ADTX56 AtName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 56 Short MATE protein 56 AltName: Full Protein RESISTANT TO 1

SpIQOFH21 1|DTXES ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 56 Short ADTX55 AtName: Full Multdrug and toxic compound extrusion protein 56 Shont MATE protein 56 AltName: Full Protein NOVEL ION CAR3

SpIQILE20 1|DTX54 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 54 Short AIDTX54 AtName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 54 Short MATE protein 64 AtName: Ful Protein NOVEL JON CAR2

SpIQYZVH5 1IDTX53 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 53 Short ADTX53 AltName- Full Multdrug and toxic compound extrusion protein 53 Short MATE protein 53

SpIQ4PSF4 1|DTX52 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 52 Short AIDTX52 AftName: Full Mulidrug and toxic compound extrusion protein 52 Shart MATE protein 52 AtName: Full Protein ABNORMAL SHOO2

SpiQESZE2 1D TX51 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 51 Short AIDTXS1 AtName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein §1 Short MATE protein 51 Althame: Full Protein ABNORMAL SHOO4

5pj082752 1|DTX49 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 49 Short ADTX49 AltName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 49 Short MATE protein 40 AtName: Full Protein NOVEL ION CAR1

spIQ9SLVO.1IDTX48 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 48 Short AIDTX48 AttName: Full Multidrug and toxic compound extrusion prolein 48 Short MATE protein 48 AltName: Full Prolein ABNORMAL SHOO!

SpQOF 87 1|DTX50 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 50 Short AIDTXS0 AltName: Full DETOXIFICATION EFFLUX CARRIER 50 AtName: Full Mulbdrug and toxic compound extrusion protein 50 Short MATE1
38| CADB204241 1 unnamed protein product Miscanthus lutanoriparius

100 1! CAD6204240 1 unnamed protein product Miscanthus lutanoripanius

% - CADG218468 1 unnamed protein product Miscanthus lutanonparius
L] E splQBWA4G3.1|DTX46 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 46 chioroplastic Short AIDTX46 AtName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 46 Short MATE protein 48 AktName: Full Protens
SpIQ45FO 1|DTX47 ARATH RecName: Ful Protein DETOXIFICATION 47 chloroplastic Short ADTX47 AltName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 47 Short MATE protein 47 Athiame: Full Proteinr
= SpIQB4KT1 1|DTX44 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 44 chioroplastic Short DTX44 AltName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 44 Short MATE protein 44 Fiags: Precursor
d SplQESVET 2DTX45 ARATH RecName: Full Protemn DETOXIFICATION 45 chioroplastic Short AIDTX45 AtName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 45 Short MATE protein 45 Flags: Precursor
5 1 CADB202678 1 unnamed protein product Miscanthus tanorparius
'CADG210210.1 unnamed protein product Miscanthus lutanoriparius
8 SpIQOSFBO 1|DTX43 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 43 Short ADTX43 ArName: Full Multidrug and toxic compound extrusion protein 43 Short MATE protein 43 AtName: Full Protein FERRIC REDUCT1
n SpIQYSYDS 2{DTX42 ARATH RecName: Full Protein DETOXIFICATION 42 Short AIDTX42 AtName: Full Aluminum-activated citrate transporter AltName: Full AIMATE AltName: Full FRD-like protein AtName: Full Mu2

Slika 20. Neukorenjeno filogenetsko stablo konstruisano od sekvenci MATE proteina A. thaliana i
sekvenci pretpostavljenih MATE proteina M. lutarioriparius.

48



Proteinske sekvence COBL proteina A. thaliana 1 M. lutarioriparius iskoriSéene su za
konstrukciju neukorenjenog filogenetskog stabla u cilju razjasnjenja filogenetskih odnosa COBL
gena razlicitih biljnih vrsta. U skladu sa ortolozima A. thaliana, pretpostavljeni COBL proteini
biljke M. lutarioriparius grupisani su u dve subfamilije, subfamiliju 1 i 2. Kao $to se vidi sa Slike
21, 13 identifikovanih potencijalnih COBL proteina M. lutarioriparius 1 7 proteina A. thaliana
grupisano je u Subfamiliji 1, dok je po 5 proteina M. lutarioriparius i A. thaliana grupisano zajedno
u Subfamiliji 2. Kao i kod Niu i sar. (2015), analiza je pokazala da su COBL geni nastali kao
rezultat davnih duplikacija koje su se odigrale joS pre odvajanja monokotiledonih i dikotiledonih
biljaka. Jedan od transkripata za koji se pokazalo da ima poviSenu ekspresiju kod tretiranih (Mix) u
odnosu na netretirane biljke, odgovarao je pretpostavljenom proteinu M. [lutarioriparius
CAD6223163., koji je na filogenetskom stablu bio grupisan zajedno sa COBL1: COBRA -LIKE1
protein A. thaliana (Accession: AAF02128). Predikcija ¢elijske lokalizacije ovog proteina dala je
rezultat da je on lokalizovan u ¢elijskoj membrani (Prilog 7). RT-qPCR analiza potvrdila je
povisenu ekspresiju ovog proteina u korenovima bijaka tretiranih bakterijskom konzorcijumom u
odnosu na kontrolne biljke.

33, BABD2996.1 phytochelatin synthetase-like protein Arabidopsis thaliana

AAG12670.1 unknown protein 31818-33764 Arabidopsis thaliana

CADE204066.1 unnamed protein product Miscanthus lutarioriparius

CADE223163.1 unnamed protein product Miscanthus lutarioriparius

CADB217274.1 unnamed protein product Miscanthus lutarioriparius

AAF02128.1 unknown protein Arabidopsis thaliana

CAD6206692.1 unnamed protein product Miscanthus lutarioriparius

CAD6214554 1 unnamed protein product Miscanthus lutarioriparius
CAD8214555.1 unnamed protein product Miscanthus lutanonparius

14 87 '— CAD6206693.1 unnamed protein product Miscanthus lutarioriparius

CADE211537.1 unnamed protein product Miscanthus lutarioriparius

I— CADE204065.1 unnamed protein product Miscanthus lutarioriparius

8 — CACO01762.1 putative phytochelatin synthetase Arabidopsis thaliana

_LCADB223182 1 unnamed protein product Miscanthus lutarioriparius

a2

78

85 - CAD6217272.1 unnamed protein product Miscanthus lutarioriparius
AAKS6072.1 putative glycosylphosphatidylinositol-anchored protein Arabidopsis thaliana
'—— BAB10644.1 unnamed protein product Arabidopsis thaliana
AABB0732 1 F21M12 17 gene product Arabidopsis thaliana
485,7 | CAD6262889.1 unnamed protein product Miscanthus lutarioriparius
% L——— CAD6260146.1 unnamed protein product Miscanthus lutarioriparius

BB-]'-‘ CAD6210863.1 unnamed protein product Miscanthus lutarioriparius

CAD6203289.1 unnamed protein product Miscanthus lutarioriparius
CADG222353.1 unnamed protein product Miscanthus lutarioriparius
CAB38841.1 putative protein Arabidopsis thaliana
34 | CADB223626.1 unnamed protein product Miscanthus lutarioriparius

a3

CAD#6217844 1 unnamed protein product Miscanthus Iutarioriparius

BAB01166.1 unnamed protein product Arabidopsis thaliana

BAB10345.1 unnamed protein product Arabidopsis thaliana

CAAT4765.1 putative cell wall protein Arabidopsis thaliana

54 BAB00585.1 contains similarity to phytochelatin synthetasegene id:MUH15.2 Arabidopsis thaliana
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Slika 21. Neukorenjeno filogenetsko stablo konstruisano od sekvenci COBRA-like proteina A.
thaliana 1 sekvenci pretpostavljenih COBRA-like proteina M. lutarioriparius.
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5. DISKUSIJA

ZemljiSte je veoma bogato brojnim vrstama mikroorganizama, tako da 1 g zemljiSta
moze sadrzati visSe od 10° mikroorganizama (Torsvik i @vreds, 2002). Medutim, nisu svi
mikroorganizmi prisutni u zemljiStu sposobni da kolonizuju koren biljaka, iako dolaze u blizak
kontakt sa njima. Mnoga istrazivanja ukazala su na to da sastav rizosfernih zajednica nije
nasumican i da biljke aktivno organizuju specificne i kompleksne zajednice mikroorganizama u
zoni rizosfere. Zajednice mikroorganizama koje naseljavaju rizosferu su razli¢ite i manje
raznovrsne od zajednica prisutnih u zemljiStu koje se nalazi dalje od korenova (eng. ,, bulk soil )
(Fan i sar., 2017), ali je sastav rizosfernih zajednica uslovljen sastavom zajednica koje se inace
nalaze u tom zemlji$tu (de Ridder-Duine i sar., 2005). Medutim, specifi¢ni faktori poput biljnog
genotipa kao i zbira abiotickih faktora odreduje sastav mikrobioma do nivoa vrste (Knights i
sar., 2021). OdlagalisSta flotacione jalovine rudnika metala nastale kao nus proizvod rudarenja
sadrze visoke koncentracije metala, a osim toga mogu imati i jako malo organske materije i
makronutrijenata, kao i jako nepovoljna fizicka svojstva. lako je sadrzaj organske materije u
flotacionoj jalovini priblizno isti kao u nezagadenom zemljistu, procenat ukupnog N, dostupnog
P i K bio je viSestruko manji, pri ¢emu je koncentracija dostupnog P bila ispod granica detekcije
(Andreji¢ 1 sar., 2019). Osim toga, koncentracije ukupnih i dostupnih oblika metala, ukljucujuéi
Pb, Zn, Cu, Fe, Mn, Ni, Cd, Co i Cr, viSestruko su vise u odnosu na koncentracije ovih
elemenata u nezagadenom zemljiStu (Andreji¢, 2020). Koncentracije nekih od testiranih metala,
ukljucujuéi Pb, Zn, Cu, i Cd bile su nekoliko puta visSe od remedijacionih vrednosti za ove
metale propisanih Uredbom o grani¢nim vrednostima zagadujucih, Stetnih i opasnih materija u
zemljiStu ("Sl. glasnik RS", br. 30/2018 1 64/2019), a koje iznose (u mg/kg apsolutno suve
materije): 530 za Pb, 720 za Zn, 190 za Cu i 12 za Cd, dok su koncentracije Ni i Co bile iznad
grani¢ne maksimalne vrednosti propisane istom Uredbom a koje iznose (u mg/kg apsolutno
suve materije): 35 za Ni 1 9 za Co (Andereji¢, 2020; Raki¢ i sar., 2021; Sl. glasnik RS br.
30/2018 1 64/2019). Koncentracija Mn u flotacionoj jalovini bila je viSestruko veca od prosecnih
vrednosti za nezagadena zemljiSta koje se krecu izmedu 411 1 550 mg/kg (Kabata-Pendias,
2011). Prema navedenoj Uredbi, za Mn nisu propisane ni grani¢na maksimalna ni remedijaciona
vrednost (S1. glasnik RS br. 30/2018 i 64/2019). Sve ovo ¢ini da odlagaliste flotacione jalovine
rudnika metala predstavlja ekstremnu sredinu za Zivot kako biljaka, tako i mikroorganizama.
Rezultati izolovanja bakterija iz supstrata donetog sa odlagalista flotacione jalovine rudnika
metala rudnika Pb/Zn/Cu u centralnoj Srbiji pokazali su isto. Naime, izolovan je mali broj
bakterijskih izolata, ukupno 75 i pritom su svi bili iz rizosfere korenova Miscanthus x giganteus
biljaka raslih na ovom odlagalistu flotacione jalovine, dok iz supstrata koji se nalazio u blizini
korenova, kao 1 iz supstrata koji se nalazio daleko od korenova nije izolovan nijedan izolat.

Glavni ciljevi prilikom tretmana zemljista oSte¢enog rudarenjem je sprecavanje kontakta
ljudi i1 Zivotinja sa polutantima 1 stabilizacija otpadnih produkata rudarenja kako se ne bi dalje
raznosili putem vode ili vazduha. Uslovi kakvi postoje na odlagalistu flotacione jalovine
rudnika metala, znacajno otezavaju rast i opstanak svih Zivih organizama, te je fitoremedijacija
bez prethodnog tretmana drugom remedijacionom metodom veoma zahtevan izazov. Za razliku
od fizicko-hemijskih metoda, bioremedijacija je isplativa i potpuno ekoloski prihvatljiva metoda
koja poboljsava kvalitet zemljista poveéanjem plodnosti i sprecavanjem erozije i ispiranja
metala (Yan 1 sar., 2020). Biljke i njihovi povezani mikroorganizmi su klju¢ni igra¢i u ovom
procesu, a razumevanje regrutovanja i faktora pomocu kojih rizobakterije koje podsticu rast
biljaka (PGPR) stupaju u interakciju sa biljkama je od sustinskog znacaja za fitoremedijaciju uz
pomoc¢ bakterija. Mada nije nativan u Evropi, M. x giganteus veoma uspesno je domestifikovan,
pri ¢emu uspeva cak i u severnim delovima Evrope i zbog velikih prinosa gaji se za dobijanje
biomase. Zbog otpornosti na razne abioticke i bioticke faktore, ispitivan je potencijal primene M.
x giganteus u fitoremedijaciji. Prema Andreji¢ 1 sar. (2019), M. x giganteus gajen na
odlagalistu flotacione jalovine rudnika metala Pb/Zn/Cu u centralnoj Srbiji, pokazao je
sposobnost da toleriSe izuzetno visoke koncentracije metala, kao i nedostatak nutrijenata kao §to

50



su N, P i K kakvim se ovaj supstrat odlikuje. Najveca koncentracija metala je opet detektovana
u korenovima sa biokoncentracionim faktorom veé¢im od 1 za Cu i Zn, i manjim od 1 za Pb.
Prema ovom istraZivanju, M. x giganteus ponasao se kao ekskluder za Cu i Pb, ali i za Zn, Sto
se razlikuje u odnosu na Nurzhanova i sar. (2019) kada se ponasao kao akumulator za Zn.
Odlagaliste flotacione jalovine rudnika metala je izuzetno surova sredina za zive organizme $to
potvrduje 1 naSe istrazivanje gde iz supstrata nismo izolovali mikroorganizme. Biljke u
neposrednu okolinu korena, rizosferu, izlu¢uju korenske ekskudate koji sadrze razlicita
jedinjenja poput amino kiselina, Secera, faktora rasta, vitamina, masnih kiselina i organskih
kiselina koja zbog svog znacaja za bakterije kao izvor C i energije deluju kao hemoatraktanti za
njihovo privlacenje iz okolnog zemljista (Santoyo, 2022). Dakle, struktura, sastav i brojnost
zajednica mikroorganizama znacajno su uslovljene sastavom korenskih eksudata, biljne i
bakterijske vrste, nutritivnog statusa, tipa zemljista 1 drugih faktora sredine (Souza i sar., 2015;
Wang i sar., 2021b). Neke od komponenti prisutnih u korenskim ekskudatima mogu specificno
regrutovati odredene bakterijske taksone u rizosferu, a zatim te bakterije kroz ,,quorum
sensing® mehanizme komunikacije regrutuju druge bakterije, kako su pokazali Lin i sar. (2022).
Rizosfera M. x giganteus u ovom istrazivanju je sadrzala relativno mali broj i malu
raznovrsnost bakterijskih vrsta koje pripadaju rodovima Bacillus, Pseudomonas 1 Arthrobacter
od koji prva dva roda spadaju u grupu robusnih, sporogenih mikroorganizama sposobnih da
prezive u veoma nepovoljnim uslovima sredine. Dodatno svi sojevi osim Pseudomonas
chlororaphis Bo imali su sposobnost da rastu u uslovima fizioloski indukovane suse §to je u
skladu sa sredinom iz koje su izolovani. Uprkos ¢injenici da su sojevi izolovani iz supstrata
bogatog toksi¢nim metalima svi izolovani sojevi nisu mogli da prezive u medijumu sa
dodatkom HgSOs4, BaCrOs, CdSOys ili ZnSOs4, bar ne u testiranom opsegu koji se kretao od 1
mM do 15 mM. Cak i najmanja primenjena koncentracija (I mM) predstavlja znadajnu
koncentraciju metala, te je stoga moguée da sojevi toleriSu prisustvo ovih metala, samo u
koncentracijama manjim od 1 mM. Prema De i sar. (2003), izolati iz morske vode i sedimenata
tolerantni na Hg bili su iz rodova Pseudomonas, Proteus, Xanthomonas, Alteromonas,
Aeromonas 1 Enterobacteriaceae 1 tolerisali su do 50 ppm Hg, Sto je manje od najmanje
koncentracije testirane u ovom istrazivanju. Prisustvo zagadenja, ukljucujuci toksi¢ne metale
znacajno uti¢e na ostvarivanje interakcija biljke sa rizosfernim bakterijama, jer izmedu ostalog,
menja i obrazac sekrecije korenskih eksudata. Zadel 1 sar. (2022) pokazali su u in vitro studiji da
biljke M. x giganteus imaju veée stope ekskrecije korenskih eksudata u odgovoru na prisustvo
toksi¢nih metala (Cd, Pb 1 Zn), a primeéeno je da dolazi i do promene u sastavu korenskih
ekskudata u pogledu azota i jednog broja organskih kiselina. Takode, korenski ekskudati biljaka
tretiranih toksi¢énim metalima, dodat u medijum za rast ove bakterije ima drugaciji efekat u
odnosu na korenske ekskudate kontrolnih biljaka, pri ¢emu je zakljucak da toksi¢ni metali
znacajno uticu na interakciju korena sa rizosfernim bakterijama, kao i da postoji uzajamna korist
u ovakvim uslovima za oba ¢lana (Zadel i sar., 2022).

Bakterijski izolati imali su sposobnost solubilizacije neorganskih fosfata, produkcije
siderofora, aktivnost ACC deaminaze, produkciju indol-3-siréetne kiseline i sposobnost
slobodne fiksacije azota, Sto spada u PGP karakteristike. Soj Bacillus safensis Do posedovao je
sve analizirane PGP osobine, sposobnost rasta na visokoj temperaturi, visokoj koncentraciji soli
i u uslovima suSe. Osim PGP karakteristika koje mogu direktno stimulisati rast biljke kroz
navedene osobine (Trivedi i sar., 2022), izolati su testirani i na prisustvo mehanizama kojima bi
potencijalno indirektno doprineli rastu biljaka, kao §to je biokontrola patogena. U tom smislu,
izolati su testirani na antimikrobnu aktivnost protiv odabranih biljnih patogena, i pokazali
zbirno aktivnost protiv svih testiranih patogena. Izolat P. chlororaphis Bo sa najjaom
antimikrobnom aktivno$¢u protiv testiranih biljnih patogena, produkovao je fenazin-1-
karboksilnu kiselinu (PCA), jedinjenje sa antifungalnim 1 antibakterijskim dejstvom (Simionato
i sar., 2017). Svih Sest izolata produkovalo je najmanje dva od pet testiranih egzoenzima koji se,
takode, mogu smatrati indirektnim mehanizmom stimulacije rasta, s obzirom da mogu pruziti
zaStitu biljkama od patogenih gljiva i mikroorganizama kroz hidrolizu ¢éelijskog zida patogena
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(Hassan, 2017). Osim u biokontroli, ekstracelularni enzimi poput ksilanaze 1 mananaze, ali i
drugi razlazu komponente Celijskog zida biljaka i imaju vaznu ulogu u probijanju kroz
polisaharidnu barijeru korena i1 uspesnu kolonizaciju korena (Zhang 1 sar., 2022b).

Prethodna istrazivanja su pokazala da brojni faktori uticu na interakciju biljka — bakterija
tako da formiranje bakterijskih konzorcijuma u tom smislu moze imati povoljni efekat na biljke
u odnosu na primenu pojedina¢nih sojeva (Domenech i sar., 2006). Tretman biljaka M. X
giganteus bakterijskim konzorcijumom koji se sastojao od Sest odabranih sojeva Pseudomnonas
chlororaphis Bo, Bacillus toyonensis Co, B. safensis Do, Arthrobacter sp. B21, B. aryabhattai
B22 i B. thuringiensis F4 znaCajno je doprineo rastu i fitnesu biljaka prilikom gajenja u
supstratu poreklom sa odlagalista flotacione jalovine rudnika metala. Inokulisane biljke M. x
giganteus su imale povecanu apsorpciju i akumulaciju svih analiziranih metala. Studija o
sposobnosti fitoremedijacije M. floridulus pokazuje da ona u velikoj meri zavisi od razli€itih
ekoloskih karakteristika rizosfere i drugih bakterijskih zajednica (Wu i sar., 2022). Bakterijska
inokulacija razli¢itih vrsta kao $to je Salix atrocinerea poboljSala je parametre rasta biljaka i
efikasnost fitoremedijacije elemenata u tragovima (Navazas i sar., 2022). Znacaj inokulacije
bakterijama u poboljSanju potencijala fitoremedijacije je dokumentovan u studiji sa M. X
giganteus 1 sojem B. altitudinis K-14. Medutim, za razliku od naSeg istrazivanja, koje je
sprovedeno u supstratu poreklom sa odlagalista flotacione jalovine rudnika metala, ova studija
je sprovedena na kontaminiranom zemljis§tu. Ovi potpuno razliiti supstrati za rast biljaka
obezbeduju bitno razli¢ite uslove rasta, drugaciju pocetnu zajednicu mikroorganizama, razlicitu
dostupnost hranljivih materija, itd. Znacaj sredinskih parametara kao $to su karakteristike
zemljiSta, stepen zagadenja, praksa gajenja, geografska lokacija i sli¢no zajedno sa vrstom biljke
su glavni faktori koji doprinose sastavu zajednice mikroorganizama u rizosferi pokazan je u
ranije objavljenim radovima (Wu 1 sar., 2022; Wang i sar., 2021b). Interakcija izmedu biljaka 1
mikroorganizama je dvosmerna. Transkripcioni odgovor P. putida E36 izolovanog iz korena M.
x giganteus bio je pogoden toksicnim metalima i razlikovao se od onog kada je ovaj izolat bio
izlozen i toksi¢nim metalima i1 ekskudatima korena M. x giganteus tretiranog toksi¢nim
metalima (Zadel i sar., 2022).

Nasi rezultati su pokazali da tretman bakterijama smanjuje aktivnost katalaze (CAT) i
superoksid dismutaze (SOD) u listovima u odnosu na netretirane biljke. Dodatno, tretman je,
iako ne statisticki znacajno, povecao relativni sadrzaj vode, smanjio sintezu prolina i stepen
lipidne peroksidacije ukazuju¢i na sveopsti pozitivan efekat na biljke koje su inace navikle da
rastu u ovako stresnim uslovima. Na oksidativni stres razliCite biljke reaguju razli¢ito i u smislu
aktivnosti antioksidativnih enzima, a razlike postoje 1 kod pripadnika istog roda. Studija Guo 1
sar. (2016a) je pokazala da aktivnost SOD u listovima M. sinensis i M. sacchariflorus pod
uticajem Cd stresa je bila ve¢a nego kod M. floridulus. Sto se ti¢e CAT, uodeno je poveéanje
aktivnosti kod M. sinensis samo do odredene koncentracije Cd, kada je najveca, a zatim sa
daljim povecanjem koncentracije aktivnost opada, dok je kod druge dve testirane vrste aktivnost
kontinuirano rasla sa poveé¢anjem koncentracije Cd. Prema istrazivanju Ezaki i sar. (2008) kod
biljaka M. sinensis i Andropogon virginicus, najmanje tri mehanizma su uklju¢ena u toleranciju
na Al: transport Al iz korenova u nadzemne delova, supresija akumulacije Al u vrhovima
korenova, jer su oni veoma vazan region za rast korenova i1 spre¢avanje oksidativnih oStecenja
kroz povecanje bazalne aktivnosti enzima SOD i CAT nakon izlaganja Al. Al Souki i sar. (2021)
testirali su odgovor tri razli¢ita kultivara M. x giganteus na rastuc¢e koncentracije metala (Cd,
Pb i Zn) u zemljistu. Njihovi rezultati ukazuju da, iako dolazi do smanjenja broja listova,
dijametra stabla kao i fotosintetskih pigmenata pod dejstvom metala, M. X giganteus je
sposoban da toleriSe ovu vrstu stresa i tom prilikom poveéava se koncentracija fenolnih
jedinjenja, flavonoida, tanina i antocijanina, kao i1 aktivnosti enzima antioksidativne zaStite
(SOD, APX i GR). Mada prema Al Souki i sar. (2022), aktivnosti SOD, APX i GR rastu sa
povecanjem koncentracije toksi¢nih metala kod M. x giganteus gajenog u saksijama sa
zagadenim zemljiStem uzetim sa parcela u blizini topionice Pb, koje karakteriSe rastuca
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koncentracija Pb, prema Bastia 1 sar. (2023), M. x giganteus gajen in situ, na istim parcelama,
ne belezi povisenu aktivnost enzima APX i SOD u odnosu na biljke gajene na nezagadenom
zemljiStu. Manja aktivnost ovih enzima se objasnjava ¢injenicom da su biljke u polju, iz vise
razloga, akumulirale manje koncentracije metala u listovima, te stoga nisu ni bile u stanju
oksidativnog stresa, $to se videlo i na osnovu drugih merenih markera stresa.

Smanjena aktivnost enzima SOD i1 CAT u listovima biljaka Mix u odnosu na listove
Kontrole, zabelezena je uprkos povecanim koncentracijama metala (Zn, Mn, Cd i Cr) u
listovima Mix biljaka. Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima Waheed 1 sar. (2022) koji su
pratili antioksidativni odgovor biljke Eruca sativa Mill. na rastu¢e koncentracije Cd.
Akumulacija Cd u listovima rasla je sa primenom rastu¢e koncentracije Cd, ali sa njom su
istovremeno opadale aktivnosti enzima antioksidativne zastite (SOD, CAT, APX i GPX), a rasle
koncentracije neenzimskih antioksidanasa (ukupni askorbat, askorbinska kiselina,
dehidroaskorbat, tioli i prolin), te stoga iako je doslo do inhibicije antioksidativnih enzima,
druge neenzimske komponente bile su indukovane. Inhibicija enzima CAT 1 SOD od strane
Cd?** zabelezena je i kod Zivotinja, pa je npr. kod pacova ustanovljeno da dva izozima (Mn-SOD
1 Cu/Zn-SOD) bivaju inhibirani kadmijumom kroz razli¢ite mehanizme. Mn-SOD je inhibiran
zbog supstitucije mangana kadmijumom, a dodavanjem Mn?" uklanja inhibicija, dok u slu¢aju
Cu/Zn-SOD inhibicija prolazna, tako da je inhibicija verovatno nastala usled interakcije
kadmijuma sa enzimom, pri ¢emu dolazi do narusavanja topografije i samim tim kataliticke
aktivnosti enzima (Casalino i sar., 2002). Kod nekih biljaka, ukljuc¢ujuéi M. sinensis, tretman Cd
dovodi do povisene aktivnosti CAT do odredene koncentracije, dok sa daljim povecanjem
koncentracije primenjenog Cd, aktivnost CAT je opadala (Guo 1 sar., 2016a). Slicno opadanje
aktivnosti CAT zabelezeno i kod kukuruza kada je primenjena rastu¢a koncentracija Cr (Sharma
isar., 2003). Cr dovodi do disbalansa esencijalnih elemenata, zato $to u kompeticiji za usvajanje
sa Fe i Ca, pri ¢emu Fe moze biti izmenjen iz aktivnih mesta od strane Cr (Abdullah i sar.,
2024). S obzirom na to da je katalaza enzim koji sadrZzi hem grupu, uoceno smanjenje njene
aktivnosti kod kukuruza iznad odredene koncentracije Cr, moze biti usled interakcije Fe i Cr, ili
zato §to Cr smanjuje dostupnost gvozda enzimu (Sharma i sar., 2003). Prema Nieboer i
Richardson (1980), metali/metaloidi su svrstani u tri klase prema afinitetu vezivanja liganada u
vodenom rastvoru: klasu A ( Li*, Na*, K*, Rb", Cs*, Fr*, Be*", Mg?*, Ca**, Sr**, Ba?', Ra*', A",
Sc¢*, Y** lantanidi, aktanidi) koji imaju afinitet prema ligandima sa kiseonik-vezuju¢im mestom,
klasu B (Ag", Au*, Cu’, TI', Pd**, Pt**, Hg**, Rh*', Ir**, Bi**, TI**, Pb*") koji imaju afinitet
prema centrima koji poseduju azot i/ili sumpor i intermedijarnu klasu (Ti%*, V*, Co**, Ni*,
Cu?, Zn?*, Cd*, Mn?*, Pb?', Fe?*, Fe**, Ga**, In**, As**, Sb**, Sn*") koji mogu, sa razli¢itim
afinitetima, formirati stabilne komplekse sa svim ligandima sa kojima joni klasa A i B formiraju
komplekse. Radijus jona Cd(II) je 0,97 A, &to je skoro identi¢no radijusima jona Ca(Il) i Na(l),
koji imaju 0,99 i 1,02 A, dok od radijusa Zn, sa kojim pripada istoj koloni periodnog sistema
elemenata, ima za 20% veci radijus. Stoga je postulirano da joni Cd** mogu izmestiti navedene
jone iz njihovih bioloskih pozicija. Primeceno je npr. da Cd*>" moze vrsiti supstituciju Ca*" u
kostima, $to je opisano kao ,,Itai Itai“ bolest, odnosno hroni¢no trovanje kadmijumom, kod ljudi
koji su konzumirali hranu i vodu sa obogacenim sadrzajem Cd (Remelli i sar., 2016; Moulis,
2010). Takode, opSte prihvacen stav je da su Cd i Ca u kompeticiji za usvajanje na
membranama ¢elija korena, zbog slicnog radijusa i naelektrisanja. Dodavanje CaCl> umanjilo je
toksi¢ne efekte izazvane CdClx kod A. thaliana, smanjilo usvajanje Cd i dovelo do promena u
distribuiranosti Cd u listovima (Zeng 1 sar., 2017). Podaci o interakcijama Cd i Zn su
kontradiktorni, odnosno primeéeni su i inhibitorni i stimulativni efekti na usvajanje i
akumulaciju u biljnim tkivima (Kabata-Pendias, 2011). U ovom istrazivanju, biljke iz
eksperimentalne grupe Mix imale su povisene koncentracije i Zn i Cd u listovima, u odnosu na
Kontrolu. Cd ima sposobnost da gradi komplekse preferencijalno sa grupama koje sadrze
sumpor, sa narocito visokim afinitetom za sulfhidrilne grupe, ali gradi komplekse i sa grupama
koje sadrze azot i kiseonik. Dakle, raznovrsnost potencijalnih liganada u ¢eliji za Cd je velika.
Prema Singh i sar. (2016), toksi¢nost metala kod biljaka ostvarena je kroz Cetiri mehanizma,

53



ukljucujuéi kompeticiju sa nutrijentima za usvajanje na nivou korena, narusavanje strukture i
funkcije proteina kroz direktne interakcije sa sulfhidrilnim grupama proteina, zatim izmenu
esencijalnih katjona iz njihovih mesta vezivanja §to vodi ka narusavanju funkcije proteina i kroz
produkciju ROS koji oste¢uju makromolekule u ¢éeliji. Iako je koncentracija metala bila visa, a
aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD i1 CAT) bila niZza u listovima biljaka Mix u
odnosu na Kontrolu, nivo lipidne peroksidacije kao i koncentracija H>O; bili su priblizno isti
kod obe eksperimentalne grupe. Osim toga, biljke tretirane bakterijama imale su i znac¢ajno veci
broj listova koji su bili sa manjim stepenom vidljivih oStecenja.

Analiza transkriptoma u ovom istrazivanju pokazala je da tretman bakterijama
izolovanih iz rizosfere M. x giganteus dovodi do promene u ekspresiji 9892 gena u korenu.
Medu genima sa poviSenom ekspresijom bilo je, izmedu ostalih, i gena koji ucestvuju u
odgovoru na oksidativni stres, prisustvo toksicnih jedinjenja, organizaciju ili sintezu celijskog
zida i druge. Medu njima bilo je 13 gena koji kodiraju MATE proteine koji ucestvuju u
odgovoru na toksi¢na jedinjenja i jedan gen koji kodira COBRA-like protein 1 a uestvuje u
procesima organizacije i sinteze Celijskog zida. RT-qPCR analizom pokazali smo da je zaista
poviSena ekspresija MATE40 kao 1 COBLI gena prisutna kod biljaka tretiranim bakterijskim
konzorcijumom u odnosu na kontrolne netretirane biljke. MATE familija transportera prisutna
je kod svih organizama, ali je kod biljaka prosla kroz znacajno uveéanje broja kroz tandemske
ili segmentalne duplikacije, $§to ukazuje na posebnu ulogu ovih gena kod biljaka (Santos i sar.,
2017). Nalaze se u membranama, gde obavljaju uloge u transportu sekundarnih metabolita,
toksi¢nih jedinjenja i metala, kontroli bolesti i transportu biljnih hormona (Du i sar., 2021;
Huang i sar., 2021). Broj MATE gena varira medu razli¢itim biljnim vrstama i analize genoma 1
ekspresije ovih gena uradene su kod nekih ekonomski vaznih biljaka poput krompira (Huang i
sar., 2021), paradajza (Santos i sar., 2017), jabuke (Zhang i sar., 2021), pirinca (Tiwari 1 sar.,
2014), soje (Liu i sar., 2016), kao i kod model-biljke A. thaliana (Li i sar., 2002). Funkcionalne
analize ovih proteina kao i filogenetske klasifikacije su i dalje nepotpune i nedovoljno jasne. Za
vrste roda Miscanthus nije poznat broj, raspored po hromozomima, filogeneti¢ki odnosi kao ni
obrazac ekspresije MATE proteina. Funkcije razli¢itth clanova MATE familije su veoma
raznolike i znacajne za biljku i obuhvataju uloge u razvoju organa, transportu hormona, odbrani
od abiotickih i biotickih stresora. Medutim, njihova ekspresija zavisi od biljne vrste, specifi¢ne
vrste stresa, stadijuma razvoja, tkiva i drugih nepoznatih faktora. Nacin na koji su regulisani je i
dalje nejasan. Huang i sar. (2021) su ispitivanjem ekspresije MATE gena kod krompira pod
uticajem razlicitih metala (Cu, Cd, Zn, Ni i Pb) tokom razli¢itog perioda izlaganja, primetili da
njihova ekspresija zavisi od tipa tkiva, tipa stresora kao i duzine perioda izlaganja stresu.
Sivaguru 1 sar. (2013) istakli su znacaj SDMATE gena kod Sorghum bicolor, koji kodira
membranski transporter koji vrsi efluks citrata, u vr$nim delovima korenova prilikom stresnih
uslova izazvanih prisustvom Al. Ekskrecija citrata je lokalizovana u zoni koja su najvise
pogodena oSte¢enjima od strane Al. Ekskudacija citrata u ovoj zoni predstavlja mehanizam
korena deSava uporedo sa ekspresijom SBMATE. Kod soje je prime¢eno da jedan od MATE gena,
GmMATE?75, takode eksprimiran u vrhovima korenova pruza zastitu od Al. Ekspresija nekoliko
MAMATE gena kod jabuke aktivirana je u odgovoru na razli¢ite vrste patogena, $to ukazuje na
znacaj ovih gena u borbi sa biotickim stresom (Zhang i sar., 2021).

Imajué¢i u vidu da su korenovi prve strukture koje dolaze u kontakt sa toksi¢nim
metalima, i uopste detektuju i odgovaraju na sve promene koje se deSavaju u zemljistu, kao i da
sluZze za usvajanje nutrijenata i vode, u ovom istrazivanju analizirani su korenovi u smislu
uticaja rizobakterija na ekspresiju gena u njima. Prethodno navedeni radovi Wang i sar. (2024b)
1 Nie i sar. (2021) uocili su da se u korenovima deSavaju komplikovanije i1 drasti¢nije promene
ekspresije gena pod uticajem toksi¢nih metala. Zbog toga, odgovor na pitanje mehanizama koji
se aktiviraju usled tretmana M. x giganteus bakterijskim konzorcijumom, a dovode do boljeg
usvajanja metala uz veci rast i manje ispoljavanje simptoma stresa, trazen je u korenovima. Kod

54



biljaka tretiranih bakterijama, vec¢i broj gena (5134) u korenovima belezi povecanje, a manji
broj gena (4758) smanjenje ekspresije u odnosu na kontrolne netretirane biljke. Geni Cija se
ekspresija razlikuje ukljuceni su u biosintezu fenilpropanoida, metabolizam skroba i saharoze,
signalnu transdukciju biljnih hormona, metabolizam linoleinske kiseline i biosintezu flavonoida.
Neki od ovih puteva, poput biosinteze flavonoida, metabolizma skroba i saharoze kao i
hormonske signalne transdukcije, aktiviraju se kod drugih vrsta Miscanthus u odgovoru na Cd
(Wang i sar., 2024b; Guo i sar., 2016b), ali je ovde uoceno da rizobakterije takode uti¢u na ove
bioloske puteve u uslovima poviSene koncentracije metala. Dakle, bakterijski konzorcijum
modifikuje metabolizam polisaharida i1 lipida, utiCe na signalnu transdukciju i biosintezu
sekundarnih metabolita biljaka (u ovom slucaju flavonoida), sto se vidi iz KEGG analize.
Flavonoidi su sekundarni metaboliti biljaka koji se sintetiSu u fenilpropanoidnom putu i imaju
vaznu ulogu kao antioksidansi, ali i u procesima rasta i razvica korenova. Od koli¢ine
akumuliranih flavonoida zavisi efekat koji ostvaruju na razvi¢e korenova, §to je utvrdeno kod
mutanata sa mutacijama u genima za biosintezu flavonoida. Generalno, mehanizmi putem kojih
ostvaruju efekat na razvice korena odnose se na regulaciju transporta auksina i akumulaciju u
vrhovima korenova (Xu i sar., 2019). Kod are mutanata paradajza sa defektnom sintezom
flavonola, pokazano je da flavonoli pozitivno reguliSu formiranje lateralnih korenova, a
negativno formiranje korenskih dlaka, kroz modulaciju transporta auksina i ROS (Maloney i sar.,
2014). Od ranije je poznat efekat bakterija na obrazac ili koli¢inu eksudovanih flavonoida od
strane biljaka (Dardanelli i sar., 2012).

COBRA-Iike (COBL) geni kodiraju glikozilfosfatidilinozitol (GPI)-ukotvljene proteine
koji su specifi¢ni za biljke i1 nalaze se na granici plazma membrana-Celijski zid. Imaju ulogu u
regulaciji ekspanzije ¢elijskog zida i depozicije celuloze. Celulozni mikrofibrili su vazan faktor
u odredivanju orijentacije Celijske ekspanzije, procesa koji je od sustinskog znacaja za biljnu
morfogenezu (Roudier i sar.,, 2005). cobra mutant kod A thaliana ima poremecenu
morfogenezu korena (Benfey i sar., 1993). Broj gena COBRA-like familije varira medu
razli¢itim biljnim vrstama (Li i sar., 2019). Ektopi¢na ekspresija COBL gena pamuka
GhCOBL9YAu A. thaliana, rezultuje u elongaciji ¢elija, zadebljavanju ¢elijskog zida 1 povecanju
biomase. Prekomerna ekspresija ovog gena takode je povezana sa pove¢anom ekspresijom gena
za celuloznu sintazu (CesA) i pove¢anom depozicijom celuloze (Niu i sar., 2018). Uocena je
uloga ovih gena pod stresnim uslovima. Zaheer i sar. (2022) identifikovali su pet COBL gena
kod Triticum aestivum koji su menjali ekspresiju u odgovoru na susu. Prema Bahmani i sar.
(2022), pod uticajem Cd dolazi do povecanja duzine i broja korenskih dlaka kao i povecanog
nivoa ROS kod A. thaliana. Takode, pod uticajem Cd 1 ROS dolazi do smanjenja ekspresije tri
kinaze (eng. “Proline-rich elongation-like receptor kinase’-PERK) i to PERKS5, PERKS i
RHS10, kao 1 povecanja ekspresije dva elongaciona faktora EXPA7 1 EXPAIS, 1 COBRA-like 9
(COBLY).

Aktivacija COBLI gena pod uticajem bakterijskog tretmana mogla bi uticati na
povecanje duzine korenova, kao i broja korenskih dlaka $to je i potvrdeno nasSim rezultatima,
dok bi poviSena ekspresija MATE40 gena dovela do povecane tolerancije i lakSeg prezivljavanja
stresnih uslova sredine. Pretpostavljeno je ovom prilikom da je povecanje ekspresije ovih gena
vodilo ka povecanju biomase i duzine korenova, pri ¢emu je rezultat bio bolje usvajanje metala
kroz razvijeniji koren i veca koli¢ina ekstrahovanih metala zbog vece biomase, kao i vece
tolerancije stresnih uslova. Medutim, precizan mehanizam i signalni putevi koji se nalaze u
osnovi interakcije biljke 1 bakterija u ovoj studiji M. x giganteus i bakterija njegove rizosfere je
sigurno mnogo kompleksniji sa vise ucesnika u celom procesu i ostaje da se svi oni detektuju u
buducim istrazivanjima. Dodatno, analiza ekspresije cele familije MATE i COBRA-like gena u
razli¢itim organima M. x giganfeus u razli¢itim uslovima rasta mogli bi da nam pruZe bolji uvid
u nacin na koji ovi geni funkcionisu i kako su regulisani kod ove biljne vrste, a za Sta nema
podataka. S obzirom na njen znacajan fitoremedijacioni potencijal to bi posledicno moglo da
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bude znafajno sa aspekta formulisanja bioloSkih preparata koji bi sadrzavali bakterijski
konzorcijum za tretman biljaka pre sadnje i time povecali efikasnost procesa fitoremedijacije.
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6. ZAKLJUCCI

1. Bakterije izolovane iz rizosfere Miscanthus x giganteus gajenog na flotacionoj jalovini
poreklom sa deponije rudnika olova, bakra i cinka pripadaju rodovima Bacillus, Pseudomonas i
Arthrobacter, odnosno identifikovane su vrste Pseudomonas chlororaphis Bo, Bacillus toyonensis
Co, B. safensis Do, Arthrobacter sp. B21, B. aryabhattai B22 i B. thuringiensis F4.

2. Svi testirani izolati sintetisali su proteinazu i bar jo§ jedan od pet testiranih egzoenzima, a
osim P. chlororaphis Bo svi izolati su rasli u prisustvu 32,6% PEG6000 kao simulatora fizioloske
suSe. Nijedan izolat nije mogao da raste u prisustvu HgSO4, BaCrO3, CdSOg4 ili ZnSO4. Najotporniji
od testiranih izolata bio je B. toyonensis Co, koji je jedini rastao u medijumu sa Pb(C>H;02)a,
CuSOs4, NiClz, MnCl> 1 NaAsOa.

3. Najveca produkcija indol-3-sirétne kiseline detektovana je kod soja B. aryabhattai B22,
70,309 pg/ml. Ovaj soj je jedini koji ne sintetiSe ACC deaminazu, a soj P. chlororaphis Bo jedini
sintetiSe fenazin-1-karboksilnu kiselinu. Sposobnost solubilizacije fosfata je detektovana kod sojeva
P. chlororaphis Bo, B. safensis Do, 1 B. aryabhattai B22. Sojevi B. safensis Do, Arthrobacter sp.
B21, B. aryabhattai B22 1 B. thuringiensis F4 imaju sposobnost fiksacije azota. Produkcija
siderofora je detektovana kod svih sojeva osim B. aryabhattai B22 i B. thuringiensis F4.

4. Antimikrobni potencijal bakterija detektovan je prema odabranim biljnim patogenima gde
na koji je delovao samo B. safensis Do. Svi izolati su pokazivali sva tri tipa testirane pokretljivosti
plivanje, ronjenje i trzanje. Nakon 48 sati produkcija biofilma razli¢ite jacine je detektovana kod
svih izolata.

5. Konzorcijum koga ¢ine svih Sest izolata kojim su tretirani rizomi M. X giganteus pre
gajenja u supstratu uzetom sa flotacione jalovine pokazuje sposobnost da promovise rast biljke kroz
brzi rast, manji stepen vidljivih ostecenja listova, vecu visinu, vecu svezu i suvu masu listova, stabla
i korena. Tretirane biljke imale su statisti¢ki zna¢ajno ve¢u duzinu glavnih 1 bo¢nih korenova.

6. Biljke tretirane bakterijskim konzorcijumom imale su poveéan fitoremedijacioni
potencijal koji se ogledao u pove¢anoj akumulaciji toksi¢nih metala u odnosu na kontrolne biljke.
Najveca akumulacija je kod obe grupe biljaka zabeleZzena u korenovima za sve analizirane metale
osim za Zn, Mn i Cr, kao 1 Cd kod tretiranih biljaka, koji su najviSe akumulirani u rizomu.

7. Aktivnost antioksidativnih enzima superoksid dismutaze i katalaze je bila znacajno veca
kod kontrolnih u odnosu na tretirane biljke. Parametri stresa, vodnog deficita, relativni sadrzaj vode,
lipidna peroksidacija i koncentracija vodonik peroksida kod tretiranih biljaka ukazuju na zaStitni
efekat tretmana, ali nema statisticki znacajne razlike u odnosu na netretirane biljke.

8. Analiza transkriptoma je pokazala 5134 gena sa povecanom ekspresijom u odnosu na
4758 gena sa snizenom ekspresijom kod tretiranih biljaka. Diferencijalno eksprimiranim genima M.
x giganteus tretiranim bakterijama izolovanim iz njegove rizosfere dodeljeno je 32 GO termina za
gene sa povisenom i 64 za gene sa snizenom ekspresijom.

9. Dobijeni rezultati su potvrdili povecéanu ekspresiju gena MATE 40 koji kodira za
izbacivanje toksicnih jedinjenja i razliCitih antibiotika iz biljke i ukljucen je u njen odgovor na
abioticki 1 bioti¢ki stres. Drugi gen sa povecanom ekspresijom bio je COBRA-like protein 1 koji
kodira za glikozilfosfatidilinozitol protein uklju¢en u zadebljavanje c¢elijskog zida, celijsko
izduzivanje i povecanje biomase.
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8. PRILOZI

Prilog 1. Sekvence prajmera za RT-qPCR analizu

Gen Forward primer Reverse primer Referenca
MATE 14 CGTCACAGCACATCTTGGGC GCATCCTCGGGCAATACCTGAT 1
MATE 40 GGTGATCGGGGGAACCATGA CCTGGCTTTCTCCACCTCCTTG

COBRA-like protein 1
Chitinase-like protein 1

Sb02g041180

Galactoside 2-alpha-L-
fucosyltransferase

Pectinesterase 1

Pectinesterase inhibitor
PPESB
Auxin-responsive
protein SAUR36
MATEI6

MATE3S5
HMA7
HMA32
HMA33

Peroxidase 70
Early nodulin 93

CCAGGAAGCTGTGTAGAGGGT
GCGAGCAGCAGGAGATCGAG

TGAGAAAGCTCGGCAGGAAGCATA

TCGTCCTGAAAGCTGTGTCGT

GCGCCGACCAACTCGAAGAA

GACCACCGGATTCGCCTTCC

CAACCCAACGCAACCCAACC
TCTAGGAGGAATGGGCCTGTG
GTTCGTCAGGCTCTCGTTCG
TCCTCAAGATGAAAGGCGTGCA
TTGCTGCGCGTTTGCTCTTT

TCTCCACAAGATCGACGGTGTC
GTGACGAAGTCTGAGGCGAA
GTGAGCCGTGCATCCCTTGA

ACTAGAGGCGCCAAGCTGTT
GCCTTGGTGAGCACGTTCCT
TCTTCACCACAGATGTACGCACCA

AGGTAGGAGGAAACGGCGTG

TTGTTGCCCACCACAGCGAC

AAGGTACGTCTGCGTCTGCG

AGCCACACGATGTACCGGAT
TGAACACCCGATCCTTCGCT
TCGAGACCCGGACACTGATAG
ACTGTCTCGGACTTGACGATGG
GCTGCTCTGGTACACACCATCA

CTTGCCGGCCTTGTTGAGTT
CTCACCTTCGACAACGCCTA
CATGGCAGCATCCTCACGCT

[ Y

1- Ovo istrazivanje; 2-Barling i sar. (2013)
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Prilog 2. Hijerarhijska klaster analiza
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Prilog 3. GO termini sa znacajno vec¢om ekspresijom kod Mix u odnosu na Kontrolu

Kategorija GOID Opis padj

BP G0:0006979 response to oxidative stress 4.33E-09
BP G0:0006073 cellular glucan metabolic process 4.33E-09
BP G0:0044042 glucan metabolic process 4.33E-09
BP G0:0044264 cellular polysaccharide metabolic process 4.33E-09
BP G0:0005976 polysaccharide metabolic process 6.25E-08
BP G0:0044262 cellular carbohydrate metabolic process 8.63E-07
BP GO0:0007017 microtubule-based process 0.000422498
BP G0:0006928 movement of cell or subcellular component 0.001347721
BP G0:0007018 microtubule-based movement 0.001347721
BP G0:0042221 response to chemical 0.03764645
BP GO:0071554 cell wall organization or biogenesis 0.048266759
CcC GO:0005618 cell wall 5.62E-14
CC GO0:0030312 external encapsulating structure 5.62E-14
CC GO:0048046 apoplast 4.31E-13
CcC GO0:0005576 extracellular region 1.27E-10
CC G0:0071944 cell periphery 1.02E-06
MF GO0:0046527 glucosyltransferase activity 2.25E-12
MF G0:0016762 xyloglucan:xyloglucosyl transferase activity 2.25E-12
MF G0:0004601 peroxidase activity 3.25E-11
MF GO:0016684 oxidoreductase activity, acting on peroxide as acceptor 4.03E-11
MF G0:0016209 antioxidant activity 4.29E-11
MF G0:0005507 copper ion binding 1.52E-06
MF GO0:0004650 polygalacturonase activity 0.000169398
MF GO0:0003777 microtubule motor activity 0.00023347
MF G0:0008092 cytoskeletal protein binding 0.000399726
MF GO0:0008017 microtubule binding 0.000404372
MF GO0:0015631 tubulin binding 0.00091197
MF G0:0035251 UDP-glucosyltransferase activity 0.008738708
MF G0:0003774 motor activity 0.008738708
MF G0:0030976 thiamine pyrophosphate binding 0.016652795
MF GO0:0008194 UDP-glycosyltransferase activity 0.028736639
MF G0:0008061 chitin binding 0.049108803
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Prilog 4. GO termini sa znacajno snizenom ekspresijom kod Mix u odnosu na Kontrolu

Kategorija GOID Opis padj

BP GO:0009611 response to wounding 5.92E-07
BP GO0:0016567 protein ubiquitination 0.0006808
BP G0:0032446 protein modification by small protein conjugation 0.0006808
BP GO:1901136 carbohydrate derivative catabolic process 0.003903237
BP GO:0008037 cell recognition 0.003903237
BP G0:0009856 pollination 0.003903237
BP GO:0009875 pollen-pistil interaction 0.003903237
BP GO0:0044706 multi-multicellular organism process 0.003903237
BP GO0:0048544 recognition of pollen 0.003903237
BP GO0:0051704 multi-organism process 0.00394877
BP GO:0000003 reproduction 0.006841306
BP GO0:0022414 reproductive process 0.006841306
BP GO0:0000272 polysaccharide catabolic process 0.016451755
BP GO:0015696 ammonium transport 0.016451755
MF GO:0016838 carbon-oxygen lyase activity, acting on phosphates 6.79E-06
MF GO0O:0010333 terpene synthase activity 1.51E-05
MF GO:0004857 enzyme inhibitor activity 2.09E-05
MF GO:0016872 intramolecular lyase activity 0.000132529
MF GO:0016835 carbon-oxygen lyase activity 0.000132529
MF GO:0016829 lyase activity 0.000317937
MF GO0:0016747 transferase activity, transferring acyl groups other than amino-acyl 0.000317937
MF GO:0004842 ubiquitin-protein transferase activity 0.000493532
MF GO:0019787 ubiquitin-like protein transferase activity 0.000493532
MF GO:0004867 serine-type endopeptidase inhibitor activity 0.000682053
MF GO0:0016746 transferase activity, transferring acyl groups 0.001049936
MF G0:0004866 endopeptidase inhibitor activity 0.001232166
MF GO0:0030414 peptidase inhibitor activity 0.001232166
MF GO:0061134 peptidase regulator activity 0.001232166
MF GO:0061135 endopeptidase regulator activity 0.001232166
MF G0:0030234 enzyme regulator activity 0.00380032
MF GO:0005509 calcium ion binding 0.00380032
MF GO:0008519 ammonium transmembrane transporter activity 0.00380032
MF GO:0016161 beta-amylase activity 0.00380032
MF G0:0004970 ionotropic glutamate receptor activity 0.00380032
MF G0:0005230 extracellular ligand-gated ion channel activity 0.00380032
MF GO:0008066 glutamate receptor activity 0.00380032
MF GO:0015276 ligand-gated ion channel activity 0.00380032
MF G0:0022824 transmitter-gated ion channel activity 0.00380032
MF GO0:0022834 ligand-gated channel activity 0.00380032
MF GO0:0022835 transmitter-gated channel activity 0.00380032
MF GO:0030594 neurotransmitter receptor activity 0.00380032
MF G0:0004402 histone acetyltransferase activity 0.005205248
MF GO0:0034212 peptide N-acetyltransferase activity 0.005205248
MF GO:0061733 peptide-lysine-N-acetyltransferase activity 0.005205248
MF GO:0098772 molecular function regulator 0.005205248
MF GO:0004888 transmembrane signaling receptor activity 0.005205248
MF GO0:0038023 signaling receptor activity 0.005205248
MF GO:0060089 molecular transducer activity 0.005205248
MF G0:0010181 FMN binding 0.005641438
MF G0:0008373 sialyltransferase activity 0.011837416
MF GO0:0016298 lipase activity 0.011837416
MF GO:0008171 O-methyltransferase activity 0.013530504
MF GO:0015075 ion transmembrane transporter activity 0.014039131
MF GO:0015116 sulfate transmembrane transporter activity 0.020319457
MF GO:1901682 sulfur compound transmembrane transporter activity 0.020319457
MF GO:0016702 oxidoreductase activity, acting on single donors with incorporation of 0.028716097
MF GO0:0022836 gated channel activity 0.028716097
MF GO0:0022839 ion gated channel activity 0.028716097
MF G0:0008509 anion transmembrane transporter activity 0.031263854
MF GO:0008378 galactosyltransferase activity 0.031306332
MF GO:0019139 cytokinin dehydrogenase activity 0.032822029
MF GO0:0016160 amylase activity 0.035596305
MF G0:0051213 dioxygenase activity 0.04615987
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Prilog 5. Rezultat KEGG analize

KEGGID Opis padj
sbi00940 Phenylpropanoid biosynthesis 3.65E-10
sbi00500 Starch and sucrose metabolism 0.001072232
sbi04075 Plant hormone signal transduction 0.003908172
sbi00592 alpha-Linolenic acid metabolism 0.023841373
sbi00941 Flavonoid biosynthesis 0.029687195
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Prilog 6. Rezultat predikcije MATE proteina kod M. lutarioriparius

Akc. br. Duz. HMMER TMD CDD MW pl Ind. Ind. GRAVY Lok.
nest. alif. i

CADG6265104.1 460 MatE, 12 MATE like 49464.53 545 30.89 118.54 0.827 C.m.
CAD6229704.1 490 1\1\/1[::15, 11 MATE like 524319 9.79 31.63 116.59 0.703 C.m.
CAD6236623.1 485 l\l\/i[::g, 11 MATE like 51928.39 9.72 3243 11841 0.737 C.m
CAD6245590.1 496 1\1\/1[;:}? 12 MATE like 52996.41 57 2991 118.61 0.751 C.m
CAD6202365.1 504 1\1\/1[;:}? 12 MATE like 53945.57 5.81 2635 119.62 0.709 C.m
CAD6209871.1 501 1\1>I/[:tt§ 12 MATE like 53908.61 6.1 2621  120.52 0.734 C.m
CAD6213426.1 516 1\1\/1[::15, 12 MATE like 55254.01 6.59 28.82 117.19 0.74 C.m
CAD6332924.1 498 1\1\/1[::11;, 12 MATE like 53900.63 7.94 39.11 116.71 0.617 C.m
CAD6334102.1 472 l\l\/i[::g, 12 MATE like 50455  8.75 3398 121.33 0.763 C.m
CAD6247290.1 528 1\1\/1[;:}? 12 MATE like 56482.47 7.87 39.24 113.58 0.619 C.m
CAD6213422.1 430 1\1\/1[;:}? 9 MATE like 46082.01 59 3129 120.28 0.746 C.m
CAD6213428.1 402 1\1>I/[:tt§ 8 MATE like 43623.39 8.55 3125 114.03 0.644 C.m
CAD6212322.1 506 1\1\/1[::15, 10 MATE like 55055.24 7.07 31.71 114.35 0.667 C.m
CAD6335071.1 508 1\1\/1[::11;, 11 MATE like 53954.57 795 27.11 117.32 0.731 C.m
CAD6205678.1 497 l\l\/i[::g, 12 MATE like 53492.81 546 29.11 118.19 0.748 C.m
CAD6265105.1 477 1\1\/1[;:}? 12 MATE like 50813.74 534 30.39 118.64 0.72 C.m
CAD6266883.1 496 1\1\/1[;:}? 12 MATE like 53561.52 5.67 245 132.16 0.933 Vak.
CAD6269324.1 480 1\1>I/[:tt§ 12 MATE like 51945.61 7.56 244 131.5 0911 Vak.
CAD6213424.1 517 1\1\/1[::15, 12 MATE like 55383.28 7.97 27.82 118.49 0.713 C.m
CAD6204241.1 568 1\1\/1[::15, 12 MATE like 59280.84 6.5 2998 117.69 0.664 C.m
CAD6204240.1 568 l\l\/i[::g, 12 MATE like 59305.83 6.74 2941 117.69 0.653 C.m
CAD6211704.1 568 1\1\/1[;:}? 12 MATE like 59225.75 7.5 29.87 119.23 0.673 C.m
CAD6334103.1 477 1\1>I/[:tt§ 12 MATE like 51066.7 8.74 353 119.66 0.703 C.m
CADG6213676.1 487 1\1\/1[::11;, 11 MATE like 52285.27 8.67 31.81 114.95 0.728 C.m
CAD6205871.1 492 1\1\/1[::15, 12 MATE like 52738.99 9.51 28.62 116.2 0.71 C.m
CAD6241647.1 603 l\l\/i[::g, 12 MATE like 63540.86 5.88 37.23 104.91 0.554 C.m
CAD6217898.1 462 1\1\/1[;:}? 11 MATE like 4930891 557 3198 115.17 0.679 C.m
CAD6268753.1 512 1\1\/1[;:}? 12 MATE like 55513.4 8.66 41.77 118.52 0.643 C.m
CAD6245756.1 534 1\1>I/[:tt§ 11 MATE like 55651.8 8.72  36.2 115.54 0.725 C.m
CAD6270731.1 522 1\1\/1[::11;, 12 MATE like 56772.93 847 40.57 116.99 0.678 C.m

78



CAD6268725.1

CAD6339418.1
CAD6209925.1

CAD6259938.1

CAD6248936.1
CADG6342516.1

CADG6265010.1

CAD6224154.1

CAD6212323.1

CAD6227091.1

CAD6245539.1

CADG6265145.1

CADG6218468.1

CAD6246959.1
CAD6264955.1

CAD6241649.1

CAD6265009.1

CAD6335189.1

CAD6207761.1

CAD6202678.1

CAD6210210.1

CAD6230302.1

523

171
505

567

320
507

507

542

525

442

547

475

541

135
535

468

400

491

492

559

541

485

MatE
MatE,
MatE
MatE
MatE,
MatE
MatE,
MatE
MatE
MatE,
MatE
MatE,
MatE
MatE,
MatE
MatE,
MatE
MatE,
MatE
MatE,
MatE
MatE,
MatE
MatE,
MatE
MatE
MatE,
MatE
MatE,
MatE
MatE,
MatE
MatE,
MatE
MatE,
MatE
MatE,
MatE,
Polysacch
aride
biosynthes
is C-
terminal
domain
MatE,
Polysacch
aride
biosynthes
is C-
terminal
domain
MatE,
MatE

12

12

11

11

11

10

10

11

11

10

10

12

MATE _like

MATE like
MATE _like

MATE _like

MATE _like
MATE _like

MATE _like
MATE _like
MATE _like
MATE _like
MATE _like
MATE _like
MATE _like

MATE like
MATE _like

MATE _like
MATE _like
MATE _like
MATE _like

MATE _like

MATE _like

MATE _like

56772.88

54717.13

59802.49

54335.82

54321.79

57222.37

56727.52

47110.71

59818.5

51716.95

57278.53

55682.11

49036.44

43036.18

51015.31

511525

58633.86

57157.99

52150.66

8.46

5.74

7.86

59

59

8.23

6.97

55

6.16

8.52

8.36

8.72

8.83

8.44

9.41

9.56

7.9

8.22

8.01

40.95

2493

38.15

32.26

32.09

32.78

31.58

30.98

28.38

26.88

34.54

36.49

31.8

31.58

29.5

30.68

29.91

31.87

35.48

116.77

109.15

118.27

116.84

116.65

109.48

108.9

111.54

119.45

118.93

110.04

117.7

112.07

122.65

118.94

117.91

113.27

111.28

119.03

0.665

0.688

0.663

0.758

0.758

0.561

0.54

0.573

0.691

0.628

0.569

0.751

0.645

0.932

0.66

0.633

0.628

0.557

0.683

C.m.

Akc.br. - akcesioni broj; Duz. - duzina proteina (ak); HMMER - detektovani MatE domeni; TMD - detektovani
transmembranski domeni; CDD - klasifikacija superfamilije; MW - molekilska teZina; pl - teoretska pl; ind. nest. -
indeks nestabilnosti; ind. alif. - indeks alifaticnosti; GRAVY - GRAVY indeks; Lok. - ¢elijska lokalizacija; ¢.m. -
¢elijska membrana; Vak. - vakuola
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Prilog 7. Rezultat predikcije COBRA-like proteina kod M. lutarioriparius.

Akc. br. Duz. HMMER TMD CDD MW pl Ind. Ind. GRAVY Lok.
nest. alif,
CADG6217274.1 456 COBRA 1 COBRA 50617 8.84 324 76.12 -0.135 C.m.
CAD6217272.1 445 COBRA 1 COBRA  49044.4 8.9 29.35 74.99 -0.071 C.m.
CADG6223162.1 445 COBRA 1 COBRA 49136.64 8.9 29.88 76.52 -0.055 C.m.
CAD6223163.1 457 COBRA 1 COBRA 50864.37 8.99 31.57 76.81 -0.159 C.m.
CAD6214554.1 449 COBRA 1 COBRA 4991931 8.93 31.04 72.34 -0.173 C.m.
CAD6204065.1 446 COBRA 1 COBRA 48817.14 8.83 3272 75.47 -0.043 C.m.
CAD6206692.1 449 COBRA 1 COBRA 4967896 8.88  31.87 71.49 -0.162 C.m.
CADG6211537.1 446 COBRA 1 COBRA 4893234 8.89 33.8 76.35 -0.038 C.m.
CAD6204066.1 452 COBRA 1 COBRA 50661.52 9.05 36.04 79.76 -0.094 C.m.
CAD6214555.1 507 COBRA 0 COBRA
CADG6217844.1 678 COBRA 1 COBRA 75101.24 891 4261 70.24 -0.325 C.m.
CAD6223626.1 677 COBRA 1 COBRA 74954.07 8.95 43.38 68.77 -0.342 C.m.
CAD6210863.1 621 COBRA 1 COBRA 6669596 6.86 35.88 78.13 -0.07 C.m.
CAD6203289.1 668 COBRA 1 COBR, 7162648 575 34.29 79.64 -0.05 C.m.
CBM 2

CAD6222353.1 670 COBRA 1 COBRA 71764.47 535 41.25 76.63 -0.045 C.m.
CAD6262889.1 360 COBRA 1 COBRA 4089323 5.63 39.33 74.97 -0.289 C.m.
CAD6260146.1 360 COBRA 1 COBRA 408364 575 40095 75.25 -0.269 C.m.

CAD6206693.1 322 COBRA 0 COBRA

Akc.br. - akcesioni broj; Duz. - duzina proteina (ak); HMMER - detektovani MatE domeni; TMD - detektovani
transmembranski domeni; CDD - klasifikacija superfamilije; MW - molekilska tezina; pl - teoretska pl; ind. nest. -
indeks nestabilnosti; ind. alif. - indeks alifaticnosti; GRAVY - GRAVY indeks; Lok. - ¢elijska lokalizacija; ¢.m. -
¢elijska membrana;
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Prilog 8. Vrednosti svih merenih parametara”.

Jedinica Mix Kontrola
Parametrirasta
Koren FW g 3,31 +£0,98 2,68 £0,86
Koren DW g 0,54 +0,12 0,57 +£0,26
List FW g 3,76 £ 1,1 1,14+ 1,11
List DW g 1,45 £0,25 0,18 +£0,20
Stablo FW g 8,10+ 1,75 2,30 £ 1,60
Stablo DW g 1,63 £0,42 0,33 +£0,25
Rizom DW g 12,25 +2,86 13,42+1,71
Broj listova - 9,33 +£2,31 50
Ukupna duzina korena m 33,00 £3,99 12,70 £ 0,13
Duzina glavnog korena m 3,08+0,12 1,54+ 0,15
Duzina lateralnih korenova m 29,92 + 3,87 11,16 £ 0,28
Visina biljaka m 0,71 £ 0,02 0,24 + 0,12
Koncentracije metala i
makroelemenata
Mn (list) mg/kg 291,56 = 7,55 142,15 + 6,62
Mn (stablo) bW 309,67 + 3,36 301,07 + 1,86
Mn (rizom) 73,59 £ 1,88 66,78 £ 8,22
Mn (koren) 541,32 £43,12 542,28 £ 154,51
Pb (list) mg/kg 21,60 £ 6,79 4,62 +1,78
Pb (stablo) bW 30,92+0 22,84 +2,69
Pb (rizom) i g i g
Pb (koren) 191,27 £ 6,95 217,11 + 80,36
Zn (list) mg/kg 35,46 + 1,66 20,87 +£0,8
Zn (stablo) bW 72,33 + 1,13 53,02 £ 4,20
Zn (rizom) 90,98 + 1,77 57,90 £ 17,74
Zn (koren) 175,31 £ 8,79 200,81 + 88,68
Cu (list) mg/kg 6,07 £ 0,60 5,98 +£0,29
Cu (stablo) bW 2,42 +0,15 6,28 + 0,88
Cu (rizom) 1,62 +0,31 0,42 +£0,25
Cu (koren) 90,51 + 7,80 48,32 +£ 12,76
Cd (list) mg/kg 0,81 +0,07 0,14 +£0,02
Cd (stablo) bW 1,42 £0,22 0,52 + 0,02
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Cd (rizom) 0,75+ 0,39 0,08 £ 0,03
Cd (koren) 4,63 £0,76 4,73 £2,10
Ni (list) mg/kg 6,81 + 0,39 2,88 +1,11
Ni (stablo) bW 6,50+ 0 5,06 +0,97
Ni (rizom) 0,54+ 1,34 i g
Ni (koren) 98,52 £5,24 105,52 + 23,50
Cr (list) mg/kg 14,91 £ 0,73 7,57+0,14
Cr (stablo) bW 13,04 + 0,83 15,26 + 0,43
Cr (rizom) 7,23 £1,26 6,53 £0,23
Cr (koren) 43,70 + 1,20 107,10 + 23,88
Parametri oksidativnog stresa
RWC % 76,56 + 12,71 68,50 + 10,05
Prolin (list) pmol/g 1,23 £ 0,49 1,77 £ 0,32
Prolin (koren) FwW 0,96 + 0,44 1,38 £ 0,44
H>0: (list) umol/g 0,42+ 0,19 0,44 +£ 0,08
H>0: (koren) FwW 0,12+ 0,01 0,15+0,02
Koncentracija MDA (list) nmol/g 8,15+1,03 13,63 £ 3,72
FW
Koncentracija proteina (list) mg/ml 0,75+0,17 0,53 £0,08
Koncentracija proteina (koren) 0,08 + 0,06 0,07 £0,03
POD (k)U/mg 0,59 +0,12 0,65 +0,29
APX proteina 0,43 £0,06 0,32 £0,05
SOD 83,94 + 12,98 145,02 + 24,72
CAT 0,35 +£0,06 1,51 +£0,35

*Sve vrednosti su prikazane kao srednja vrednost tri ponavljanja = SD.
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Ipuuor 1.

H3jaBa o ayTopcTBY

[Mornucanu-a Mila Pesié

Opoj uHIEKCa M3005/2018

UzjaBbyjem
J1a je TIOKTOpCKa AMCepTaIlyja 1Mo HaCJIOBOM

I/II[GHTI/I(bI/IKaL[I/Ija MOJICKYJIApHHUX MCXaHU3aMa I/IHTepaKHI/Ije MHCKaHTYyCa

(Miscanthus x giganteus) u OaKTepHja BEroBe pu3ocdepe

® PE3yJTaT COIICTBCHOI' UCTPAXKUBAYKOI pajia,

e Ja IpeUIoKeHa ucepTalija y HeTuHN HH Y JAeJIOBUMa HHje Onia mpeasioskeHa 3a 1o0ujame
OWJIO KOj€ JUILIOME MpeMa CTYIH]CKUM IpoTrpaMuMa JIPYTUX BUCOKOIIKOJICKUAX YCTaHOBA,

® J1a Cy pe3yJiITaTu KOPECKTHO HABCACHU U

® J1a HUCaM Kpumo/na AyTOpPCKa IpaBa U KOPUCTUO UHTCIICKTYAJIHY CBOjI/IHy APYyrux Jiaa.

[Mornuc noKkTOpanga

VY beorpany,




Ipuuor 2.

M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE H €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT paaa

Nwme u npesume ayropa: Mua [lemuh
bpoj unnexca: M3005/2018
Crynujcku nporpam: MosekynapHa 0uosoruja, Moayl: MosekyiapHa OHoJiordja mpoKapruoTa

Hacnos pana: Unentudukaimja MoJeKyJapHUX MEXaHH3aMa HHTEPAKIIHje MUCKAHTyCa
(Miscanthus % giganteus) n OakTepHja BErose pusocdepe

Menrop: np Jenena Jlo3o, penoBau nmpodecop

[Mornucanwu/a Muna [Temuh

W3jaBspyjeM aa je mramiana Bep3uja MOT JIOKTOPCKOT pajia HCTOBETHA EICKTPOHCKO] BEP3UjU KOjY
caM mpezao/ia 3a o0jaBJbHUBamke Ha Moprany JIMrHTaJHOT pemo3uTopujyMa YHUBep3UTETa y
beorpany.

Jlo3BosbaBaM Ja ce o0jaBe MOjU JIMYHU IOJAlld Be3aHU 3a JI00Mjame aKaJeMCKOT 3Bama JIOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UMe U Mpe3uMe, TOANHA U MECTO pol)ema U AaTyM oa0paHe paja.

OBM JNHYHM TOAALM MOTY c€ O0jaBUTHM Ha MPEXHHM CTpaHUIAMa JUTUTAIHE OHOIHOTEKe, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJIoTy M 'y myOnukanujama Y HuBep3urera y beorpany.

HHornuc noKkTOopanga

VY beorpany,




Hpuor 3.

H3sjaBa o kopunthewy

Opnamhyjem YHUBep3uTeTcKy OHONMHOTEKY ,,CBeTo3ap MapkoBuh® ma y Jlururanam peno3uTopujym

VYuusep3urera y beorpany ynece Mojy IOKTOPCKY OUCEPTALHjy IOA HACIOBOM:

Unentudrkanmja MonexyIapHAX MEXaHH3aMa HHTEPAKIINje MUCKaHTyca

(Miscanthus % giganteus) n 6akTepuja mberose pusochepe

KOja je MOje ayTOpPCKO 0.

Hucepranmjy ca CBHUM MpHiIo3MMa Mpeqao/Ja caM y eIeKTPOHCKOM (opMaTy TOTOJHOM 3a TPajHO

apXuBHpambe.

Mojy HOKTOpCKY IUCEpTaIdjy MOXpameny y Jururaiam peno3utopujyMm Y HuBep3uTera y beorpamy mMory ma
KOpHCTE CBH KOjH TIOWITY]y ofpende caapkane y ogadpanom tumy nuienne Kpearusue 3ajeqaune (Creative

Commons) 3a K0jy caM ce OJTy9Ho/a.
1. AytopcTtBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIIHjaTHO
@AyTopCTBo — HEKOMEPIIHjalTHO — 0e3 Tpepaie
4. AyTOopCcTBO — HEKOMEPUHUjaJTHO — JIETUTH I10J] UCTUM yCIOBHMA
5. AytopcTBo — 0e3 mpepaje
6. AyTOpCTBO — JAENUTH O]l UCTUM YCIIOBUMA

(Monmumo 1a 3a0KpYKHTE CaMmoO jelHy OJ IIecT MOHyheHWX IUICHIW, KpaTaK OIMUC JIMICHIU JaT je Ha

nonehunu nucTa).

IMoTnuc noxTOopanaa

VY Bbeorpany,




1. AyropctBo - Jlo3BOJbaBaTe yMHOXKABAWkhE, AUCTPHOYIIHjY W jaBHO CAOIIIITAaBamke Jiefa, U Mpepajie, ako ce
HaBeJle MMe ayTopa Ha HauWH ojapel)eH o cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JIMIEHIIE, YaK U y KOMEpIHjaiHe
cepxe. OBO je HajcI000IHUja O] CBUX JIUIICHIIH.

2. AyTOpcTBO — HEKOMepITHjarHo. [|03BoJbaBaTe yMHOKaBake, TUCTPUOYIIN]Y U jaABHO CAOMIITABAKE JIeTa, U
npepazie, ako ce HaBele MME ayTopa Ha HauuH oapelieH ox cTpaHe ayropa wim fgaBaona juneHne. OBa
JUIICHIIA HE I03BOJhaBa KOMEPIHjaIHy yIoTpeOy aena.

3. AyTopcTBO - HEKoMmepIHjamHo — 0e3 mpepasae. [lo3BosbaBaTe yMHOXKaBame, AUCTPUOYIM]Y WU jaBHO
CaoIIITaBamke JieNa, 0e3 MpoMeHa, MPeoOIMKOBaka WIIN YIOTpede /ieja Y CBOM Jelly, aKo CE€ HaBele UMe
ayTopa Ha HauuH oapeheH ox crpaHe ayTopa WM JgaBaoma JmneHne. OBa JMIEHIIA HE J03BOJbaBa
KoMepIyjairHy ynorpeOy fena. Y OJHOCY Ha CBE OcTaje JIMIICHIIE, OBOM JIUIIEHIIOM Cce OrpaHn4aBa HajBehn
o0uM npaBa kopuihema aena.

4. AyTOpCcTBO - HEKOMEpPIHjaJHO — [EeIUTH TIOJ] HWCTUM YyciuoBuMma. Jlo3BospaBaTe yMHOXKaBame,
JTUCTPUOYIM]Y U JaBHO CAOIIITaBamke Jiejia, U Mpepajie, ako ce HaBeJe MME ayTopa Ha HauMH ojapeheH on
CTpaHe ayTopa WX JlaBaola JIMIEHIIE U aKo ce Ipepaja AUCTpUOyHnpa oA UCTOM HMIIH CIMYHOM JTUIICHIIOM.
OBa nuIIeHIIa HEe J03BOJbaBa KOMEPIHjaIHy yIIoTpeOy aena u npepaja.

5. AytopctBo — 0€3 mpepane. /l03BojbaBaTe YMHOXKABaWkE, IUCTPUOYIIMjY U JaBHO CaoIIITaBamke Jieia, 0e3
IMpOMeHa, MPeoOIMKOBaka WM yIoTpede Jefia y CBOM JIeily, aKo ce HaBeJe MMe ayTopa Ha Ha4YMH onpeleH
O]l CTpaHe ayTopa WM JaBaonia jJuiieHie. OBa JUIEHIA J03B0/baBa KOMEPIHjaIHy yHOTpeOy jaena.

6. AyTOpCcTBO - JENUTH TMOJ| MCTUM YCIOBHMA. Jl03BoJbaBaTe yMHOXKaBame, AUCTPUOYIHM]Y H jaBHO
CaoMIITaBame JeJla, U Mpepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauuH ojpeheH ox cTpaHe ayTopa HIH
JaBaolia JIMIEHIIE W aKo ce Tpepajga TUCTpUOyHpa IMOJ MCTOM WM CIMYHOM JHieHinoM. OBa JHIeHIA
JI03BOJbAaBa KOMEpPIHjaliHy ymoTpeOy aenma u mpepaaa. CrnudHa je cO(TBEPCKHM JIMIEHIIAMa, OJHOCHO
JMIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.
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