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Karakterizacija sezonske promene mikrobioma Seerne repe i korelacija sa biokontrolnim
potencijalom dobijenih izolata

Sazetak

Mikrobiom Secerne repe predstavlja izvor bakterijske raznovrsnosti i funkcionalno razlicitih
mikroorganizama koji mogu doprineti rastenju i zastiti biljke. U ovom istrazivanju analizirana je
sezonska dinamika bakterijskog mikrobioma Se¢erne repe primenom metoda zavisnih 1 nezavisnih od
kultivacije, kao i1 funkcionalne osobine izolovanih bakterija. Izolacijom na konvencionalnim i
podlogama sa biljnim ekstraktima dobijeno je 635 bakterijskih izolata, dok je mikrobiom
okarakterisan sekvenciranjem gena za /6S rRNK. Rezultati su pokazali izrazenu sezonsku dinamiku
1 komplementarnost pristupa zavisnog i nezavisnog od kultivacije. Dok je sastav mikrobioma na
nivou razdela bio relativno stabilan, sezonske promene bile su izraZzenije na nivou rodova 1 vrsta,
naroCito u filosferi. Podloge sa biljnim ekstraktima omogucéile su izolaciju taksona koji nisu
detektovani metabarkodiranjem, ukljucujuci izolate sa osobinama znacajnim za promociju rastenja
biljke 1 biokontrolu. Odabrani sojevi Bacillus safensis MRh275, B. pseudomycoides JRh226 1
Stenotrophomonas maltophilia JRh266, kao 1 konzorcijum T2 (MRh275 1 JRh266), pokazali su
biokontrolni potencijal prema Pseudomonas syringae pv. aptata P21 u in planta uslovima. Efikasnost
biokontrole zavisila je od soja 1 nacina primene. Direktna primena bila je povezana sa izraZenijim
smanjenjem razvoja lezija, dok je indirektna primena, odnosno priprema semena, izrazenije
modulirala redoks odgovor biljke, aktivnost antioksidativnih enzima i fenilalanin amonijum-lijaze,
kao 1 ekspresiju gena povezanih sa odbranom biljke. Rezultati ukazuju na znacaj bakterijskog
mikrobioma Secerne repe kao izvora funkcionalno raznovrsnih mikroorganizama sa potencijalom za
pripremu semena kao oblik biokontrole.

Kljuéne recdi: Secerna repa, bakterijski mikrobiom, metabarkodiranje, bakterije koje podsticu rastenje
biljaka, bioloska kontrola, Pseudomonas syringae pv. aptata

Naucna oblast: Biologija
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Characterization of seasonal changes in the sugar beet microbiome and their correlation with
the biocontrol potential of the obtained isolates

Abstract

The sugar beet microbiome is a source of bacterial diversity and functionally diverse microorganisms
that may contribute to plant growth and protection. This study investigated the seasonal dynamics of
the sugar beet bacterial microbiome using culture-dependent and culture-independent approaches, as
well as the functional traits of bacterial isolates. We obtained 635 bacterial isolates using conventional
and plant extract-based media, and we characterized the microbiome by sequencing the /6S rRNA
gene. The results revealed pronounced seasonal dynamics and complementarity between culture -
dependent and culture-independent approaches. Although microbiome composition at the phylum
level was relatively stable, seasonal changes were more pronounced at the genus and species levels,
particularly in the phyllosphere. Plant extract-based media enabled the isolation of taxa not detected
by metabarcoding, including isolates with traits relevant to plant growth promotion and biocontrol.
The selected strains Bacillus safensis MRh275, B. pseudomycoides JRh226, and Stenotrophomonas
maltophilia JRh266, as well as consortium T2 (MRh275 and JRh266), showed biocontrol potential
against Pseudomonas syringae pv. aptata P21 under in planta conditions. Biocontrol efficacy
depended on the strain and application method. Direct application was associated with a more
pronounced reduction in lesion development, whereas indirect application, i.e., seed treatment, led to
more pronounced modulation of the plant redox response, antioxidant enzyme and phenylalanine
ammonia-lyase activities, and the expression of genes associated with plant defense. The results
highlight the importance of the sugar beet bacterial microbiome as a source of functionally diverse
microorganisms with seed priming potential for biocontrol.

Keywords: sugar beet, bacterial microbiome, metabarcoding, plant growth-promoting bacteria,
biological control, Pseudomonas syringae pv. aptata

Scientific field: Biology
Scientific subfield: Microbiology
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UVOD

Sec¢erna repa (Beta vulgaris L.)

Seéerna repa (Beta vulgaris L.) predstavlja jednu od najznacajnijih industrijskih biljnih vrsta koje se
gaje u podru¢jima sa umerenom klimom. Potie od divlje morske repe (Beta maritima L.), vrste
prirodno rasprostranjene duz obala Mediterana i1 Atlantskog okeana, koja se smatra pretkom svih
gajenih formi roda Beta (Wolfgang et al., 2023). Po obimu proizvodnje, Se¢erna repa se svrstava medu
najznacajnije ratarske kulture na globalnom nivou. Njen ekonomski znacaj prvenstveno proizlazi iz
visokog sadrzaja saharoze u zadebljalom korenu, koji najcesce iznosi izmedu 16 1 20 procenata sveze
mase, §to omogucava efikasnu industrijsku preradu (Draycott, 2006). Seéerna repa je dvogodisnja
biljka, ali se gaji kao jednogodisnja. Tokom prve godine vegetacije Se¢erna repa prolazi kroz nekoliko
jasno definisanih razvojnih faza koje karakteriSu znacajne morfoloske i fizioloSke promene (Slika 1).
Nakon nicanja i formiranja pocetne lisne rozete, biljka ulazi u period intenzivnog vegetativnog rasta
tokom kojeg dolazi do ubrzanog razvoja nadzemne biomase i korenovog sistema. Sredinom
vegetacione sezone zapocCinje intenzivna akumulacija rezervnih materija, pre svega saharoze, u
zadebljalom korenu, dok se u zavr$nim fazama razvoja povecava sadrzaj Secera i dostize zrelost biljke
(Jammer et al.,, 2020). Nakon perioda izloZenosti niskim temperaturama dolazi do prelaska u
generativnu fazu razvoja, kada se tokom druge godine formiraju stablo, cvetovi i seme. U
poljoprivrednoj proizvodnji biljke se beru na kraju prve vegetacione sezone, jer cvetanje i formiranje
semena dovode do znacajnog smanjenja sadrzaja Secera u korenu, ¢ime se umanjuje kvalitet dobijene
sirovine (Dhiman et al., 2025; Wolfgang et al., 2023).

Evropska unija predstavlja jedan od vodecih regiona u proizvodnji Secerne repe na globalnom nivou.
Prema podacima Eurostata, tokom 2024. godine proizvedeno 121,6 miliona tona Secerne repe na
prostoru Evropske unije. Medu vode¢im proizvodacima bili su Nemacka, Francuska, Poljska i
Holandija, koje su zajedno €inile priblizno tri Cetvrtine ukupne proizvodnje Seerne repe u ovom
regionu (Eurostat, 2025). Povoljni agroekoloski uslovi omogucavaju uspesno gajenje Secerne repe i
na podrucju Srbije, gde ona predstavlja jednu od najznacajnijih industrijskih kultura. Prema podacima
Republickog zavoda za statistiku, u Srbiji je tokom 2025. godine proizvedeno 1806349 tona Secerne
repe, uz prose€an prinos od 52,5 t/ha, dok je ova kultura bila zastupljena na povrSini od 34382 ha
(RZS, 2026). Ova vrsta moze uspesSno da se gaji na razli¢itim tipovima zemljiSta, narocito na
zemljistima sa pH vrednos¢u bliskom neutralnoj, Sto doprinosi njenoj Sirokoj rasprostranjenosti
(Subi¢ et al., 2018). Pored toga, odlikuje se relativno visokim stepenom tolerancije prema promenama
temperaturnih uslova, periodima ogranicene dostupnosti vode i drugim abiotickim stresnim
faktorima, zbog Cega se smatra pouzdanom kulturom za proizvodnju velike koliCine biomase i
ostvarivanje stabilnih prinosa (Ikeda et al., 2023). Pored svog ekonomskog znacaja, Se¢erna repa ima
vaznu ulogu 1 u konceptu odrzive poljoprivredne proizvodnje. Nusproizvodi nastali tokom prerade
korena, poput repinih rezanaca, koriste se kao kvalitetna sto¢na hrana, dok se biljni ostaci mogu
upotrebiti za obogadivanje zemljiSta organskom materijom ili za proizvodnju energije iz biomase
(bioetanola 1 biogasa). Na taj nacin povecava se efikasnost iskori§¢avanja biljnih resursa, smanjuje
koli¢ina otpada i doprinosi primeni principa cirkularne ekonomije u savremenoj poljoprivrednoj
proizvodnji (Subi¢ et al., 2018).



Sezonska dinamika
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Slika 1. Prikaz organizacije i sezonske dinamike mikrobioma Seéerne repe, pristup njegovom proucavanju i uloge
mikroorganizama koji su sastavni deo biljnog mikrobioma u promociji rastenja i zastiti biljke od patogena

Biljni mikrobiom

Biljke u prirodnim ekosistemima funkcioniSu kao sloZeni bioloski sistemi koji su u stalnoj interakeiji
sa raznovrsnim mikroorganizmima. Skup svih mikroorganizama koji naseljavaju biljno telo,
ukljucujuéi bakterije, arhee, gljive, viruse i protiste, definiSe se kao biljni mikrobiom. Ova zajednica
pokazuje izrazenu dinamicnost, pri ¢emu njen sastav i funkcionalni potencijal zavise od biljne vrste,
geneticke osnove domacina, fenoloSke faze razvoja 1 uslova spoljasnje sredine, uklju¢ujuéi bioticke 1
abioticke stresore (Andreote & Pereira e Silva, 2017; Chen et al., 2024). Prostorna organizacija
biljnog mikrobioma moze se posmatrati kroz razlicite ekoloSke niSe, medu kojima se posebno
izdvajaju rizosfera 1 filosfera (Slika 1). Rizosfera predstavlja zonu zemljista pod direktnim uticajem
korenovog sistema, gde se intenzivne razmene izmedu biljke, mikroorganizama i zemljiSta odvijaju
posredstvom korenovih eksudata. Filosfera, nasuprot tome, obuhvata nadzemne biljne organe, listove,

stabljike 1 reproduktivne strukture, koji su izlozeni spolja$njim atmosferskim uslovima (Dlamini et
al., 2022).

Pored prostorne podeljenosti, mikroorganizmi povezani sa biljkama diferenciraju se 1 prema nacinu
interakcije sa doma¢inom na epifitne i endofitne forme (Slika 1). Epifite kolonizuju povrSinu biljnih
organa i formiraju zajednice koje su direktno izlozene promenljivim abiotiCkim uslovima sredine,
dok endofite naseljavaju unutrasnja biljna tkiva, Cesto bez izazivanja vidljivih simptoma kod biljaka,
a poseduju 1 potencijal da pozitivno uti€u na fizioloske funkcije biljke (Bacon & White, 2016; T.
Gomes et al., 2018). Na osnovu ovako definisane prostorne i funkcionalne organizacije biljnog
mikrobioma, postaje jasno da mikroorganizmi ne predstavljaju samo pasivne kolonizatore biljnih
povrsina, ve¢ aktivne ucesnike u slozenim ekoloSkim i biohemijskim procesima. Njihove aktivnosti
direktno oblikuju transformaciju 1 dostupnost hranljivih elemenata, ¢ime se uspostavlja Cvrsta
funkcionalna povezanost izmedu strukture mikrobioma 1 fizioloskog statusa biljke (Trivedi et al.,
2020).
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Rizosferna zona predstavlja jedno od najaktivnijih mikrobioloskih staniSta u zemljiStu, u kojem se
odvijaju intenzivne interakcije izmedu biljke i mikroorganizama. Klju¢ni pokreta¢ ovih interakcija su
korenovi eksudati i proces rizodepozicije, putem kojih biljke u okolno zemljiste izlucuju Sirok spektar
organskih jedinjenja, ukljucujuéi jednostavne Secere, aminokiseline, organske kiseline i sekundarne
metabolite. Ove supstance oblikuju specificne mikrobijalne zajednice i uti€u na njihovu strukturu i
funkcionalnost, ¢ime se uspostavljaju selektivne 1 dinami¢ne veze izmedu biljke 1 mikroorganizama
(Dlamini et al., 2022; Niu et al., 2020). Filosfera predstavlja izrazito stresno okruZenje u kojem su
dostupnost hranljivih materija 1 vode ograni¢ene, dok su organizmi izlozeni UV zracenju,
temperaturnim oscilacijama 1 oksidativnom stresu. Uprkos tome, ona je naseljena kompleksnom
zajednicom mikroorganizama c¢ija struktura zavisi od biljnog domacina, geografskog porekla 1
sezonskih promena (C. He et al., 2023). Mikroorganizmi koji uspevaju da opstanu u ovim uslovima
razvijaju razliite adaptivne strategije, ukljucujuéi sintezu pigmenata, egzopolisaharida i
biosurfaktanata, koji omogucavaju zastitu od isuSivanja i poboljSano prijanjanje na biljne povrSine
(Bashir et al., 2022). Mikrobijalne zajednice u rizosferi i filosferi imaju centralnu ulogu u odrzavanju
biljne produktivnosti i zdravstvenog statusa domacina. Medu njima se posebno izdvajaju bakterije
koje promoviSu rastenje biljaka (eng. Plant Growth-Promoting, PGP), kao 1 organizmi koji deluju
kao agensi bioloske kontrole (eng. Biological Control Agents, BCA). BCA mogu delovati direktno,
kroz produkciju antimikrobnih jedinjenja 1 parazitiranje na patogenima, ili indirektno, putem
kompeticije za resurse i indukcije odbrambenih mehanizama biljke (Niu et al., 2020; Valente et al.,
2025). Pored ovih mehanizama, PGP mikroorganizmi doprinose rastenju biljaka i kroz povecanje
dostupnosti hranljivih elemenata. U okviru sistema biljka-mikroorganizam, mikroorganizmi
ucestvuju u procesima fiksacije azota, mobilizacije fosfora i kalijuma, kao i uusvajanju gvozda, ¢ime
direktno uti¢u na dostupnost hranljivih materija i rastenje biljaka (Ajeethan et al., 2026). U Sirem
ekoloskom kontekstu, ovakve viSestruke funkcionalne uloge mikroorganizama ukazuju na to da se
njihova interakcija sa biljkama ne moze posmatrati izolovano, ve¢ kao deo jedinstvenog bioloskog
sistema. Savremeni koncept holobionta posmatra biljku 1 njene pridruzene mikroorganizme kao
integrisanu funkcionalnu celinu. Zato se mikrobiom prepoznaje kao klju¢ni faktor u adaptaciji biljaka
1 njihovoj otpornosti, §to ga €ini znacajnim elementom savremenih strategija odrzive poljoprivrede
(Wolfgang et al., 2023).

Endofitne i epifitne zajednice, iako prostorno razdvojene, ¢ine funkcionalno povezane komponente
ukupnog biljnog mikrobioma. Endofite doprinose homeostazi domac¢ina kroz produkciju
fitohormona, regulaciju oksidativnog stresa i povecanje tolerancije na abioticke stresore, dok epifite
pre svega ucestvuju u zastiti spoljasnjih biljnih struktura i interakcijama sa okruzenjem. Na taj nacin
endofitne 1 epifitne zajednice doprinose formiranju stabilnog i funkcionalnog biljnog mikrobioma
(Brader et al., 2017; Hardoim et al., 2008).

Metode proucavanja biljnog mikrobioma

IstraZivanje biljnog mikrobioma obuhvata primenu razli¢itth mikrobioloskih kultivacionih metoda i
molekularnih  metoda nezavisnih od kultivacije mikroorganizama sa ciljem identifikacije,
karakterizacije 1 funkcionalne analize mikroorganizama povezanih sa biljkama (Slika 1). Razvoj
savremenih tehnika omogucéio je znacajno unapredenje razumevanja strukture, diverziteta i
funkcionalnog znacaja zajednica mikroorganizama koje naseljavaju rizosferu, filosferu i unutrasnja
biljna tkiva (Compant et al., 2019). Tradicionalni pristupi zasnivaju se na izolaciji i1 kultivaciji
mikroorganizama na razli¢itim hranljivim podlogama i u razli¢itim uslovima gajenja. Medutim, dugo
je ve¢ poznato da standardne sinteticke podloge bogate nutrijentima ne odrazavaju prirodne uslove
koji vladaju u biljnom okruzenju, zbog Cega znaCajan deo mikroorganizama ostaje neuspesno
kultivisan u laboratorijskim uslovima. Kao odgovor na ovaj problem razvijene su podloge zasnovane
na biljnim ekstraktima, biljnim sokovima i homogenatima, koje bolje simuliraju nutritivne uslove
prisutne u biljci 1 njenoj neposrednoj okolini (Shi et al., 2009). Pored sastava podloge, uspesnost
izolacije moze se unaprediti postupkom sterilizacije koji podrazumeva odvojenu sterilizaciju podloga
1 sredstva za o¢vrS¢avanje u kombinaciji sa produzenim vremenom inkubacije (Kato et al., 2018),
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izborom razliitih sredstava za ocvrS¢avanje podloga (agar ili fitagel) (Mourad et al., 2018), kao 1
dodatkom ekstrakta rizosfere ili filosfere (T. Nguyen et al., 2018). Ovakvi pristupi omogucili su
izolaciju brojnih do tada nekultivisanih ili retko kultivisanih bakterijskih taksona.

Iako kultivacione metode imaju klju¢nu ulogu u proucavanju fizioloskih i1 funkcionalnih osobina
mikroorganizama, njthov glavni nedostatak jeste ograniCena mogucénost detekcije ukupne
raznovrsnosti mikroorganizama koji ¢ine biljni mikrobiom. Zbog toga su poslednjih decenija
razvijene metode nezavisne od kultivacije koje omogucavaju direktnu analizu genetickog materijala
izdvojenog iz uzoraka biljke ili zemljiSta. Medu njima se posebno izdvaja metabarkodiranje
zasnovano na sekvenciranju gena za /6SrRNK, koje predstavlja jednu od najceS¢e koris¢enih metoda
za analizu sastava bakterijskih zajednica. Ovaj pristup omogucéava identifikaciju velikog broja
mikroorganizama, ukljucujuci i one koji se ne mogu kultivisati u laboratorijskim uslovima, pruzajuéi
detaljan uvid u strukturu i diverzitet biljnog mikrobioma. Ipak, metabarkodiranje ima i odredena
ograniCenja. Varijabilan broj kopija gena /6S rRNK kod razli¢itih bakterijskih taksona moze uticati
na ta¢nost procene njihove relativne zastupljenosti, a taksonomska identifikacija Cesto je ograni¢ena
na nivo roda. Pored toga, rezultati mogu zavisiti od izbora analiziranog hipervarijabilnog regiona i
referentne baze podataka koriS¢ene za taksonomsku anotaciju sekvenci (Francioli et al., 2021;
Johnson et al., 2019).

Savremena istrazivanja biljnog mikrobioma sve viSe se zasnivaju na kombinaciji kultivacionih 1
metoda koje ne zavise od kultivacije. Dok ove druge omogucavaju detaljnu analizu diverziteta
mikrobnih zajednica, kultivacija ostaje nezamenljiva za izolaciju mikroorganizama, eksperimentalnu
potvrdu njithovih osobina i razvoj bioloskih preparata za odrzivu poljoprivrednu proizvodnju.

Mikroorganizmi koji promovisu rastenje biljaka

Mikroorganizmi koji kolonizuju biljke ostvaruju brojne funkcionalne aktivnosti koje imaju znacajan
uticaj na rastenje, razvoj i zdravstveno stanje biljke. Zahvaljuju¢i razli¢itim mehanizmima delovanja,
oni ucestvuju u poboljSanju ishrane biljaka, regulaciji fizioloskih procesa i povecanju otpornosti na
bioticke 1 abiotiCke stresne faktore. Ove osobine se u literaturi najceS¢e oznacavaju kao karakteristike
koje promovisu rastenje biljaka i predstavljaju jedan od najznacajnijih aspekata interakcije biljaka i
njihovog mikrobioma.

Funkcije PGP mikroorganizama mogu se grupisati u nekoliko osnovnih kategorija (Slika 1):

e povecanje dostupnosti 1 usvajanja hranljivih materija,

sinteza i regulacija biljnih hormona,

povecanje tolerancije biljaka na nepovoljne uslove sredine,

zastita biljke od patogenih mikroorganizama (Bashir et al., 2022; Santoyo, 2022).

Pored primene pojedinacnih PGP mikroorganizama, poslednjih godina sve vecu paznju privlaci
upotreba konzorcijuma, koji predstavljaju kombinaciju dva ili vise mikroorganizama. Polazi se od
pretpostavke da jedan mikroorganizam retko poseduje sve mehanizme neophodne za efikasnu
stimulaciju rastenja biljaka 1 zastitu od razli¢itih stresnih faktora, dok konzorcijumi mogu objediniti
viSe korisnih PGP aktivnosti. Zahvaljuju¢i medusobnim interakcijama c¢lanova konzorcijuma,
ukljucujuéi razmenu metabolita, koordinaciju metaboli¢kih procesa i efikasnije koris¢enje dostupnih
resursa, mogucée je ostvariti komplementarne ili sinergisticke efekte koji doprinose uspesnijoj
kolonizaciji rizosfere, ve¢oj funkcionalnoj stabilnosti i efikasnijem promovisanju rastenja biljaka.
Istovremeno, efikasnost mikrobnih konzorcijuma u velikoj meri zavisi od kompatibilnosti
mikroorganizama koji ga sainjavaju njihovih c¢lanova, stabilnosti medusobnih interakcija i
sposobnosti odrzavanja funkcionalne aktivnosti u rizosferi, pri ¢emu antagonisticki odnosi izmedu
mikroorganizama mogu umanjiti ocekivane pozitivne efekte. Zbog toga se razvoj mikrobijalnih
konzorcijuma danas smatra jednim od najperspektivnijih pravaca u razvoju bioloskih preparata za
odrzivu poljoprivredu (Negi et al., 2024; A. Singh et al., 2023; Timofeeva et al., 2023).

4



Povecanje dostupnosti 1 usvajanja hranljivih materija

Mikroorganizmi imaju znacajnu ulogu u obezbedivanju 1 povecanju usvajanja esencijalnih biogenih
elemenata, pre svega azota, fosfora i gvozda. Njihova aktivnost obuhvata razliCite biohemijske
procese, ukljucujuci fiksaciju atmosferskog azota, razgradnju organske materije i sintezu enzima koji
omogucavaju mineralizaciju 1 transformaciju hranljivih materija u oblike pristupacne biljkama.
Poseban znacaj u ovom procesu imaju ekstracelularni enzimi koje mikroorganizmi oslobadaju u
okolinu, a koji ucestvuju u razgradnji kompleksnih organskih jedinjenja, poput celuloze,
hemiceluloze, proteina i organskih fosfornih jedinjenja. Njithovom aktivnoS¢u dolazi do oslobadanja
mineralnih oblika hranljivih elemenata, ¢ime se povecava njihova dostupnost biljkama i istovremeno
ubrzava kruzenje materije u rizosferi (Luo etal., 2017). S obzirom na to da biljke mogu usvajati fosfor
isklju¢ivo u obliku ortofosfatnih jona (H2PO4 i HPO4?"), transformacije ovog elementa posredstvom
mikroorganizama imaju poseban znacaj za njegovu bioloSku dostupnost. Mikroorganizmi koji
poseduju sposobnost solubilizacije fosfata omogucéavaju oslobadanje fosfora mineralizacijom
organskih jedinjenja 1 rastvaranjem teSko rastvorljivih mineralnih formi, pri ¢emu se najveca
efikasnost postize u interakciji sa mikoriznim i drugim korisnim mikroorganizmima (Wolfgang et al.,
2023).

Pored fosfora, gvozde predstavlja jedan od kljuénih mikroelemenata neophodnih za pravilno
funkcionisanje brojnih fizioloSkih procesa u biljkama. U uslovima njegove ogranicene dostupnosti,
kako biljke tako i mikroorganizmi sintetiSu siderofore, sekundarne metabolite niske molekulske mase
koji poseduju izrazen afinitet prema Fe3" jonima. Siderofore omoguéavaju mobilizaciju gvozda iz
slabo rastvorljivih jedinjenja, kao Sto su Fe(OH)3 1 Fe2Os, €ine¢i ga dostupnim za usvajanje. Osim
gvozda, ovi molekuli mogu vezivati 1 druge metalne jone, ukljucujuéi bakar, nikl i cink, $to dodatno
doprinosi adaptaciji mikroorganizama na nepovoljne uslove sredine i njihovom potencijalu u
procesima bioremedijacije (Shah et al., 2021; Valente et al., 2025).

Pored direktnog uticaja na dostupnost hranljivih materija, mikroorganizmi rizosfere ucestvuju u
kompeticiji sa patogenima za ograni¢ene resurse i istovremeno podsti¢u usvajanje mikroelemenata
neophodnih za odvijanje metaboli¢kih procesa u biljci. Na taj na¢in mikrobiom doprinosi ocuvanju
nutritivne ravnoteze 1 optimalnom funkcionisanju biljnog organizma, Sto se pozitivno odrazava na
vitalnost, rastenje i prinos biljaka (Petrovi¢ et al., 2024).

Sinteza 1 regulacija biljnih hormona

Jedan od najznacajnijih mehanizama putem kojih mikroorganizmi stimuliSu rastenje i razvoj biljaka
jeste sinteza biljnith hormona. Na taj nacin mikroorganizmi predstavljaju dodatni, egzogeni izvor
regulatora rastenja, koji deluje uporedo sa endogenom produkcijom fitohormona u biljnim tkivima.
Auksini, citokinini, giberelini, apscisinska kiselina i etilen u€estvuju u regulaciji brojnih fizioloskih i
biohemijskih procesa, ukljuujuéi deobu 1 izduzivanje Celija, razvoj organa, kao i adaptaciju biljaka
na razliCite uslove sredine (Glick, 2012).

Procenjuje se da veliki deo rizosfernih mikroorganizama poseduje sposobnost sinteze indol-3-siretne
kiseline (eng. Indole-3-Acetic Acid, IAA), fizioloski najaktivnijeg predstavnika grupe auksina, ¢ija
je uloga pre svega povezana sa razvojem korenovog sistema i izduzivanjem celija. Znacajan broj
rizosfernih bakterija takode produkuje citokinine, koji reguliSu procese deobe ¢elija, razvoj listova,
sintezu hlorofila iodrZavanje apikalne dominacije. Giberelini su uklju¢eni u kontrolu klijanja semena,
izduzivanja stabla i razvoja plodova, a mogu ih sintetisati 1 bakterije 1 gljive. Posebnu ulogu u
adaptaciji biljaka na stresne uslove ima apscisinska kiselina (eng. ABscisic Acid, ABA), koja
posreduje u odgovoru na susu i pove¢anu koncentraciju soli, prvenstveno kroz regulaciju otvaranja i
zatvaranja stoma. Nasuprot tome, povecana produkcija etilena Cesto je povezana sa inhibicijom
rastenja 1 ubrzanim starenjem biljaka izloZenih stresu. Medutim, brojni PGP mikroorganizmi
poseduju enzim ACC (eng. 1-AminoCyclopropane-1-Carboxylate) deaminazu, koji razgraduje



prekursor etilena 1 na taj nacin ublazava njegove negativne efekte na rastenje biljaka (Bashir et al.,
2022; Valente et al., 2025; Z. Zhang et al., 2025).

Zahvaljujuc¢i navedenim mehanizmima, ¢lanovi biljnog mikrobioma aktivno ucestvuju u odrzavanju
hormonske ravnoteze biljke, Sto doprinosi intenzivnijem rastenju, boljem razvoju korenovog sistema
1 vecoj otpornosti biljke na nepovoljne uslove sredine. Pored toga, sinteza biljnih hormona deluje
komplementarno sa drugim PGP aktivnostima, poput mobilizacije hranljivih materija, omogucavajuci
efikasnije koriS¢enje dostupnih resursa i uspesniju adaptaciju biljke na promenljive uslove gajenja
(Petrovi¢ et al., 2024; Z. Zhang et al., 2025).

Povecana tolerancija na nepovoljne uslove sredine

Mikrobiom ima vaznu ulogu u poveéanju otpornosti biljke na razliCite abioticke stresne faktore, kao
Sto su nedostatak vode, povisen salinitet, ekstremne temperature i intenzivno ultraljubicasto zracenje.
Mikroorganizmi prisutni u rizosferi stimuliSu sintezu razliitth osmoregulatornih jedinjenja,
ukljucujuéi betain i rastvorljive Secere, koji omogucavaju ocuvanje ¢elijske homeostaze u uslovima
vodnog deficita (Rslan et al., 2025). Istovremeno, oni ucestvuju u odrzavanju jonske ravnoteze
reguliSu¢i odnos K™ i Na* jona, ¢ime se smanjuju Stetni efekti akumulacije natrijuma i obezbeduje
stabilnost membranskih i enzimskih sistema (Wolfgang et al., 2023).

Dodatni mehanizam zastite predstavlja formiranje biofilmova na povrsini korena, ¢ime se poboljSava
adhezija bakterija, modifikuju se mikrolokalni uslovi u rizosferi, povecava se otpornost biljke na
nepovoljne uslove sredine 1 dostupnost miroelemenata. U uslovima stresa izazvanim povecanim
salinitetom, formiranje biofilma predstavlja vazan adaptivni mehanizam, s obzirom na to da
mikroorganizmi koji formiraju biofilm mogu menjati hemijske karakteristike neposrednog okruzenja
korena 1 tako smanjiti nepovoljne efekte povecane koncentracije soli. Ovi procesi omogucavaju
odrZavanje stabilnog rastenja 1 produktivnosti ¢ak i u uslovima izrazenog stresa (Petrovi¢ et al., 2024;
Rslan et al., 2025).

Za razliku od rizosfernih mikroorganizama, mikroorganizmi filosfere izloZzeni su direktnom
delovanju atmosferskih faktora, usled ¢ega su razvili specificne adaptivne mehanizme. Sintezom
ekstracelularnih polisaharida omogucavaju formiranje zastitnih agregata koji ublaZzavaju posledice
dehidratacije, poviSenih temperatura i osmotskog stresa. Istovremeno, produkuju fitohormone i
osmoprotektivne supstance, poput prolina, glicin-betaina, holina i rastvorljivih Secera, koje dodatno
povecavaju sposobnost biljke da se izbori sa nepovoljnim uslovima. Jedan od najznacajnijih stresnih
faktora u filosferi predstavlja ultraljubicasto zracenje, koje dovodi do formiranja reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta i oStecenja genetickog materijala. Pojedini mikroorganizmi sposobni su da sintetiSu
zaStitne pigmente i aktiviraju antioksidativne enzime, kao Sto su katalaza i superoksid dismutaza,
¢ime se znacajno ublazavaju negativni efekti UV zracenja (Bashir et al., 2022).

Zastita biljke od patogenih mikroorganizama

Mikrobiom biljaka predstavlja vaznu komponentu prirodnog sistema odbrane od biljnih patogenih
mikroorganizama. U savremenoj poljoprivredi sve veca paznja usmerena je ka razvoju odrZivih
metoda zaStite useva, prvenstveno zbog potrebe za smanjenjem primene hemijskih sredstava za
zastitu biljaka, koja imaju negativne posledice po zivotnu sredinu i zdravlje ljudi. U tom kontekstu,
znacajan potencijal pokazuju mikroorganizmi koji ispoljavaju antagonisticko delovanje prema
patogenima i koriste se kao agensi bioloske kontrole . Istrazivanja ukazuju da kombinacija vise
kompatibilnih sojeva, poznata kao konzorcijum za upotrebu u bioloskoj kontroli ¢esto ostvaruje veci
nivo zastite biljaka u poredenju sa primenom pojedina¢nih sojeva, zahvaljujuéi komplementarnom
delovanju razli¢itih mehanizama bioloSke kontrole (Niu et al., 2020; Noorani et al., 2025).



BioloSka kontrola kao pristup zastiti biljaka

Bioloska kontrola je nacin zastite biljaka u kojem se koriste zivi organizmi ili njihovi produkti kako
bi se smanjio razvoj i Stetno delovanje biljnih patogena. U okviru ovog pristupa posebno mesto
zauzimaju mikroorganizmi koji mogu da deluju kao agensi bioloSke kontrole, ukljucuju¢i bakterije,
gljive 1 druge korisne mikroorganizme. Njihova primena predstavlja jednu od moguénosti za razvoj
odrzivih strategija zaStite biljaka i smanjenje zavisnosti od konvencionalnih hemijskih sredstava za
zastitu biljaka (El-Saadony et al., 2022). Efikasnost bioloSke kontrole zavisi od sposobnosti
biokontrolnog agensa da uspostavi odgovarajucu interakciju sa biljkom, patogenom i mikrobioloskim
okruzenjem, zbog Cega izbor odgovarajuéeg soja, uslovi sredine ina¢in primene imaju znacajan uticaj
na konacan efekat bioloske zastite (Kohl et al., 2019).

U zavisnosti od nacina na koji ostvaruju zastitni efekat, delovanje biokontrolnih mikroorganizama
moze se posmatrati kroz direktne i indirektne mehanizme bioloske kontrole. Direktna bioloska
kontrola podrazumeva neposredno delovanje biokontrolnog agensa na patogena, pri ¢emu se njegov
rastenje, razvoj ili sposobnost kolonizacije biljke ograni¢avaju direktnom interakcijom izmedu
mikroorganizma 1 patogena. Jedan od vaZnih mehanizama jeste antibioza, koja se ostvaruje
produkcijom razli¢itih antimikrobnih jedinjenja, ukljucujuéi antibiotike, bakteriocine, lipopeptide,
biosurfaktante 1 druge sekundarne metabolite. Pored toga, direktno suzbijanje patogena moZe biti
posledica produkcije hidrolitickih enzima koji razgraduju komponente Celijskog zida patogena. Kod
pojedinih biokontrolnih mikroorganizama moguca je i direktna interakcija sa patogenom u vidu
parazitizma ili hiperparazitizma. Parazitizam je direktna interakcija izmedu dva organizma u kojoj
jedan organizam dobija hranljive materije od drugog. Ako je organizam koji sluzi kao domacin takode
parazit, na primer biljni patogen, takva interakcija se naziva hiperparazitizam (Dlamini et al., 2022;
Kohl et al, 2019; Maake & Sibisi, 2025; Noorani et al., 2025). Indirektni antagonizam ne
podrazumeva direktno uniStavanje patogena, ve¢ stvaranje uslova koji ograni¢avaju njegovu
sposobnost kolonizacije irazvoja i ne zahteva neposrednu interakciju izmedu biokontrolnog agensa i
patogena. Jedan od takvih mehanizama je kompeticija za prostor i hranljive materije, pri ¢emu PGP
mikroorganizmi zauzimaju ekoloSke niSe i1 troSe raspolozive resurse, smanjuju¢i mogucnost
uspostavljanja zajednice patogena u biljnom okruzenju. Osim toga, odredeni mikroorganizmi koji
promoviSu rastenje biljaka mogu doprineti zastiti domacina aktiviranjem njegovih odbrambenih
mehanizama. Jedan od najznacajnijih procesa ovog tipa jeste indukovana sistemska otpornost (eng.
Induced Systemic Resistance — ISR), kojom se biljka dovodi u stanje pojacane pripravnosti za
odgovor na buduce napade patogena. Aktivacija ISR podrazumeva sloZene biohemijske i molekularne
promene, ukljucujuéi regulaciju ekspresije gena povezanih sa odbranom biljaka, pri ¢emu kljucnu
ulogu imaju signalni putevi biljnih hormona 1 razli¢iti regulatorni proteini uklju¢eni u odbrambene
reakcije (Backer et al., 2018; Dlamini et al., 2022; Mauch-Mani et al., 2017).

Direktni 1 indirektni mehanizmi bioloSke kontrole nisu medusobno iskljucivi, ve¢ jedan biokontrolni
mikroorganizam moze istovremeno koristiti vise mehanizama, C¢iji se efekti medusobno dopunjuju.
Zbog slozenosti interakcija izmedu biljke, patogena i biokontrolnog agensa, efikasnost bioloske
kontrole cCesto predstavlja rezultat kombinovanog delovanja viSe procesa, a ne samo jednog
mehanizma. Razumevanje ovih mehanizama znacajno je za izbor i karakterizaciju potencijalnih
biokontrolnih agenasa, kao i za razvoj odgovaraju¢ih formulacija i na¢ina njihove primene (K&hl et
al., 2019).

U savremenim pristupima bioloskoj kontroli sve veéa paznja posvecuje se i primeni kombinacija vise
kompatibilnih mikroorganizama, odnosno mikrobijalnih konzorcijuma. Za razliku od pojedinacnih
sojeva, konzorcijumi mogu objediniti razliCite osobine i mehanizme delovanja njihovih ¢lanova, ¢ime
se potencijalno postize stabilniji 1 efikasniji efekat bioloSke kontrole. Interakcije izmedu ¢lanova
konzorcijuma mogu doprineti boljoj kolonizaciji biljke ili rizosfere, pove¢anju kompetitivnosti prema
patogenima 1 efikasnijem suzbijanju bolesti. Zbog toga se Multi-Strain Biological Control Agents
razmatraju kao jedan od perspektivnih pristupa unapredenju efikasnosti bioloske kontrole, posebno u
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uslovima slozenih interakcija koje karakteriSu biljni mikrobiom i1 zemljisni ekosistem (Niu et al.,
2020).

Pseudomonas syringae kao biljni patogen

Pseudomonas syringae predstavlja jedan od najznacajnijih i najrasprostranjenijih biljnih patogena.
Ova Gram-negativna, aerobna, pokretna bakterija sa polarnom flagelom, odlikuje se izrazenom
ekoloSkom prilagodljivos¢u, Sto joj omogucava opstanak na povrSini biljaka kao epifita, ali i
kolonizaciju biljnih tkiva nakon ostvarivanja infekcije (Hirano & Upper, 2000). Do danas je opisan
veliki broj patovara koji zajedno inficiraju preko 500 biljnih vrsta, ukljucujuéi brojne ratarske,
povrtarske, vocarske i ukrasne kulture, zbog Cega P. syringae ima veliki ekonomski znacaj u
poljoprivrednoj proizvodnji (Lépez-Pagan et al., 2025; Morris et al., 2013). Patogenost vrste P.
syringae zasniva se na slozenoj interakciji sa biljkom domacdinom. Bakterija najces¢e dospeva na
biljku putem kiSe, vode za navodnjavanje, aerosola ili zarazenog semena, nakon ¢ega kolonizuje
povrsinu lista i ostvaruje ulazak u biljno tkivo kroz prirodne otvore, poput stoma, ili kroz mehanicke
povrede (Xin et al., 2018). Jedan od najvaznijih faktora virulentnosti predstavlja sekretorni sistem tip
II (eng. Type III Secretion System, T3SS), kojim bakterija direktno unosi efektorne proteine u
citoplazmu biljnih ¢elija, pri ¢emu oni inhibiraju odbrambene mehanizme domacina. Time se
omogucava uspesna kolonizacija i1 razvoj bolesti (Lopez-Pagan et al., 2025). Pored toga, pojedini
patovari proizvode biljne toksine, formiraju biofilm, produkuju siderofore dok regulatorni
mehanizmi, ukljuujuéi transkripcione faktore i signalne molekule, kontroliSu ekspresiju gena
virulentnosti 1 omogucavaju adaptaciju bakterije razliitim uslovima spoljasnje sredine i uspeSan
razvoj bolesti (J. Huang et al., 2022).

Pseudomonas syringae pv. aptata pripada kompleksu vrste P. syringae 1 predstavlja specijalizovani
patovar prilagoden infekciji biljaka iz roda Beta, prvenstveno Secerne repe (Beta vulgaris subsp.
vulgaris convar. vulgaris var. altissima). Pored SeCerne repe, moze inficirati i druge domacine,
ukljucujuéi cveklu (B. vulgaris subsp. vulgaris var. vulgaris), blitvu (B. vulgaris subsp. cicla), kao 1
pojedine biljne vrste iz drugih rodova poput dinje (Cucumis melo var. cantalupo). Ovo ukazuje na
relativno Sirok spektar domacina u poredenju sa drugim patovarima, $to moze doprineti njegovoj
Sirokoj rasprostranjenosti. Populacije P. syringae pv. aptata pokazuju izrazenu geneticku
raznovrsnost, koja moZe uticati na virulentnost izolata, njihovu sposobnost adaptacije razliCitim
uslovima sredine 1 dinamiku Sirenja bolesti (Nikoli¢ et al., 2018). Pseudomonas syringae pv. aptata
je uzro¢nik lisne pegavosti Secerne repe. Bolest se manifestuje pojavom sitnih tacaka na listu, koje
odlikuje svetlo smedi centar i obod crne boje. Ove zone se vremenom mogu spajati i dovesti do
prevremenog susenja lisne mase. Razvoju bolesti pogoduju vlazni vremenski uslovi, Ceste padavine
1 umerene temperature, koje omogucavaju efikasno Sirenje bakterije i1 infekciju biljaka, pri cemu
dolazi do znacajnog smanjenja fotosintetske povrsine, Sto negativno uti¢e na prinos i kvalitet korena
(Nikoli¢ et al., 2023).

Odbrambeni mehanizmi biljaka prema bakterijskim patogenima

Urodeni imunski odgovor biljaka

Biljke su tokom evolucije razvile sloZen iviseslojan sistem odbrane koji im omogucava da prepoznaju
prisustvo patogena 1 efikasno ograni¢e njihovu kolonizaciju. Ishod interakcije izmedu biljke 1
patogena zavisi od sposobnosti biljke da pravovremeno prepozna prisustvo patogena i aktivira
odgovarajuée signalne puteve koji dovode do odbrambenog odgovora (Ali et al.,, 2024; Jones &
Dangl, 2006). Prvu linijju odbrane predstavljaju fizicke 1 hemijske barijere koje spre¢avaju ulazak
mikroorganizama u biljno tkivo. U njih se ubrajaju vostani sloj kutikule, kutikularni lipidi, ¢elijski
zid, kao 1 brojna antimikrobna jedinjenja i sekundarni metaboliti koji otezavaju uspostavljanje
infekcije (Ali et al., 2024; Movahedi et al., 2022). Medutim, brojni biljni patogeni razvili su
mehanizme kojima prevazilaze ove prepreke, zbog ¢ega biljke aktiviraju indukovane odbrambene



reakcije zasnovane na prepoznavanju molekula karakteristicnih za patogene ili njihovih efektornih
proteina (Ngou et al., 2022a; X. Q. Yu et al., 2024).

Koncept biljnog imuniteta dugo je objasnjavan ,,cik-cak* modelom koji su predlozili Jones & Dangl
(2006), a koji opisuje dinami¢nu evolutivnu interakciju izmedu biljke 1 patogena. Ovaj model
prikazuje uzastopne faze prepoznavanja patogena i1 njegovih efektora, kao 1 pokuSaje patogena da
suzbije biljni imunski odgovor. Prema ovom modelu, prvi nivo odbrane aktivira se prepoznavanjem
konzerviranih molekularnih obrazaca karakteristicnih za mikroorganizme, ¢ime se pokrec¢e imunitet
izazvan obrascima (eng. Pattern-Triggered Immunity, PTI). Kao odgovor na ovaj odbrambeni
mehanizam, patogeni luce efektorne proteine kojima teze da suzbiju imunski odgovor biljke i
omoguce uspesnu kolonizaciju domacina. Biljke, medutim, poseduju intracelularne receptore koji
prepoznaju pojedine efektore i aktiviraju snazniji oblik odbrane, poznat kao imunitet izazvan
efektorima (eng. Effector-Triggered Immunity, ETI). Iako su PTI i ETI prvobitno smatrani
funkcionalno odvojenim granama biljnog imuniteta, novija istrazivanja ukazuju da ne predstavljaju
potpuno odvojene mehanizme, ve¢ medusobno povezane komponente jedinstvenog imunskog
sistema biljaka koje kroz koordinisano delovanje obezbeduju efikasnu zastitu od Sirokog spektra
patogena (Ngou, et al., 2022b).

Imunitet izazvan obrascima predstavlja prvi indukovani nivo biljne odbrane koji se aktivira nakon
prepoznavanja konzerviranih molekularnih obrazaca povezanih sa mikroorganizmima ili endogenih
signala oSte¢enja putem receptora lokalizovanih na ¢elijskoj membrani, poznatih kao receptori za
prepoznavanje obrazaca. Ovi receptori, koji uklju¢uju receptore slicne kinazama i receptore sli¢ne
proteinima, omogucavaju brzo detektovanje prisustva potencijalnog patogena 1 pokretanje niza
signalnih dogadaja koji ukljucuju aktivaciju MAP kinaza, porast intracelularnog Ca®*, produkciju
reaktivnih kiseoninih vrsta, kao i transkripciono reprogramiranje, odnosno promene u ekspresiji
gena uklju¢enih u odbrambeni odgovor biljke. Kao rezultat ovih procesa dolazi do jac¢anja Celijskog
zida, akumulacije antimikrobnih jedinjenja i uspostavljanja lokalnog odbrambenog stanja koje
ogranicava dalju kolonizaciju patogena (Hou et al., 2019; Nabi et al., 2024; Ngou et al., 2022b; X. Q.
Yu et al., 2024).

Imunitet izazvan efektorima (ETI) predstavlja drugi, specifi¢niji nivo biljne odbrane koji se aktivira
kada intracelularni receptori iz klase NLR (eng. Nucleotide-binding Leucine-rich repeat Receptors)
prepoznaju prisustvo efektornih proteina koje patogen unosi u biljne Celije radi suzbijanja PTI
odgovora. ETI se obi¢no karakteriSe intenzivnijom aktivacijom odbrambenih signalnih puteva u
poredenju sa PTI, §to ukljucuje produkciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, akumulaciju antimikrobnih
jedinjenja 1 aktivaciju razli¢itih signalnih molekula, ukljuc¢ujuéi salicilnu kiselinu, koji posreduju u
daljoj modulaciji imunskog odgovora. U mnogim sluc¢ajevima ETI je pracen i1 lokalizovanom
programiranom celijskom smréu poznatom kao hipersenzitivna reakcija. Na taj nacin se ograni¢ava
dalje Sirenje patogena i doprinosi uspostavljanju dugotrajnije otpornosti biljke (Islam et al., 2024;
Nabi et al., 2024; Yuan et al., 2021).

Sistemska otpornost biljaka

Pored lokalnih odbrambenih reakcija koje se aktiviraju na mestu infekcije, biljke su sposobne da
razviju 1 sistemski odbrambeni odgovor, koji dovodi do povecane otpornosti udaljenih, nezahvaéenih
delova biljke. Ovaj fenomen, poznat kao sistemska otpornost biljaka, predstavlja vazan nivo odbrane
kojim se biljka dovodi u stanje povecane pripravnosti, omogucéavajuci brzi i efikasniji odgovor na
naknadni napad patogena. U zavisnosti od mikroorganizma koji pokrece sistemski odbrambeni
odgovor, razlikuju se dva osnovna oblika sistemske otpornosti. Sistemska stecena otpornost (eng.
Systemic Acquired Resistance SAR) indukuje se nakon infekcije patogenim mikroorganizmima, dok
se indukovana sistemska otpornost (eng. Induced Systemic Resistance, ISR) uspostavlja kao
posledica interakcije biljke sa korisnim, nepatogenim mikroorganizmima. lako se razlikuju prema
nacinu aktivacije 1 signalnim putevima, oba mehanizma doprinose uspostavljanju povecane
otpornosti biljke prema Sirokom spektru patogena (Pieterse et al., 2014; Vlot et al., 2021).
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Aktivacija sistemske stecene otpornosti zasniva se prvenstveno na akumulaciji salicilne kiseline, koja
predstavlja centralni signalni molekul u uspostavljanju i odrzavanju ovog oblika odbrane. Kao
odgovor na lokalnu infekciju, signal se prenosi u udaljena, neinficirana tkiva, gde dolazi do
transkripcione aktivacije brojnih odbrambenih gena i uspostavljanja dugotrajnog stanja povecane
otpornosti. Jedno od karakteristicnih obelezja SAR jeste indukcija sinteze proteina povezanih sa
patogenezom, koji doprinose ograniCavanju razvoja patogena. Pored salicilne kiseline, novija
istrazivanja ukazuju da u regulaciji i odrzavanju SAR znacajnu ulogu imaju i pipekolna kiselina 1
njen bioaktivni derivat N-hidroksipipekolna kiselina, koji ucestvuju u sistemskom prenosu
odbrambenih signala i pojacavanju imunskog odgovora (Durrant & Dong, 2004; Vlot et al., 2021).

Pored sistemske steCene otpornosti, biljke razvijaju i ISR, koja se uspostavlja nakon interakcije
korenovog sistema sa korisnim mikroorganizmima iz rizosfere. Za razliku od SAR, koja se aktivira
nakon lokalne infekcije patogenom, ISR nastaje kao posledica kolonizacije korena nepatogenim ili
mutualistickim mikroorganizmima 1 predstavlja vazan mehanizam kojim se povecava sposobnost
biljke da se efikasnije odbrani od naknadnog napada patogena. Ovaj fenomen prvi put je opisan
pocetkom devedesetih godina proslog veka, kada je pokazano da inokulacija korena nepatogenim
sojevima roda Pseudomonas moze sistemski povecati otpornost biljaka prema razlicitim biljnim
patogenima. Kasnija istrazivanja potvrdila su postojanje ISR kod velikog broja biljnih vrsta, kao 1
znacajnu ulogu razli¢itih korisnih mikroorganizama u njegovom uspostavljanju (Pieterse et al., 2014;
Vot et al., 2021).U okviru ovog procesa moze do¢i do uspostavljanja stanja pripremljenosti (eng.
priming), koje podrazumeva povecanu spremnost biljke da nakon naknadnog izlaganja patogenu
aktivira snaznije odbrambene odgovore. Ovakav nacin regulacije predstavlja resursno efikasan oblik
otpornosti, koji omogucava biljci da uskladi ulaganje u odbranu sa rastenjem 1 razvojem (Vlot et al.,
2021; Pieterse et al., 2014).

Najznacajniji mikroorganizmi koji pokre¢u ISR obuhvataju bakterije rizosfere, medu kojima se
posebno izdvajaju rodovi Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces 1 Azospirillum, kao 1 gljive koje
podsticu rastenje biljaka, prvenstveno rod 7richoderma. Pored stimulacije rastenja i razvoja biljaka,
ovi korisni mikroorganizmi povecavaju otpornost domacina prema Sirokom spektru biotrofnih,
hemibiotrofnih 1 nekrotrofnih fitopatogena, ukljucujuéi gljive, bakterije i1 viruse, a kod pojedinih
biljnih vrsta doprinose i povecanoj otpornosti prema nematodama i insektima, kao i vecoj toleranciji
na abioticke stresove (Charpe et al., 2025; Y. Yu et al., 2022).

Iako se SAR 1 ISR razlikuju po nacinu aktivacije i regulatornim mehanizmima, oba oblika sistemske
otpornosti predstavljaju komplementarne komponente biljnog imunskog sistema. Njihovim
istovremenim delovanjem ostvaruje se efikasnija i dugotrajnija zastita biljaka od razli¢itih biotickih 1
abiotickih stresnih faktora, Sto ukazuje na njihov znacaj u ofuvanju zdravstvenog stanja biljaka 1
razvoju savremenih strategija bioloSke zastite (Vlot et al., 2021).

Biohemijski odgovor biljaka tokom infekcije

Tokom izlaganja biotickom ili abiotickom stresu, biljke aktiviraju kompleksne biohemijske
mehanizme koji omogucéavaju prepoznavanje signala stresa i pokretanje odbrambenih odgovora.
Jedan od najranijih odgovora biljnih ¢elija na prisustvo stresa jeste produkcija reaktivnih kiseonicnih
vrsta (eng. Reactive Oxygen Species, ROS), ukljucujuéi superoksidni anjon, hidroksilni radikal i
vodonik peroksid. Ovaj proces, poznat kao oksidativni prasak, predstavlja klju¢ni deo inicijalne
odbrambene reakcije biljke. ROS molekuli imaju dvostruku ulogu u biljkama. Sa jedne strane, oni
deluju kao signalni molekuli koje ucestvuju u regulaciji razli¢itih fizioloskih procesa, ukljucujuci
aktivaciju odbrambenih mehanizama, programiranu ¢elijsku smrt i zatvaranje stoma. Sa druge strane,
njihova prekomerna akumulacija moze dovesti do oksidativnog stresa i oSte¢enja Celijskih struktura,

.......

kroz antioksidativni sistem biljke (Ali et al., 2024; Charpe et al., 2025; Y. Yu et al., 2022).
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Medu reaktivnim kiseoni¢nim vrstama, vodonik peroksid (H202) zauzima posebno mesto zbog svoje
relativne stabilnosti, odsustva nesparenih elektrona i umerenog reaktivnog potencijala u poredenju sa
drugim ROS molekulima. Za razliku od visoko reaktivnih radikala, H>O2 pokazuje duzi poluzivot i
sposobnost difuzije kroz ¢elijske membrane, kao i kretanje na veée unutarCelijske 1 meducelijske
udaljenosti. Zahvaljuju¢i navedenim osobinama, H2O2 ima ulogu u prenosu signala stresa i ucestvuje
u regulaciji brojnih fizioloSkih procesa u biljkama, uklju¢ujuéi rastenje, metabolizam 1 adaptivne
odgovore na biotiCke 1 abioticke stresne uslove. Pored signalne uloge, H2O2 ima 1 izraZzenu
funkcionalnu ulogu u odbrani biljaka, gde doprinosi jacanju ¢elijskog zida, indukciji odbrambenih
gena 1 uspostavljanju hipersenzitivnog odgovora, ¢ime ograni¢ava Sirenje patogena u inficiranom
tkivu. Na taj nacin, H202 u€estvuje u formiranju lokalizovanih odbrambenih barijera i omogucava
brzo aktiviranje zastitnih mehanizama u okolnim, neinficiranim c¢elijama. Medutim, uprkos svojoj
vaznoj funkcija, H2O: predstavlja i1 potencijalno toksi¢an molekul. Pri poviSenim koncentracijama,
narocito tokom oksidativnog stresa, moze dovesti do oksidativnog oStecenja kljucnih biomolekula,
ukljucujuéi lipide, proteine i nukleinske kiseline, §to moze narusiti integritet Celijskih struktura i
negativno uticati na procese poput klijanja i rastenja biljaka. Zbog toga je njegova koncentracija u
¢eliji strogo regulisana kroz balans izmedu produkcije i uklanjanja, kako bi se oCuvala redoks
homeostaza i omoguéilo njegovo delovanje kao signalnog, ali ne i Stetnog molekula (Anjum et al.,
2022; Fatima et al., 2023).

Kontrola nivoa reaktivnih kiseoni¢nih vrsta u biljnoj ¢eliji ostvaruje se delovanjem kompleksnog
antioksidativnog sistema. Ovaj sistem omogucava preciznu regulaciju koncentracije ROS,
sprecavajuéi njihovu akumulaciju do nivoa koji moze izazvati oksidativna oStecenja, ali istovremeno
omogucavaju¢i njihovo uceS¢e u signalnim procesima. Medu enzimskim komponentama
antioksidativnog sistema posebno su znacajni superoksid dismutaza, katalaza i peroksidaze, koji
deluju komplementarno u uklanjanju ROS. Superoksid dismutaza predstavlja prvu liniju odbrane, jer
katalizuje dismutaciju superoksidnog anjona (O2") u vodonik peroksid i molekulski kiseonik. Ova
reakcija je od klju¢nog znacaja, s obzirom nato daje superoksidni anjon visoko reaktivan i sposoban
da izazove direktna ostecenja proteinskih kompleksa, posebno onih koji sadrze gvozde i sumpor, kao
1 da pokrene lancane reakcije stvaranja drugih ROS. Nastali H2O: predstavlja centralni intermedijer
u redoks metabolizmu biljke, pri ¢emu katalaza i1 peroksidaze imaju kljuénu ulogu u njegovoj
razgradnji. Katalaza katalizuje direktnu konverziju dva molekula H2O2 u vodu i kiseonik, pri ¢emu
predstavlja visoko efikasan sistem detoksikacije u uslovima povecane akumulacije ROS, posebno u
peroksizomima gde nastaju velike koli¢ine vodonik peroksida tokom fotorespiracije i drugih
oksidativnih procesa. Peroksidaze, za razliku od katalaze, koriste H202 kao oksidacioni supstrat u
razli¢itim reakcijama, ¢ime omogucavaju njegovu kontrolisanu upotrebu u celiji. Pored navedene
funkcije, peroksidaze imaju i vaznu strukturnu ulogu u biljnim odbrambenim reakcijama, jer
ucestvuju u procesima jacanja Celijskog zida, ukljucujuci lignifikaciju, formiranje veza izmedu
fenolnih jedinjenja iucvrs¢ivanje vancelijskog matriksa. Oviprocesi dovode do povecanja mehanicke
otpornosti tkiva i predstavljaju vaznu fizicku barijeru protiv prodora patogena (Cannea & Padiglia,
2025; Haider et al., 2026; Y. Yu et al., 2022).

Pored ROS metabolizma, vazan deo biohemijskog odgovora biljaka predstavlja fenilpropanoidni put,
kao jedan od najvaznijih sekundarnih metaboli¢kih puteva u biljkama, koji povezuje primarni
metabolizam sa biosintezom brojnih jedinjenja ukljucenih u rastenje, razvoj i odbrambene odgovore.
Kljuéni i pocetni korak ovog puta katalizuje enzim fenilalanin amonijum-lijaza (eng. Phenylalanine
Ammonia-Lyase, PAL), koji omoguc¢ava deaminaciju L-fenilalanina 1 predstavlja ulaznu tacku za
preusmeravanje toka ugljenika ka sintezi sekundarnih metabolita. PAL zauzima centralno mesto u
regulaciji fenilpropanoidnog metabolizma, jer kontroliSe biosintezu razli¢itih fenolnih jedinjenja,
ukljucujuéi flavonoide, lignin 1 fitoaleksine, koji imaju kljuénu ulogu u adaptaciji biljaka na stresne
uslove. Ovi metaboliti doprinose jacanju strukturnih barijera, neutralizaciji reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta i inhibiciji razvoja patogena, ¢ime PAL indirektno ucestvuje u povecanju otpornosti biljaka
prema Sirokom spektru biotickih 1 abiotickih stresova (Ninkuu et al., 2025; X. Wu et al., 2025).
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Molekularna regulacija odbrambenih odgovora biljaka

Aktivacija urodenog imunskog odgovora biljaka nakon prepoznavanja patogena pokrece slozenu
mrezu signalnih puteva koji omogucéavaju koordinisanu regulaciju odbrambenih reakcija na
molekularnom nivou. Iako su PTI 1 ETI klju¢ni za inicijalno prepoznavanje patogena i aktivaciju
imunskog odgovora, efikasnost odbrane u velikoj meri zavisi od precizne regulacije ekspresije gena
ukljucenih u sintezu odbrambenih proteina, sekundarnih metabolita i signalnih molekula. Ovaj proces
podrazumeva transkripciono i1 metabolicko reprogramiranje celije, kojim se uskladuju razliCiti
fizioloski procesi neophodni za ograni¢avanje razvoja patogena, ukljucujuéi produkciju reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta, aktivaciju antioksidativnog sistema, biosintezu fenolnih jedinjenja i jacanje
¢elijskog zida. Istovremeno, aktivacija odbrambenih mehanizama zahteva znacajne fizioloske 1
metabolicke promene, ukljucujuéi preraspodelu resursa, regulaciju celijske smrti i modifikaciju
rastenja i razvoja biljke. Zbog toga je precizna koordinacija hormonskih signalnih puteva od
sustinskog znacaja za odrzavanje ravnoteZze izmedu odbrane i normalno uspostavljenih zivotnih
procesa (Ali et al., 2024; Movahedi et al., 2022).

Centralnu ulogu u regulaciji ovih procesa imaju biljni hormoni, koji deluju kao signalni molekuli
odgovorni za prenos informacija nastalih nakon interakcije biljke sa mikroorganizmima. Promene u
njihovoj biosintezi 1 signalizaciji omogucavaju brzo prilagodavanje transkripcionog odgovora u
skladu sa prirodom interakcije 1 intenzitetom stresa. Salicilna kiselina, jasmonska kiselina i etilen
smatraju  se glavnim regulatorima odbrambenih reakcija prema biljnim  patogenim
mikroorganizmima, dok se apscisinska kiselina, iako tradicionalno povezana sa odgovorom na
abioticke stresove, danas prepoznaje kao znaCajan regulator biljnog imuniteta. Pored aktivacije
lokalnih odbrambenih reakcija, hormonska signalizacija ucestvuje u uspostavljanju sistemske
otpornosti, regulaciji programirane Celijske smrti, preraspodeli metabolickih resursa i prilagodavanju
razvoja biljke uslovima infekcije. Brojna istraZivanja pokazala su da korisni mikroorganizmi koji
podsticu rastenje biljaka mogu da aktiviraju hormonske signalne puteve i izazovu transkripciono
reprogramiranje povezano sa indukovanom sistemskom otpornos¢u. Uspostavljanje ovog oblika
otpornosti naj¢es¢e ukljuCuje signalizaciju posredovanu jasmonskom kiselinom i etilenom, dok u
zavisnosti od biljne vrste, korisnog mikroorganizma 1i tipa interakcije moze biti ukljucena i salicilna
kiselina. Nasuprot tome, brojni biljni patogeni razvili su efektorne molekule kojima manipuliSu
hormonskom signalizacijom domacina, ¢ime narusavaju efikasnost imunskog odgovora i stvaraju
uslove pogodne za uspesnu kolonizaciju biljnih tkiva (Ali et al., 2024; Salwan et al., 2023).

Signalni put salicilne kiseline

Salicilna kiselina predstavlja jedan od najznacajnijih signalnih molekula uklju¢enih u regulaciju
odbrambenih odgovora biljaka prema biotrofnim 1 hemibiotrofnim patogenima. Nakon
prepoznavanja patogena dolazi do povecanja koncentracije salicilne kisline u inficiranim tkivima,
¢ime se pokrece aktivacija brojnih odbrambenih gena odgovornih za ograni¢avanje razvoja patogena.
Pored lokalnog imunskog odgovora, akumulacija salicilne kiseline ima klju¢nu ulogu u
uspostavljanju sistemske stecene otpornosti, omogucavajuci razvoj dugotrajnog odbrambenog stanja
u udaljenim, neinficiranim delovima biljke. U biljkama se salicilna kiselina sintetiSe iz horizmata
putem dva alternativna biosintetska puta. Dominantan put kod ve¢ine biljnih vrsta odvija se preko
izohorizmat sintaze , lokalizovane u hloroplastima, dok alternativni put ukljuCuje enzim PAL u
citoplazmi. Tokom infekcije povecana biosinteza salicilne kisline dovodi do aktivacije signalnog puta
koji reguliSe ekspresiju velikog broja gena uklju¢enih u odbrambeni odgovor (Al et al., 2024; Mishra
et al., 2024).

Centralni regulator ovog signalnog puta predstavlja gen NPRI (eng. NONEXPRESSOR OF

PATHOGENESIS-RELATED GENES 1), koji ima klju¢nu ulogu u prenosu signala od akumulacije

salicilne kiseline do aktivacije ekspresije odbrambenih gena. U odsustvu patogena NPRI se u

citoplazmi nalazi u obliku oligomera stabilizovanih disulfidnim vezama. Akumulacija salicilne

kiseline menja ¢elijski redoks status, Sto dovodi do redukcije disulfidnih veza i disocijacije NPRI u
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monomerne forme koje se transportuju u jedro. U jedru NPR ostvaruje interakciju sa transkripcionim
faktorima iz porodice TGA, ¢ime aktivira ekspresiju gena odgovornih za odbranu biljaka, ukljucujuci
gene koji kodiraju proteine povezane sa patogenezom (Slika 2). Na taj nacin NPRI pozitivno reguliSe
ekspresiju ranih SA-zavisnih odbrambenih gena (PR gena) i omoguéava uspostavljanje sistemske
steCene otpornosti, koja biljci obezbeduje dugotrajnu zastitu od naknadnih infekcija (Yan et al., 2025;
Zavaliev et al., 2020).

Mikroorganizmi koji promovisu
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Slika 2. Molekularna regulacija odbrambenog odgovora biljaka posredovana hormonskim signalnim putevima nakon
interakcije sa korisnim mikroorganizmima i biljnim patogenima.

Pored uloge u lokalnom odbrambenom odgovoru, NPRI predstavlja jedan od klju¢nih regulatora
sistemske steCene otpornosti, budu¢i da koordinira transkripciono reprogramiranje neophodno za
uspostavljanje dugotrajne otpornosti biljke prema naknadnim infekcijama. Iako je njegova funkcija
prvobitno dovodena u vezu iskljuivo sa SA-zavisnom signalizacijom, novija istraZzivanja pokazala
su da NPRI ucestvuje iu regulaciji indukovane sistemske otpornosti. Za razliku od SAR, aktivacija
ISR najcesce nije pracena povecanom akumulacijom salicilne kiseline, ve¢ zavisi od signalnih puteva
jasmonske kiseline 1 etilena, pri ¢emu NPRI ostvaruje regulatornu funkciju nezavisno od SA
signalizacije. Ovakva dvostruka uloga NPRI ukazuje da on predstavlja vaznu tacku integracije
razlicitth hormonskih signalnih puteva i doprinosi koordinaciji odbrambenih odgovora biljke u
zavisnosti od prirode interakcije sa mikroorganizmima (Vlot et al., 2021).

Signalni put jasmonske kiseline

Jasmonska kiselina i njeni derivati, zajednicki oznaceni kao jasmonati, predstavljaju klju¢ne signalne
molekule ukljucene u regulaciju odbrambenih odgovora biljaka prema nekrotrofnim patogenima i
biljojedima, ali imaju znacajnu ulogu i u odgovoru na razlicite abioticke stresove. Pored direktne
aktivacije odbrambenih mehanizama, jasmonska kiselina ucestvuje u regulaciji biosinteze brojnih
sekundarnih metabolita, ukljucuju¢i flavonoide, terpene, glukozinolate i fitoaleksine, ¢ime doprinosi
povecanju otpornosti biljaka prema razli¢itim stresnim faktorima. Takode, signalni put jasmonske
kiseline ima znacajnu ulogu u uspostavljanju indukovane sistemske otpornosti. Jasmonska kiselina
pripada grupi oksilipina 1 sintetiSe se iz nezasi¢enih masnih kiselina membranskih lipida, pri ¢emu
biosinteza zapocCinje oksidacijom o-linoleinske kiseline. Jedan od klju¢nih gena ovog procesa je
lipoksigenaza, koja katalizuje prvi korak biosinteze jasmonske kiseline i1 predstavlja vaznu
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regulatornu tacku ovog signalnog puta (F. Hu et al., 2023). Bioloski najaktivniji oblik jasmonske
kiseline je jasmonoil-L-izoleucin (eng. jasmonoyl-L-isoleucine, JA-Ile), koji vezivanjem za receptor
COIl (eng. CORONATINE INSENSITIVE 1) pokre¢e prenos signala i dovodi do aktivacije
odbrambenih odgovora (Ali et al., 2024; C. Li et al., 2022). Lipoksigenaze predstavljaju porodicu
dioksigenaza koje katalizuju oksigenaciju polinezasi¢enih masnih kiselina itime zapocinju biosintezu
oksilipina, ukljuc¢ujuéi jasmonsku kiselinu. Pored uloge u biosintezi jasmonata, ovi enzimi ucestvuju
u formiranju razli¢itih oksilipinskih jedinjenja koja imaju vaznu signalnu funkciju tokom odgovora
biljaka na bioticke i abiotiCke stresove. Brojna istrazivanja pokazala su da se ekspresija LOX gena
brzo indukuje nakon infekcije patogenima, mehanickog ostecenja ili tretmana biljnim hormonima,
zbog Cega se Cesto koriste kao molekularni markeri aktivacije JA signalnog puta (F. Hu et al., 2023;
Yadav et al., 2026).

Bioloski aktivni oblik JA-Ile, vezivanjem za receptor COIl pokrece razgradnju represorskih JAZ
(eng. jasmonate ZIM-domain) proteina i oslobadanje transkripcionih faktora odgovornih za aktivaciju
JA-zavisnih odbrambenih gena. Medu njima se posebno izdvaja MYC?2, koji predstavlja centralni
transkripcioni regulator signalnog puta jasmonske kiseline. Aktivirani MYC2 reguliSe ekspresiju
velikog broja gena ukljuc¢enih u biosintezu isignalizaciju jasmonata, kao i gena odgovornih za sintezu
sekundarnih metabolita i1 proteina uklju¢enih u odbranu biljke (Slika 2) (Zeng et al., 2025). Pored
toga, pokazano je da MYC?2 pozitivno reguliSe ekspresiju pojedinih gena iz porodice LOX, ¢ime
doprinosi odrzavanju i pojacavanju biosinteze jasmonske kiseline putem pozitivne regulatorne
povratne sprege. Osim u odbrani od patogena, MYC2 ima vaznu ulogu u regulaciji odgovora biljaka
na abioticke stresove, kao 1 u koordinaciji interakcija izmedu signalnih puteva jasmonske kiseline,
salicilne kiseline 1 apscisinske kiseline (Zhu et al., 2024).

Signalni put etilena

Etilen predstavlja vaZan regulator biljnog imunskog odgovora i zajedno sa jasmonskom kiselinom
ucestvuje u regulaciji odbrane prema patogenima, kao i u uspostavljanju indukovane sistemske
otpornosti. Sinteza etilena zapocCinje iz metionina preko prekursora 1-aminociklopropan-1-
karboksilne kiseline (eng. 1-amino-1-carboxycyclopropane, ACC), pri ¢emu klju¢ne enzime
predstavljaju ACC sintaza 1 ACC oksidaza. Vezivanje etilena za njegove receptore pokrece signalni
put koji dovodi do aktivacije transkripcionih regulatora i ekspresije gena uklju¢enih u odbrambeni
odgovor biljke (Slika 2) (Movahedi et al., 2022; X. Wang et al., 2025). Tokom interakcije biljke sa
nekrotrofnim patogenima, etilen deluje sinergisticki sa jasmonskom kiselinom i zajedno sa njom
predstavlja jedan od kljuc¢nih regulatora indukovane sistemske otpornosti. Aktivacija ovih signalnih
puteva ne dovodi do trajne ekspresije odbrambenih gena, ve¢ uspostavlja stanje povecane
pripravnosti, koje omogucava biljci da nakon naknadnog napada patogena ili drugog stresnog faktora
reaguje brze i efikasnije (Vlot et al., 2021).

Signalni put apscisinske kiseline

Apscisinska kiselina predstavlja biljni hormon koji ima centralnu ulogu u regulaciji odgovora na
abioticke stresove, kao S§to su suSa, salinitet i1 ekstremne temperature. Medutim, brojna novija
istrazivanja pokazala su da ABA ucestvuje 1 u regulaciji odbrambenih odgovora prema biljnim
patogenim mikroorganizmima, pri ¢emu njena uloga zavisi od vrste patogena, faze infekcije i
interakcije sa drugim hormonskim signalnim putevima. Za razliku od salicilne i jasmonske kiseline,
¢ija je uloga u biljnom imunitetu relativno jasno definisana, efekti ABA mogu biti pozitivni ili
negativni, zbog ¢ega se ovaj hormon smatra jednim od najznacajnijih modulatora hormonskog
"crosstalk"-a tokom biljnog imunskog odgovora (Movahedi et al., 2022; Wei et al., 2025).

Akumulacija ABA dovodi do aktivacije signalnih puteva koji reguliSu ekspresiju velikog broja gena
uklju¢enih u prilagodavanje biljke stresnim uslovima. Jedan od najvaznijih fizioloskih odgovora
posredovanih ABA jeste zatvaranje stoma, ¢ime se ograniCava ulazak bakterijskih patogena u biljno
tkivo. Pored toga, ABA uti¢e na produkciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, signalizaciju posredovanu
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Ca?" jonima 1 aktivaciju MAP kinaza, ¢ime ucestvuje u koordinaciji ranih odbrambenih odgovora
nakon infekcije. Istovremeno, ABA doprinosi regulaciji ekspresije brojnih gena uklju¢enih u odgovor
na stres i omogucava biljci da uskladi odbrambene procese sa ocuvanjem fizioloske homeostaze
(Slika 2) (Wei et al., 2025).

U biljkama se ABA sintetiSe iz karotenoida, pri ¢emu kljuéni regulatorni korak predstavlja
oksidativno razlaganje 9-cis-epoksikarotenoida koje katalizuje enzim NCED (eng. 9-cis-
epoxycarotenoid dioxygenase). Ova reakcija predstavlja ogranicavaju¢i korak biosinteze ABA.
Pokazalo se da se ekspresija NCED povecava kao odgovor na razlicite abioticke stresove, ali 1 tokom
interakcije biljaka sa patogenima i korisnim mikroorganizmima. Zbog toga se promena ekspresije
ovog gena Cesto koristi za procenu intenziteta aktivacije ABA biosinteze i predstavlja jedan od
najznacajnijih molekularnih markera ABA -posredovanog odgovora biljaka na razliite stresne uslove
(Khan, 2025; Q. Liet al., 2021).

Medusobna interakcija hormonskih signalnih puteva

lako salicilna kiselina, jasmonska kiselina, etilen 1 apscisinska kiselina imaju specificne uloge u
regulaciji biljnog imunskog odgovora, njihovi signalni putevi ne funkcioniSu nezavisno, vec
predstavljaju medusobno povezanu regulatornu mrezu. Ovakva komunikacija izmedu hormona
omogucava biljci da objedini razliCite signale nastale tokom interakcije sa patogenim 1 korisnim
mikroorganizmima, kao i usled abiotic¢kih stresova, i da u skladu sa tim prilagodi intenzitet i trajanje
odbrambenog odgovora. Posebno je istaknuta slozena medusobna regulacija signalnih puteva
salicilne ijasmonske kiseline, koja moze biti antagonisticka ili sinergisticka u zavisnosti od konteksta
(Y. Yu et al., 2022), dok etilen najcesSce ostvaruje sinergisticCko dejstvo sa jasmonskom kiselinom u
odbrani od nekrotrofnih patogena. Pored toga, ABA predstavlja vaznu regulatornu komponentu ove
mreze, moduliSudi signalizaciju SA1JA i doprinoseci uskladivanju imunskog odgovora sa procesima
rastenja, razvoja i adaptacije na stres (Kamran et al., 2025; Wei et al., 2025).

Medusobna povezanost hormonskih signalnih puteva omogucava preciznu regulaciju ekspresije
velikog broja odbrambenih gena i predstavlja osnovu prilagodavanja imunskog odgovora razli¢itim
vrstama patogena. Ova regulacija ostvaruje se delovanjem zajednickih transkripcionih regulatora i
signalnih komponenti koje objedinjuju informacije iz viSe hormonskih puteva. Tako, NPRI
predstavlja centralni regulator SA-zavisnog odgovora, ali u€estvuje i u koordinaciji drugih signalnih
puteva (Vlot et al., 2021), dok MYC2, pored klju¢ne uloge u JA signalizaciji, posreduje i u
odgovorima regulisanim ABA (Al et al., 2024). Zahvaljuju¢i ovakvoj mrezi medusobno povezanih
regulatora, biljka je sposobna da uskladi intenzitet odbrambenog odgovora sa fizioloskim stanjem i
uslovima sredine, ¢ime se obezbeduje efikasna zaStita uz oCuvanje procesa rastenja i razvoja (Slika
2).
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CILJEVI

Glavni cilj ovog istraZzivanja je da se okarakteriSu sezonske promene mikrobioma Secerne repe i
uspostavi korelacija sa biokontrolnim potencijalom dobijenih izolata. Ostvarivanje ovog cilja uradice
se kroz sledece specificne ciljeve:

1. Razvijanje specifiénih podloga za povecanje diverziteta izolovanih bakterija mikrobioma Secerne
repe tokom razli¢itih faza rastenja irazvica.

2. Utvrdivanje sezonske promene sastava mikrobioma Seferne repe primenom tehnologije
sekvenciranja nove generacije.

3. Identifikacija 1 karakterizacija izolovanih bakterija za osobine koje pospesuju rastenje biljke 1 Stite
je od patogena.

4. Potvrdivanje biokontrolnog potencijala odabranih sojeva u in planta eksperimentima.

5. Identifikovanje uloge nepatogenih bakterija u ekspresije gena povezanih sa indukovanom
sistemskom rezistencijom biljke domacina kao odgovor na infekciju patogenom.
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MATERIJAL I METODE

Uzorkovanje biljnog materijala

Seéerna repa koris¢ena u ovoj disertaciji pripada sorti Eduarda (KWS, Einbeck, Germany), koja se
gaji u Srbiji. Biljke su uzgajane na eksperimentalnom polju Istrazivacko-razvojnog instituta Tami$
Pancevo, Autonomna pokrajina Vojvodina, Srbija (44°56'35.4"N, 20°43'10.6"E). Uzorkovanje je
sprovedeno tri puta tokom 2021. godine, u razli¢itim fazama vegetativnog razvoja Secerne repe, ito
u maju (faza nicanja irazvoja listova), u julu (faza intenzivnog rasta i akumulacije Secera u korenu) i
u oktobru (faza zrenja i najvece koncentracije Secera u korenu). U svakoj fazi uzorkovane su tri
nasumicno izabrane biljke. Biljni materijal je sakupljen u sterilne plasticne kese i transportovan u
rashladnim torbama do laboratorije za dalju obradu. Sa svake biljke u laboratorijskim uslovima
odvojena je lisna masa koja je Cinila tri uzorka filosfere 1 podzemni deo koren sa bo¢nim korenovima
koji su ¢inili tri uzorka rizosfere.

Priprema uzorka za izolaciju bakterija

Bakterije su izolovane iz filosfere irizosfere Sec¢erne repe. Uzorci filosfere obuhvatali su listove, dok
su uzorci rizosfere ukljucivali koren i zemljiSte koje ga okruzuje. Uzorak zemljiSta pripremljen je
prema metodi opisanoj kod T. Nguyen et al. (2018). Odmereno je 20 g zemljista koje se nalazilo u
zoni oko koren biljaka, rastvoreno je u 200 ml fizioloSkog rastvora (0.9% NaCl) i homogenizovano
30 minuta na rotacionom Sejkeru (150 rpm). Nakon toga, ostavljeno je 15 min na sobnoj temperaturi
radi talozenja pre dalje upotrebe. Uzorci lista 1 korena su pripremljeni na dva razli¢ita nacina po
metodi de Oliveira Costa et al. (2012), u zavisnosti od toga da li je cilj izolacija endofitnih ili epifitnih
mikroorganizama. Za izolaciju endofita, biljni materijal je najpre sterilisan, a potom su pravljena
serijska razblazenja koja su se koristila za zasejavanje na odabranim podlogama. Sterilizacija biljnog
materijala zapocinje potapanjem u 70% etanolu tokom 30 s, nakon ¢ega je tretiran sa 2.5% rastvorom
natrijum hipohlorita uz povremeno muckanje u trajanju od 8 min. Sterilizacija je zavrSena ispiranjem
destilovanom vodom pet puta. 10 g biljnog tkiva je potom homogenizovano u fizioloSkom rastvoru
(1:10 w/v) koris¢enjem avana i tuCka. Za izolaciju epifitnih mikroorganizama sterilizacije nije
izvrSena, da bi se o¢uvala mikrobiota prisutna na povrsini biljke. 10 g biljnog tkiva je pomeSano sa
fizioloskim rastvorom (1:10 w/v) 1 inkubirano je na rotacionom Sejkeru 3 h na 120 rpm. Nakon toga
je postupak homogenizacije sproveden na isti nacin kao kod endofitnih uzoraka. Za sve uzorke, 100
uL odgovaraju¢ih serijskih razblazenja (107, 107> i 107°) utrljano je Stapi¢em po Drigalskom na
odgovarajuce ¢vrste podloge.

Izbor 1 priprema hranljivih podloga za izolaciju bakterija iz biljnog
mikrobioma

Dabi se omogucilo izolovanje §to raznovrsnijeg spektra mikroorganizama, pripremljeni su medijumi
koji u sebi sadrze ekstrakte biljnih tkiva ili zemljista, sa ciljem simulacije prirodnih uslova sredine u
kojima ti mikroorganizmi prirodno zive. Uzorci filosfere gajeni su na slede¢im hranljivim podlogama:
agar sa ekstraktom lista (eng. Leaf Extract agar - LEa), fitagel sa ekstraktom lista (eng. Leaf Extract
phytagel - LEph), hranljivi agar (eng. Nutrient Agar — NA (Torlak, Beograd, Srbija)) i PS medijum.
PS podloga je pravljena prema recepturi koju su opisali Kato et al. (2018), a sastojala od tri odvojena
rastvora, rastvor neorganskih soli sa agarom, rastvor fosfatnih soli i organski hranljivi rastvor, koja
su spojeni nakon autoklaviranja.

Ekstrakt lista za LEa i LEph dobijen je prema Youssef et al. (2016). Listovi Secerne repe
homogenizovani su sa destilovanom vodomu odnosu 1:10 (w/v), nakon ¢ega je rastvor filtriran najpre
sterilnom gazom, a zatim filter papirom. Dobijeni ekstrakt koriS¢en je za pripremu podloga. Sastav
podloga koriS¢enih za uzorak filosfere:

e LEa: ekstrakt lista 50 mL/L, agar 20 g/L
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e LEph: ekstrakt lista 50 mL/L, fitagel 20 g/L

e NA: hranljivi agar 15 g/LL

e PS medijum:
o Rastvor A: (NH4)2S04 2,27 mM, MgS0O4 0.2 mM, CaClz 45 uM, agar 15 g/L
o Rastvor B: KH2PO4 10 mM, Na2HPO4 x 12H20 10 mM
o Rastvor C: pepton 0,1 g/L, ekstrakt kvasca 0,1 g/L, glukoza 0,1 g/L

Za uzorak korena koriS¢ene su sledece podloge: agar sa ekstraktom korena (eng. Root Extract agar -
REa), fitagel sa ekstraktom korena (eng. Root Extract phytagel - REph), hranljivi agar (eng. Nutrient
Agar - NA) i PS medijum. Ekstrakt korena pripremljen je prema Youssef et al. (2016). Usitnjeni
delovi korena homogenizovani su sa destilovanom vodom u odnosu 1:10 (w/v), a zatim filtrirani kroz
sterilnu gazu i filter papir i potom koriS¢eni za pripremu podloga.

Sastav podloga koriS¢enih za uzorak korena:

e REa: ekstrakt korena 50 mL/L, agar 20 g/L
o REph: ekstrakt korena 50 mL/L, fitagel 20 g/L

Uzorci rizosfere zasejavani su na slede¢im hranljivim podlogama: intenzivni hranljivi medijum na
bazi metanolnog ekstrakta zemljista 1 (eng. Intensive Soil Extract Medium 1 — ISEM1), intenzivni
hranljivi medijum na bazi vodenog ekstrakta zemljista 2 (eng. Intensive Soil Extract Medium 2 —
ISEM2), hranljivi medijum na bazi metanolnog ekstrakta zemljiSta (eng. Methanol Soil Extract
Medium — MSEM), hranljivi medijum na bazi vodenog ekstrakta zemljista (eng. Water Soil Extract
Medium — WSEM), 0.1 tripton soja agar (eng. 0,1 Tryptic Soya Agar — 0,1 TSA (TH Media, Titan
Biotech, Ltd., Delhi, India), 0,01 tripton soja agar (eng. 0,01 Tryptone Soy Agar — 0,01 TSA), agar
na bazi vode i kvasca (eng. Water Yeast — WY), agar sa ekstraktom zemljiSta (eng. Soil Extract agar
— SEa), fitagel sa ekstraktom zemljiSta (eng. Soil Extract phytagel — SEph), kao i REai PS medijum.

Metanolni ekstrakt zemljiSta koriS¢en u pripremi podloga ISEM1 1 MSEM dobijen je prema T.
Nguyen et al. (2018). 500 g zemljiSta pomeSano je sa 1200 mL 80% metanola i inkubirano preko no¢i
uz Sejkiranje, 150 rpm, na sobnoj temperaturi. Nakon taloZzenja (60 min), supernatant je filtriran filter
papirom, a metanol uklonjen rotacionom evaporacijom na 50°C. Preostali sadrzaj rastvoren je u 100
mL destilovane vode. Vodeni ekstrakt za ISEM2 1 WSEM pripremljen je istom procedurom, osim Sto
je umesto metanola koriS¢ena destilovana voda (500 mL na 500 g zemljiSta), bez faze uparavanja. Svi
ekstrakti sterilisani su filtracijom kroz membrane pora 0,22 pm.

0,1 tripton soja agar (0,1 TSA), 0,01 tripton soja agar (0,01 TSA)i1 WY su pravljene pracenjem
procedure Kurm et al. (2019).
Ekstrakt zemljista koriS¢en za SEa i SEph podloge pripremljen je prema Mourad et al. (2018): 400 g
zemljiSta suspendovano je u 1 L destilovane vode i autoklavirano dva puta po 30 minuta na 121°C.
Nakon hladenja, supernatant je filtriran filter papirom i kori§¢en u daljoj pripremi.
Sastav podloga koriS¢enih za uzorak rizosfere:
e [SEMI:
Medijum se sastoji od pet komponenti, pri ¢emu je rastvor mineralnih soli autoklaviran, dok su ostali
rastvori sterilisani filtracijom i dodati nakon autoklaviranja.
o Rastvor mineralnih soli: K2HPO4 0,23 g/L, MgSO4 x 7H20 0,23 g/L, NH4NO3 0,33
g/L, NaHCO3 0,25 g/L, agar 15 g/LL
o Aminokiseline: po 5 mg slede¢ih aminokiselina - D-valin, D-metionin, D-leucin, D-
fenilalanin, D-treonin, D-triptofan
o Rastvor vitamina B: 1 mL vitaminskog stoka je sadrzao po 50 mg tiamin hidrohlorida,
riboflavina, niacina, piridoksin-HCI, inozitola, kalcijum pantotenata i f-
aminobenzojeve kiseline 125 mg biotina rastvorenih u 100 mL destilovane vode; dodat
u koncentraciji od 1 mL/L
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o Selenitno-tungstatni rastvor: sadrzi NaOH 0,5 g, Na>SeO3 x SH20 3 mg, Na;WOs4 x
2H20 4 mgu 1 L destilovane vode; dodat u koncentraciji od 2 mL/L
o Rastvor elemenata u tragovima: HC1(25%, v/v) 10 mL, FeClox 4H20 1,5 g, ZnCl2 70
mg, MnClz x 4H20 100 mg, H3BO3 6 mg, CoCl2 x 6H20 190 mg, CuCl2x 2H20 2 mg,
NiClx> x 6H20 24 mg, NaxMoO4 x 2H20 36 mg u 1 L destilovane vode; dodat u
koncentraciji od 2 mL/L
o Metanolni ekstrakt zemljista: dodat u koncentraciji od 200 mL/L
e [SEM2: identi¢an sastav kao ISEM1, osim §to je umesto metanolnog koris¢en vodeni ekstrakt
zemljista (200 mL/L)
e MSEM: rastvor mineralnih soli sastava kao kod ISEM, uz dodatak metanolnog ekstrakta
zemljista 200 mL/L
e  WSEM: rastvor mineralnih soli kao kod ISEM, uz dodatak vodenog ekstrakta zemljiSta 200
mL/L
0,1 TSA: TSB (TH Media, Titan Biotech Ltd., Delhi, Indija) 3 g/L, agar 15 g/L
0,01 TSA: TSB 0,3 g/L, agar 15 g/LL
WY: NaCl 5 g/L, ekstrakt kvasca 0,05 g/L, agar 20 g/L
SEa: glukoza 1 g/L, pepton 1 g/L, ekstrakt kvasca 1 g/L, K2HPO4 1 g/L, ekstrakt zemljiSta
400 mL/L, agar 15 g/L
e SEph: glukoza 1 g/L, pepton 1 g/L, ekstrakt kvasca 1 g/L, K:HPOa4l g/L, ekstrakt zemljiSta
400 mL/L, fitagel 20 g/L.

Petri Solje zasejane sa razliCitim uzorcima su inkubirane na 25°C tokom cetiri nedelje. Na svakih
sedam dana, morfoloski razli¢ite kolonije su prestriklovane na odgovaraju¢u podlogu sa koje su
izolovane. Nedelju dana nakon poslednjeg transfera, svi izolati su prebacene na TSA medijum (15
g/L, TH Media, Titan Biotech Ltd., Delhi, Indija). Oni izolati koji nisu porasli ili je rast bio slab na
ovoj podlozi, zasejane su ponovo na podlogu sa koje su prvobitno izolovani. Izolati su ¢uvani na -
80°C u odgovarajucoj podlozi za rast sa dodatkom 15% glicerola.

Morfoloske karakteristike kolonija

Nakon izolacije mikroorganizama na prethodno opisanim hranljivim podlogama, analizirane su
morfoloske karakteristike formiranih kolonija. Procena je obuhvatala oblik, veli¢inu, boju, izgled
oboda kolonije, strukturu kolonije, transparentnost, konzistenciju i sjaj. Na osnovu uocenih razlika,
izdvojeni su reprezentativni morfotipovi, koji su koriS¢ene za dalja ispitivanja.

Diferencijalno bojenje bakterija po Gramu

Na cisto predmetno staklo naneta je kap sterilne vode, nakon cega je ezom prenet deo kolonije
bakterija sa Petri Solje. Kruznim pokretima je napravljen razmaz, koji je potom fiksiran provlaenjem
iznad plamena 1 osuSen na vazduhu. Nakon fiksiranja, na preparat je nanesena boja kristal violet i
ostavljena da deluje jedan minut, nakon cega je isprana vodom. Slede¢i korak je dodavanje
Lugolovog rastvora, u trajanju od jednog minuta, nakon ¢ega je preparat ponovno ispran vodom. Sledi
obezbojavanje 96% etanolom tridesetak sekundi, a proces obezbojavanja prekida se ispiranjem
destilovanom vodom. Preparat je potom obojen 0,25% safraninom u trajanju od jedanog minuta.
Preparati su zatim isprani destilovanom vodom i ostavljeni da se osuse na sobnoj temperaturi i
posmatrani pod imerzionim objektivom mikroskopa na uvelicanju od 1000x (Leica DM 2500, Leica
Microsystems CMS GmbH, Veclar, Nemacka).

Biohemijska karakterizacija bakterija

Produkcija egzoenzima

Sposobnost izolata da sintetiSu egzoenzime ispitana je testovima aktivnosti amilaze, proteaze,
zelatinaze, mananaze i celulaze. Podloge za ove testove pripremljene su prema Beri€ et al. (2009). Za
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ispitivanje aktivnosti amilaze, proteinaze i1 Zelatinaze koris¢en je bazi¢ni medijum koji je sadrzao
hranljivi bujon (8 g/L), NaCl (4 g/L) i agar (10 g/L). U zavisnosti od testiranog enzima, u medijum
su dodavani rastvorljivi skrob (5g/L) za amilazu, obrano mleko u prahu (4g/L) za proteinazu i Zelatin
(4 g/L) za zelatinazu. Izolati su zasejani tackasto na pripremljene podloge i1 inkubirani preko no¢i na
30°C. Nakon inkubacije, primenjivani su specifi¢ni tretmani za detekciju aktivnosti svakog enzima:

e Za amilazu, Petri Solje su prelivene Lugolovim rastvorom, pri ¢emu su oko kolonija koje
proizvode amilazu uocene prozirne zone.

e Za zelatinazu 1 proteinazu, Petri Solje su prelivene taninskom kiselinom (10 g/L); kod izolata
koji proizvode Zelatinazu formiraju se bele zone oko kolonija, dok se kod izolata sa
proteolitiCkom aktivnos$¢u formiraju bezbojne zone.

Za ispitivanje produkcije mananaze i celulaze, najpre je pripremljen bazi¢ni medijum koji se sastojao
od ekstrakta kvasca (2 g/L), peptona (5 g/L), MgSOu4 (5 g/L), NaCl (0,5 g/L), CaCl2 (0,15 g/L) 1 agara
(20 g/L). Kao supstrat za detekciju mananaze dodat je Locust bean gum (10 g/L), dok je za ispitivanje
celulazne aktivnosti kori§¢ena karboksimetil celuloza (5 g/L). Izolati su zasejani na isti nacin kao i za
ostale egzoenzime i inkubirani pet dana na 30°C. Nakon inkubacije Petri Solje su prelivene rastvorom
Kongo crvenog (1 g/L) i isprane 1 M NaCl, pri ¢emu su prozirne zone oko kolonija ukazivale na
pozitivnu reakciju, odnosno produkciju odgovaraju¢eg enzima.

Sposobnost izolata za produkciju katalaze ispitivana je direktnim dodavanjem nekoliko kapi 3% (v/v)
vodonik-peroksida na bakterijske kolonije praéenjem procedure opisane kod Khatoon et al. (2022).
Pozitivna reakcija manifestovala se pojavom mehuric¢a, usled oslobadanja kiseonika kao produkta
razgradnje vodonik peroksida.

Antimikrobna aktivnost
Antibakterijski potencijal bakterija

Antibakterijska aktivnost testiranih sojeva ispitana je metodom difuzije u agaru opisanom kod Krsti¢
Tomi¢ et al. (2023). U epruvete sa 8 mL prohladene polucvrste LA podloge (7 g/L agara) dodat je 1%
(v/v) mnokulum jednog od tri indikatorska soja, patogena Secerne repe, Pseudomonas syringae pv.
aptata CFBR2437, P21 1 P16. Sadrzaj epruveta homogenizovan je vorteksovanjem 1 izliven preko
Petri Solje koje su prethodno bile tanko prelivene slojem ¢vrstog LA agara. Na povrSinu ocvrslog
medijuma naneto je po 10 pL te€ne prekonocne kulture testiranih sojeva, gajenih u LB medijumu uz
muckanje na 30°C, 180 rpm. Petri Solje su inkubirane 24 h na 30°C. Formiranje inhibicione zone oko
kolonija testiranih sojeva smatrano je indikatorom antibakterijske aktivnosti.

Antifungalni potencijal bakterija

Inicijalni skrining antifungalne aktivnosti na gljive Fusarium oxysporum 1 Rhizoctonia solani
sproveden je kvalitativno metodom dualne kulture (Kholostiakov et al., 2025). Gljive su zasejane na
PDA (eng. Potato Dextrose Agar) podlozi (39 g/L, HiMedia Laboratories Pvt Limited, Mumbaj,
Indija) i gajene 7 dana na 25°C. Sa periferije aktivno rastu¢e kolonije iseCen je disk precnika 1 cm i
prebacen na novu PDA Petri Solju. Testirane bakterije su zasejavane u vidu crte otprilike 2,5 cm od
gljive. Prisustvo ili odsustvo inhibicione zone koris¢eno je kao indikator antifungalne aktivnosti.

Ispitivanje uticaja bakterija na klijavost semena

Seme Secerne repe je povrSinski sterilisano koris¢enjem sledeceg protokola. Prvo su semena dobro
isprana ¢esmenskom vodom, a zatim potapana u 70% etanol tokom 1 min, zatim u 3% (v/v) rastvor
natrijum-hipohlorita u trajanju od 15 min, nakon ¢ega su isprana tri puta sterilnom destilovanom
vodom. Bakterijske kulture su gajene u LB medijumu na 30°C, 180 rpm i razblazene do finalne
koncentracije od 108 CFU/mL (eng. Colony Forming Units) (Krsti¢ Tomi¢ et al., 2023). PovrSinski
sterilisano seme je potopljeno u odgovarajuéu bakterijsku suspenziju tokom 1 h, osuseno na vazduhu
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1 postavljeno u pripremljene plasticne posude. Plasticne posude su prethodno sterilisane 20%
rastvorom natrijum-hipohlorita i oblozZene sa tri sloja sterilnog filter papira navlazenog sterilnom
destilovanom vodom, na koji su poloZena semena. Inkubacija je trajala tri nedelje u mraku, u komori
za rastenje na 204+2°C. Tokom inkubacije, u posude je redovno dodavana jednaka koli¢ina sterilne
destilovane vode (10 mL po posudi). Svi tretmani su izvedeni u pet ponavljanja, sa po deset semena
u svakom ponavljanju, u okviru dva nezavisna eksperimenta. Kao kontrola koris¢eno je seme koje je
tretirano LB medijumom bez bakterijske inokulacije. Efekat bakterijskog tretmana na klijavost
semena izraZen je u odnosu na kontrolu.

Karakterizacija osobina povezanih sa promocijom rastenja biljaka

Produkcija cijanovodonika

Produkcija cijanovodonika ispitivana je na King B podlozi (43 g/L, TM Media, Titan Biotech Ltd.,
Radzastan, Indija) sa dodatkom glicina do finalne koncentracije od 4,4 g/L, prateci procedure opisane
u Sehrawat et al. (2022). Na unutras$nju stranu poklopaca Petri Solje postavljen je filter papir natopljen
2% w/v rastvorom Na>CO3u0,5% w/v pikrinskoj kiselini. Solje su zatvorene parafilmom i inkubirane
48 h na 30°C. Ukoliko testirani soj produkuje HCN, filter papir menja boju iz zute u svetlo braon
(slaba produkcija +), braon (umerena produkcija ++) ili crveno-braon (intenzivna produkcija +++).

Solubilizacija fosfata

Za detekciju sposobnosti solubilizacije fosfata koriS¢ena je podloga Pikovskaya’s agar (31,3 g/L, TM
Media, Titan Biotech Ltd., Radzastan, Indija). Testirani sojevi zasejavani su sterilnom c¢ackalicom u
vidu linije duZine priblizno 1 cm, a zatim inkubirani 14 dana na 30°C. Formiranje providne halo zone
oko kolonije ukazivalo je na sposobnost mikroorganizama da solubilizuju neorganski fosfat.

Sinteza egzopolisaharida

Sinteza egzopolisaharida ispitivana je na C¢vrstoj podlozi koja je sadrzala ekstrakt kvasa 0,5 g/L,
manitol 4 g/L 1 agar 15 g/L (Jesus & Labiza, 2025). Bakterije su zasejane u vidu tacaka i inkubirane
Cetiri dana na temperaturi rasta soja. Produkcija egzopolisaharida procenjivana je na osnovu
morfologije kolonija, pri ¢emu je formiranje mukoidnih i rastegljivih kolonija pri dodiru sterilnom
cackalicom smatrano pozitivnim rezultatom.

Produkcija siderofora

Sposobnost produkcije siderofora ispitivana je koris¢enjem hrom azurol S (eng. Chrome Azural S -
CAS) testa prema protokolu opisanom kod Schwyn and Neilands (1987). CAS indikator podloga
pripremljena je kombinovanjem dva sterilisana rastvora. Prvi rastvor sadrzao je CAS-Fe kompleks i
pripreman je meSanjem 50 ml CAS rastvora (0,065 g CASu 50 ml dH20),9 ml FeCl; rastvora (0,0027
g FeCl3 x 6H20 rastvoreno u 10 ml dH20 uz dodatak 83 pl 12 M HCI) 1 40 ml HDTMA (eng.
HexaDecylTriMethylAmmonium) rastvora (0,073 g heksadeciltrimetilamonijum-bromida u 40 ml
dH20). Drugi rastvor sadrzao je 30,24 g PIPES (eng. piperazine-1,4-diylbisethanesulfonic acid)
pufera (piperazin-1,4-bis (2-etansulfonska kiselina)), 15 gagarai 750 ml dejonizovane vode, pri cemu
je pH vrednost podesena na 6,8 dodatkom NaOH. Nakon autoklaviranja na 121 °C tokom 15 minuta,
rastvori su sjedinjeni kako bi se dobila CAS podloga karakteristicne plavo-zelene boje. Prethodno je
LA podloga razlivena u Petrijeve Solje i, nakon ocvrS¢avanja, asepticno je prepolovljena. Jedna
polovina zamenjena je CAS agarom, ¢ime je formiran kombinovani sistem za detekciju produkcije
siderofora. Pojedinacna bakterijska kolonija testiranog soja zasejana je na polovini nutritivne podloge
(LA), na granici sa CAS delom, nakon ¢ega su Petri Solje inkubirane na temperaturi od 30°C tokom
48 h. Produkcija siderofora je detektovana pojavom gubitka boje CAS podloge u zoni rasta bakterija,
pri ¢emu je plavo-zelena boja prelazila u Zutu, narandzastu ili ruzicastu, S$to se smatra pozitivnim
rezultatom testa.
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Detekcija sinteze indol-3-siretne kiseline

Za testiranje sposobnosti proizvodnje indol-3-sir¢etne kiseline (eng. Indole-3-Acetic Acid - IAA)
pracena je metodologija opisana kod (Mohite, 2013). Testirani izolati su inokulisani u LB sa
dodatkom 5 mM triptofana i inkubirani na 30°C u rotacionom S$ejkeru pri 180 rpm tokom sedam dana.
Tokom perioda inkubacije, svakodnevno je pod sterilnim uslovima uzimano po 750 pl bakterijske
kulture, koja je zatim centrifugirana 5 minuta na 10000 rpm. Nakon centrifugiranja, 250 pl
supernatanta prebaceno je u nove mikrotube, u koje je dodat po 500 ul Salkowski reagensa (1 ml
0,5M FeCl3 u 50 ml 37% HCIO4). Reakciona smeSa inkubirana je 30 minuta u potpunom mraku na
sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je izmerena apsorbanca na talasnoj duzini od 535 nm pomocu
spektrofotometra. Za pripremu blanka koriS¢éen je LB sa triptofanom i Salkowski reagens.
Koncentracija sintetisane IAA odredivana je na osnovu standardne krive za IAA 1 izrazena u pg/ml
(Slika 3) i rezultati su interpretirani kao: - (nema produkcije), + (slaba produkcija, <10 pg/ml), ++
(umerena produkcija, 10-20 pg/ml) i +++ (jaka produkcija, >20 pg/ml).
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Slika 3. Standardna kriva za odredivanje koncentracije indol-3-siréetne kiseline

Ispitivanje sposobnosti fiksacije azota

Sposobnost bakterija da fiksiraju atmosferski azot ispitivana je koriS¢enjem polucvrste NFB (eng.
Nitrogen-Free Bromothymol) podloge, pripremljene prema metodologiji opisanoj u radu Baldani et
al. (2014). Sastav podloge po litru ukljucuje: 5 g DL-jabucne kiseline, 0,5 g KoHPO4, 0,2 g MgSO4 x
7H20, 0,1 g NaCl, 0,02 g CaCl> x 2H201 0,5 g agara. U osnovni medijum dodati su sledeci sterilni
rastvori:

e Rastvor mikroelemenata: 0,4 g CuSO4 x 5H20, 0,12 g ZnSO4 x 7H20, 1,4 g H3BO3, 1 g
NazMoOg4 x 2H20, 1,5 g MnSO4 x H20 u 1 1 destilovane vode; sterilizovati autoklaviranjem.

e Rastvor bromtimol plavog: 0,5 % u 2 N KOH; sterilizovati filtracijom.

e Fe(lll)-EDTA rastvor: 1,64 %; sterilizovati filtracijom.

e Rastvor vitamina: 10 mg biotina i 20 mg piridoksal HClu 0,1 1 destilovane vode; sterilisati
filtracijom.

Pre dodavanja agara, pH podloge je podesen na 6,8, zbog izrazenog efekta jabu¢ne kiseline na

zakiSeljavanje podloge. Nakon autoklaviranja, u ohladeni medijum aseptiéno su dodati sterilno

filtrirani rastvori mikroelemenata, bromtimol plavog indikatora, Fe(Il[)-EDTA kompleksa 1
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vitaminske mesavine, pri ¢emu je sterilizacija izvrSena prolaskom kroz membranske filtere pora 0,22
um. Pripremljena podloga raspodeljena je u epruvete u zapremini od 5 ml, nakon cega je izvrSena
inokulacija sa 100 ul prekonoéne kulture ispitivanih bakterijskih sojeva. Inkubacija je trajala Cetiri
dana na optimalnoj temperaturi za rast ispitivanih sojeva. Formiranje karakteristicne beliCaste
pelikule koris¢eno je kao indikator potencijalne sposobnosti rasta u uslovima ograni¢ene dostupnosti
azota, a stepen porasta pelikule rangiran je kao: - (nema produkcije pelikule), + (slabo izrazeno
prisustvo pelikule), ++ (umereno izrazeno prisustvo pelikule) 1 +++ (veoma izrazena pelikula).

Merenje aktivnosti 1-aminociklopropan-1-karboksilat deaminaze preko koncentracije
a-ketobutirata

Za odredivanje aktivnosti ACC deaminaze (eng. 1-AminoCyclopropane-1-Carboxylicacid - ACC)
kori$¢ena je DFMM podloga (eng. Dworkin — Foster Minimal Medium) (Dworkin and Foster, 1958):
4 g/l KH2POg4, 6 g/l NaxHPOg4, 2 g/ MgSO4 x 7TH20, po 2 g/L glukoze, glukonske i1 limunske
kiseline, 2/l g (NH4)2SO4 kao 1 dodatak rastenjevora mikroelemenata. Rastenjevor mikroelemenata
sastojao se od: 1 mg FeSO4 x 7H20, 10 pg H3BO3, 11,2 ng MnSO4 x H20, 124,6 ng ZnSO4 x 7TH20,
78,2 ng CuSO4 x 5H20 1 10 pg MoOs, koji je potom dodat u DFMM podlogu pre sterilizacije
autoklaviranjem.

Prekonoc¢ne bakterijske kulture su inokulisane u DFMM podlogu i inkubirane uz aeraciju na 30°C,
200 rpm. Sledeceg dana, ¢éelije su centrifugirane 20 min na 4000 rpm pri +4°C, supernatant je odlivan,
a Celije su isprane dva puta u 5 ml svezeg DFMM medijuma. Nakon drugog ispiranja, celije su
resuspendovane u 4 ml DFMM podloge sa ACC-om u kona¢noj koncentraciji od 3 mM i inkubirane
24 hna 30°C uz konstantno mesanje, 200 rpm. Nakon inkubacije, ¢elije su ponovo centrifugirane (20
min, 4000 rpm, 4°C), supernatant je uklonjen, a pelet resuspendovan u 1 ml 0,1 M Tris-HCI pufera
(pH 7,6). Uzorci su zatim centrifugirani (5 min na 16000 g), supernatant je odbacen, a pelet
resuspendovan u 600 pl 0,1 M Tris-HCI (pH 8,5) uz dodatak 30 pl toluena i kratko homogenizovan
vorteksovanjem (30 s). U slede¢em koraku, 100 pl toluenizovanih ¢elija inkubirano je 15 min na 30°C
sa 10 ul 0,5 M ACC rastvora uz meSanje. Reakcija je zaustavljena dodatkom 500 pl 0,56 M HCl 1
uzorci su ponovo homogenizovani vorteksujem i centrifugirani (5 min na 16000 g na sobnoj
temperaturi). Zatim je 500 pl supernatanta pomeSano sa 400 pl 0,56 N HCI 1 150 pl 0,2% rastvora
2,4-dinitrofenilhidrazina (u 2 M HCI) 1 inkubirano 30 min na 30°C. U poslednjem koraku je dodat 1
ml 2 N NaOH 1 apsorbanca je merena na 540 nm. Sva merenja su sprovedena u tri ponavljanja.
Aktivnost ACC deaminaze odredena je na osnovu koliCine formiranog o-ketobutirata, izraCunate
pomocu standardne krive (Slika 4) konstruisane koris¢enjem poznatih koncentracija a-ketobutirata,
a rezultati su prikazani kao: - (nema produkcije), + (slaba produkcija, <1,5 uM), ++ (umerena
produkcija, 1,5 — 3 uM) i +++ (jaka produkcija, >3 uM).
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Slika 4. Standardna kriva za odredivanje koncentracije a-ketobutirata

Testovi pokretljivosti

Za ispitivanje pokretljivosti odabranih bakterijskih sojeva po tipovima plivanja, rojenja i trzanja,
pripremljene su tri razliCite polucvrste podloge pracenjem uputstava opisanih kod Palma et al. (2022):

e Podloga za ispitivanje pokretljivosti tipa plivanja sadrzala je 2,5 g/L hranljivog agara

e Podloga za ispitivanje pokretljivosti tipa ronjenja sadrzala je 8 g/L hranljivog bujona, 5 g/
glukoze 15 g/L agara

e Podloga za ispitivanje pokretljivosti tipa trzanja sadrzala je 10 g/L triptona, 5 g/L ekstrakta
kvasca, 10 g/L NaCl1i 10 g/L agara

Na povrsinu podloga namenjenih za ispitivanje pokretljivosti plivanje i ronjenje inokulisano je po 1
ul tecne bakterijske prekonoéne kulture (gajene u LB medijumu na 30°C, 180 rpm), prethodno
podesene na opticku guistinu od 0.5 McFarland standarda. Za procenu pokretljivosti tipa trzanja,
pojedinacna bakterijska kolonija inokulisana je sterilnom iglom u centralni deo podloge. Nakon
inkubacije u trajanju od 24 do 48 ¢asova na temperaturi od 30°C, odredivan je pre¢nik zone migracije
bakterija oko mesta inokulacije, ¢ime je procenjivana sposobnost pokretljivosti ispitivanih sojeva.
Ukoliko je zona bila manja od 1 cm, okarakterisano je da soj ne poseduje sposobnost pokretljivosti (-
), ako je zona bila od 1-3 cm, smatrano je da je pokretljivost slaba (+), zona od 3-6 cm podrazumevana
je kao dobra sposobnost pokretljivost (++), a za posedovanje izrazite sposobnosti pokretljivosti
smatrani su izolati ¢ija je zona bila ve¢a od 6 cm (+++).

Odredivanje sposobnosti formiranja biofilma u mikrotitarskim plo¢ama

Sposobnost formiranja biofilma ispitivana je u mikrotitarskim plo¢ama sa ravnim dnom prema
metodologiji opisanoj od strane Stepanovi¢ et al. (2007). U svaki bunari¢ dodavano je 198 ul LB
medijuma 1 2 pl bakterijske suspenzije prethodno standardizovane na gustinu od 0,5 McFarland
jedinica. Kao pozitivna kontrola koriS¢en je soj Pseudomonas aeruginosa PAO1, dok je sterilni LB
medijum predstavljao negativnu kontrolu. Mikrotitarske ploce inkubirane su 48 h na 30°C. Nakon
inkubacije, sadrzaj bunarica je uklonjen i tri puta isprani sterilnim 1xPBS puferom (8 g/L NaCl, 0,2
g/L KCI, 1,44 g/L Na2HPO410,245 g/L KH2PO4; pH 7,2) radi uklanjanja bakterijskih celija koj se
nisu pric¢vrstile za podlogu. Vezane celije fiksirane su zagrevanjem na 65°C tokom 30 minuta. Za
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bojenje formiranog biofilma u svaki bunari¢ dodato je 300 pl 0,1% rastvora kristal violet boje, nakon
¢ega su mikrotitar plo¢e inkubirane 30 min na sobnoj temperaturi. Visak boje uklonjen je ispiranjem
destilovanom vodom, a mikrotitar ploce su zatim osusene na 65°C. U cilju kvantifikacije biofilma, u
bunari¢e je dodat 96% etanol, i nakon inkubacije od 45 minuta, po 100 pl sadrzaja svakog bunari¢a
prebaceno u novu mikrotitarsku plocu i izmerena je opticka gustina na 595 nm. Interpretacija rezultata
zasnivala se na odredivanju grani¢ne vrednosti (,,cut-off*, ODc), definisane kao zbir prosecne opticke
gustine negativne kontrole i trostruke vrednosti standardne devijacije:

OD.=0D +3xSD

c negativne kontrole negativne kontrole

Na osnovu izracunate ODc vrednosti, ispitivani sojevi klasifikovani su u Cetiri kategorije prema
sposobnosti formiranja biofilma:

OD < ODc — bez sposobnosti formiranja biofilma (kategorija —)

OD¢ <OD <2 x ODc — slabi producenti biofilma (kategorija +)

2 x ODc < OD <4 x OD¢ — umereni producenti biofilma (kategorija ++)
OD >4 x ODc — jaki producenti biofilma (kategorija +++)

Molekularne metode
Izolacija genomske DNK za identifikaciju bakterijskih sojeva

Genomske DNK bakterijskih izolata ekstrahovane su primenom vise razli¢itth metoda. Prvi pristup
zasnivao se na brzoj termolitiCkoj ekstrakciji prema proceduri opisanoj od strane Dashti et al. (2009).
Pojedinacna bakterijska kolonija sa ¢vrste podloge resuspendovana je u 100 pL destilovane vode,
nakon ¢ega je suspenzija inkubirana na 97°C, 10 do 15 min. Dobijeni uzorci su potom centrifugirani
pri 15000 x g u trajanju od 5 do 15 min, a supernatant koji je sadrzao oslobodenu DNK prebacen je
u sterilne mikrotube i ¢uvan na -20°C do dalje upotrebe.

Druga metoda je podrazumevala da je jedna bakterijska kolonija inokulisana u tecni hranljivi
medijum (LB) 1 ostavljena da raste preko no¢i na 30°C, uz Sejkiranje, 180 rpm. Nakon inkubacije,
1,5 mL bakterijske kulture je centrufugiran (13000 rpm, 5 min), a dobijeni c¢elijski talog
resuspendovan je u 500 ul TE pufera (10 mM Tris pufer, 1 mM EDTA (eng.
EthyleneDiamineTetraacetic Acid), pH 7,6) uz dodatak 10 pL lizozima (200 pg/mL) 1 inkubirano 30
min na 37°C. Nakon inkubacije dodato je 100 uL 5 M NaCl, homogenizovano vorteksovanjem, a
zatim je dodato 250 pl 3% cetiltrimetilamonijum bromid (eng. CetylTrimethylAmmonium Bromide
- CTAB) pufera (1 M Tris, 1,4 M NaCl, 20mM EDTA, 3% polivinilpirolidon (eng.
PolyVinylPyrrolidone - PVP), pH 8,0). SmeSa je potom inkubirana na 65°C. U slede¢em koraku
dodato je 800 puL hloroforma, vorteksovano i centrifugiran na 13000 rpm, 10 min. Vodena faza
pazljivo je prebacena unove mikrotube, ataloZenje DNK je izvrSeno dodavanjem natrijum acetat (pH
5,0) u zapremni jednakoj 1/10 zapremine uzorka, kao i1 dodatkom jednake zapremine hladanog
izopropanola (-20°C). Nakon centrifugiranja (13000 rpm, 15 min) dobijeni talog DNK ispran je sa 1
mL hladnog 96% etanola, centrifugiran (13000 rpm, 10 min) i etanol je uklonjen. Talog je osuSen na
37°C iresuspendovan u 50 pL TE pufera sa dodatkom RNaze (1 pL stoka koncentracije 10 mg/mL u
49 uL TE pufera), inkubiran 15 min na 37°C, i tako dobijena DNK ¢uvana je na temperaturi od —20°C
do dalje upotrebe.

Kao tre¢i pristup koris¢en je komercijalni kit za izolaciju genomske DNK, Zymo-BIOMICS™ DNA
Miniprep Kit (Zymo Research, Ervajn, CA, SAD), pri ¢emu je postupak sproveden prema detaljnim
smernicama koje propisuje proizvodac.
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Lancana reakcija polimeraze - PCR

Genomska DNK izolovanih bakterijskih sojeva koriS¢ena je kao matrica za PCR amplifikaciju 1
sekvenciranje ciljnih gena. Molekularna identifikacija izolata izvrSena je koriS¢enjem lancane
reakcije polimeraze PCR za umnozavanje gena od interesa (Tabela 1). SmeSe za PCR reakciju su
pripremljene upotrebom DreamTaq™ Green PCR Master Mix 2x (Thermo Fischer Scientific, SAD),
koja je sadrzala DreamTaq DNA polimerazu, optimizovani DreamTaq pufer, MgCl2 i smeSu
dezoksinukleotid-trifosfata, kaoi2X DreamTaq Green pufer sa reagensom za povecéanje gustine i dve
boje za pracenje procesa elektroforeze. Reakcija je izvrSena koriS¢enjem aparata Veriti 96 well
thermal cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD). Koris¢eni programi obuhvatali su
inicijalnu denaturaciju na 94°C tokom 30 s, nakon ¢ega su sledili ciklusi hibridizacije u trajanju od
30 s na 50°C (za 16S rRNK gen), 1 min na 55°C (za tuf gen) i 59,5°C (za gyrB gen), elongacije na
72°C tokom 90 s, uz zavr$nu elongaciju na 72°C 7 min.

Tabela 1. Spisak kori§¢enih prajmera i njihove sekvence

Prajmer Sekvenca Referenca
UNI1-16SF | GAGAGTTTGATCCTGGC
UNI1-16SR | AGGAGGTGATCCAGCCG

Jovcic et al. (2009)

tufGPF ACGTTGACTGCCCAGGACAC

tufGPR GATACCAGTTACGTCAGTIGTACGGA Xuetal (2023)
GyrB-F MGGCGGYAAGTTCGATGACAAYTC Sarkar & Guttman,
GyrB-R TRATBKCAGTCARACCTTCRCGSGC (2004)

NPRIBVF | TCATGAAGCTTGTCGTCCTG
NPRIBvVR | ATACACCTTGCCAGCAATCC
BvMYC2-F | AGTGAGCTTGACGTGCAGTA
BvMYC2-R | CCCCTCATCTGCCTCAAGAAATAC
BvLOX-F | ATCGGCAGTTGAGTGCAATG
BvLOX-R | CTGCCATTCCCCTGCTTACA
BvNCED-F | AGGAACAAACTGGGGAGGAAAA
BvNCED-R | TCCCAATTGATCTCATCGTGC
25RNK F | AGACAAGAAGGGGCAACGAG
25RNK R | CACATTGGACGGGGCTTTTC

Desoignies et al. (2013)

Zhao et al. (2023)

Cui et al. (2022)

Horizontalna elektroforeza ukupne DNK

Kvalitet ukupne izolovane DNK, kao i proizvoda PCR reakcije analiziran je horizontalnom
elektroforezom na 1% agaroznom gelu. Gel je pripremljen rastvaranjem agaroze u 1 x TAE puferu
(40 mM Tris-acetat, 1 mM EDTA) uz dodatak etidijum bromida u koncentraciji od 0,5 pg/ml, radi
vizualizacije DNK fragmenata. Elektroforeza je izvodena u 1 x TAE pufer pri konstantnom naponu
od 1 do 10 V/cm, u zavisnosti od veli¢ine fragmenata i Zeljenog stepena razdvajanja. Veli¢ine PCR-
amplifikovanih fragmenata odredivane su poredenjem duzine predenog puta analiziranih uzoraka sa
standardom poznate molekulske mase (Gene Ruler TM DNA 1 kb Ladder Mix i GeneRuler 1kb Plus
DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific, SAD).

Precis¢avanje PCR produkata 1 analiza sekvenci

PCR produkti su preciS¢eni koriS¢enjem kita za pre€is€avanje PCR produkata (Thermo Fisher
Scientific, SAD) prema uputstvu proizvodaca. Precis¢eni PCR proizvodi su poslati na usluzno
sekvenciranje u Eurofins (Keln, Nemacka). Dobijene nukleotidne sekvence analizirane su pomocu

26



BLAST algoritma (eng. Basic Local Alignment Search Tool) u okviru NCBI (eng. National Center
for Biotechnology Information) baze podataka (Altschul et al., 1997) radi identifikacije homolognih
sekvenci i utvrdivanja filogenetski najsrodnijih mikroorganizama.

Izolacija ukupne DNK iz rizosfere 1 filosfere za sekvenciranje nove generacije

Raznovrsnost bakterija u rizosferi i filosferi analizirana je primenom NGS (eng. Next Genration
Sequencing). Uzorci rizosfere pripremljeni su tretiranjem biljnog materijala u ultrazvu¢nom kupatilu
(Bandelin conorex, Berlin, Nemacka) tokom 10 minuta na 35 kHz, nakon ¢ega je sakupljeno zemljiSte
koje je bilo pricvrS¢eno za koren, kao 1 materijal s povrSine korena, kako bi se dobio uzorak koji
obuhvata bakterije epifite i endofite. Izolacija DNK iz rizosfernih uzoraka (250 mg po uzorku)
izvrSena je kori¢enjem Zymo-BIOMICS™ DNA Miniprep Kit (Zymo Research, Ervajn, CA, SAD)
prema uputstvu proizvodaca. Uzorci filosfere (po jedan list po uzorku) iseCeni su na sitne fragmente
1 inkubirani u 1x PBS pufer (Sigma Aldrich, UK), uz meSanje na rotacionom Sejkeru (150 rpm) tokom
15 minuta na 22°C. Nakon pripreme biljnog materijala, po 100 mL svakog uzorka filtrirano je kroz
0,22 pum Isopore™ membranske filtere (Merck Millipore Ltd., Karigtohil, Irska), a ukupna DNK
izolovana je istim kitom prema uputstvu proizvodaca. Koncentracija DNK odredena je
spektrofotometrijski na uredaju NanoPhotometer (IMPLEN, Minhen, Nemacka). Uzorci su poslati na
komercijalno sekvenciranje u kompaniji Novogene (Novogene Bioinformatics Technology Co., Ltd.
Kembridz, UK). KoriS¢eni su prajmeri za umnoZzavanje V3 i V4 regiona /6S rRNK gena.

Sekvenciranje DNK 1 analiza podataka

UmnoZeni /6S rRNK geni su sekvencirani na Illumina NovaSeq PE250 platformi sa generisanjem
250 bp uparenih krajeva sirovih oc€itavanja (eng. paired-end raw reads, Raw PE). Sirovi podaci
sekvenciranja spojeni su koris¢enjem programa FLASH (V1.2.7) (Mago¢ & Salzberg, 2011). Nakon
spajanja, sekvence su filtrirane prema kriterijumima kvaliteta (Bokulich et al., 2013) Qiime program
(V1.7.0) (Caporaso et al., 2010), ¢ime su dobijene ocis¢ene sekvence (eng. Clean Tags). Detektovanje
1 uklanjanje himera izvrSeno je koriS¢enjem algoritma UCHIME (Edgar et al., 2011), ¢ime su dobijene
efektivne sekvence (eng. Effective Tags) za dalju analizu. U istrazivanju su koriS¢ene 16S rRNK
sekvence koje ciljaju V3 i V4 regione gena. Analiza sekvenci sprovedena je koriS¢enjem programa
Uparse (v7.0.1090) (Edgar, 2013). Sekvence sa >97% slicnosti grupisane su u iste operacione
taksonomske jedinice (eng. Operational Taxonomic Units, OTU). Taksonomska anotacija
reprezentativnih sekvenci OTU izvrSena je poredenjem sa SSU rRNK sekvencama iz SILVA 138 baze
podataka, primenom odgovarajuceg klasifikacionog algoritma (Q. Wang et al., 2007). Za utvrdivanje
filogenetskih odnosa svih OTU reprezentativnih sekvenci koris¢en je program MUSCLE (Edgar,
2004). Zastupljenost OTU je normalizovana prema uzorku sa najmanjim brojem ocitavanja.

Analiza diverziteta

Analize alfa i beta diverziteta sprovedene su na normalizovanim podacima. Alfa diverzitet je koris¢en
za procenu sloZenosti biodiverziteta unutar uzorka pomocu Sest indeksa: Observed-species, Chaol,
Shannon, Simpson, ACE i1 Good-coverage. Svi indeksi su izracunati u Qiime programu (v1.7.0) i
prikazani koris¢enjem programa R (v2.15.3). Statisticka znacajnost izmedu grupa testirana je
Wilcoxon ranksum testom, pri ¢emu su p-vrednosti <0,05 smatrane znacajnim. Beta diverzitet je
koris¢en za procenu razlika u sloZenosti vrsta medu uzorcima i analiziran je na osnovu UniFrac
distance matrica u Qiime programu (v1.7.0). Pre klaster analize izvrSena je analiza glavnih
komponenti (eng. Principal Component Analysis, PCA) radi smanjenja dimenzionalnosti podataka,
koriste¢i FactoMineR 1 ggplot2 paketa u programu R. Za vizualizaciju viSedimenzionalnih podataka
koriS¢ena je analiza glavnih koordinata (eng. Principal Coordinate Analysis, PCoA). UPGMA
(Unweighted Pair-group Method with Arithmetic Means) hijerarhijsko grupisanje primenjeno je za
interpretaciju distance matrice koriste¢i prosecne veze u Qiime programu. Analiza razlika izmedu
zajednica sprovedena je koriS¢enjem ANOSIM, MRPP i adonis funkcija u programu R (Vegan paket),
dok je AMOVA izraCunata u Mothur koris¢enjem amova funkcije. Znacajnost svih analiza razlika
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izmedu zajednica predstavljena je p-vrednostima <0,05. T-test je koriS¢en za identifikaciju znacajnih
razlika izmedu grupa (p<0,05) na razliCitim taksonomskim nivoima, a vizualizacija je izvedena u
programu R (v2.15.3).

Ispitivanje biokontrolnog potencijala izabranih izolata

Selekcija biokontrolnih sojeva i1 provera medusobne antagonisticke aktivnosti

Na osnovu rezultata prethodnih analiza odabrani su sojevi Bacillus safensis MRh275, B.
pseudomycoides JRh226 1 Stenotrophomonas maltophilia JRh266, koji su u in vitro uslovima pokazali
najizrazeniji biokontrolni potencijal 1 koji su se isticali po svojim PGP karakteristikama. Pored
pojedina¢nih sojeva, formiran je i bakterijski konzorcijum (T2) kombinovanjem sojeva B. safensis
MR275 1 S. maltophilia JRh266. Sojevi MRh275, JRh226 1 JRh266 testirani su u okviru unakrsnog
antagonistickog testa primenom disk difuzionog metoda. Svaki soj je koriS¢en i kao indikator soj 1
kao antagonisticki soj. U polucvrst LA medijum (7 g/L agara) dodat je indikatorski soj u finalnoj
koncentraciji od 1%, nakon Cega je podloga izlivena u Petri Solje sa prerthodno postavljenim
bunari¢ima. Nakon ocvrS¢avanja, bunari¢i su uklonjeni i na njihovo mesto je inokulisano 50 pL
prekono¢ne kulture svakog ispitivanog soja, gajenog u LB medijumu na rotacionom Sejkeru (150
rpm) na 30°C. Petri Solje inkubirane su 24 h na 30°C.

Odredivanje krive rasta

Krive rasta pojedinacnih sojeva odredene su tokom rasta sojeva u LB medijumu pracenjem broja
zivih ¢elija tokom 30 sati na svaka dva sata. Opticka gustina pri 600 nm (ODeoo) prekono¢nih kultura
korelisana je sa brojem kolonja (CFU/ml) (eng. Colony-Forming Unit — CFU) radi izrade
kalibracionih kriva za procenu koncentracije bakterija. Za eksperimente u kokulturi, prekono¢ne
kulture su podesene tako da imaju isti CFU/ml, nakon Cega su sojevi dodati u jednakim razmerama
radi formiranja konzorcijuma. Kokultura je inokulisana u svez LB medijum i inkubirana na 30°C uz
aeraciju (150 rpm). Tokom prvih osam sati uzorci su uzimani u intervalima od po dva sata, a zatim
su uzorci uzeti nakon 24 1 48 €asova. Uzorci su serijski razblazivani 1 zasejavani na LA podlogu radi
odredivanja broja kolonija po mililitru. Pojedina¢ni sojevi u okviru konzorcijuma razlikovani su na
osnovu morfologije kolonija na ¢vrstoj podlozi. Krive rasta za svaki soj u okviru konzorcijuma
konstruisane su na osnovu broja zivih ¢elija.

Formiranje konzorcijuma

Sojevi Bacillus safensis MRh275 1 Stenotrophomonas maltophilia JRh266, odabrani za formiranje
konzorcijuma, gajeni su preko no¢i u LB tecnom medijumu. Izmerena je opticka gustina pri 600 nm
(ODe600), nakon cega su kulture centrifugirane, isprane sterilnom vodom 1 resuspendovane do
standardizovanih koncentracija u zavisnosti od eksperimentalnog pristupa. Bakterijski konzorcijum
pripremljen je meSanjem jednakih zapremina pojedinacnih bakterijskih suspenzija ovih sojeva u
odnosu 1:1 (v/v). Dobijena suspenzija homogenizovana je u sterilnim uslovima i pripremljena
neposredno pre primene.

Utvrdivanje biokontrolnog potencijala izabranih sojeva na biljkama Secerne repe

In planta ispitivanje sprovedeno je u dva pristupa, indirektne 1 direktne biokontrole. Kod indirektne
biokontrole, semena su najpre sterilisana natrijum-hipohloritom ietanolom, na nacin opisan u odeljku
»Ispitivanje uticaja mikroorganizama na klijavost semena®. Sterilisana semena su zatim tretirana
odabranim sojem (Bacillus safensis MRh275, B. pseudomycoides JRh226 ili Stenotrophomonas
maltophilia JRh266) ili konzorcijumom (T2) (koncentracije 10° CFU/mL) u trajanju od 1 h, nakon
¢ega su osusena na sobnoj temperaturi. Seme kontrolne grupe tretirano je sterilnom destilovanom
vodom. Sva semena posejana su u plasticne saksije (10 x 10 x 10 cm) ispunjene prethodno
sterilisanim komercijalnim supstratom (Plagron, LightMix, Holandija), pri ¢emu je u svaku saksiju
dodato tri semena. Saksije su postavljene u boks za uzgajanje i odrzavane pod kontrolisanim uslovima
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(20 = 2°C, fotoperiod 16/8 h), uz redovno zalivanje. Eksperiment je organizovan po potpuno
sluCajnom rasporedu, a polozaj saksija menjan je jednom nedeljno radi smanjenja uticaja
mikroklimatskih varijacija. Nakon formiranja biljaka do stadijuma dCetiri prava lista, izvrSena je
inokulacija patogenom Pseudomonas syringae pv. aptata P21 u koncentraciji od 10* CFU/mL u
nali¢je tri lista kod pet biljaka po grupi, gde su grupe: C i, MRh275 i, JRh226 i, JRh266 11 T2 i.
Kontrolne biljke ostale su neinokulisane (C, MRh275, JRh226, JRh266 1 T2). U okviru direktne
biokontrole, seme je sterilisano i zasejano bez prethodnog tretmana bakterijama. U fazi Cetiri prava
lista biljke su podeljene u Cetiri grupe: neinokulisana kontrola (C), biljke inokulisane patogenom (C
i) finalne koncentracije 10* CFU/mL, biljke inokulisane biokontrolnim sojem (Bacillus safensis
MRh275, B. pseudomycoides JRh226 ili Stenotrophomonas maltophilia JRh266) ili konzorcijumom
(T2) (108 CFU/mL) i biljke istovremeno inokulisane patogenom (10 CFU/mL) i biokontrolnim
sojem (108 CFU/mL) u odnosu 1:4. U svim tretmanima, po 100 pL suspenzije ubrizgano je sterilnom
Spricem na nali¢je tri potpuno razvijena lista u pet razli¢itih biljaka u okviru jedne grupe. Pet dana
nakon inokulacije, listovi su sakupljeni i skenirani kompjuterskim skenerom. Nekroticne lezije su
merene pomocu softvera Imagel (Fiji bundle, 2.9.0). Uzorci listova su zatim homogenizovani u
tecnom azotu i cuvani na —80°C do daljih analiza.

Priprema enzimskih ekstrakata 1 kvantifikacija proteina

Enzimski ekstrakt 1 (EE1) pripremljen je prema metodologiji opisanoj kod Lozo et al. (2022). Za
ekstrakciju je upotrebljeno 200 mg biljnog materijala poreklom iz listova, prethodno samlevenih u
tecnom azotu. Uzorci su resuspendovani u 500 pL 50 mM hladanog kalijum-fosfatnog pufera, pH 7,
sa dodatkom 1 mM EDTA. Tokom ekstrakcije, uzorci su odrzavani na niskoj temperaturi radi
ocuvanja enzimske aktivnosti i povremeno kratko vorteksovani radi homogenizacije. Slede¢i korak
ukljuc¢ivao je centrifugiranje (30 min, 13000 rpm, 4°C). Supernatant je sakupljen i cuvan na —80°C
do dalje analize.

Za pripremu enzimskog ekstrakta 2 (EE2) koris§¢eno je 500 mg biljnog materijala kojem je dodato
750 uL hladnog 50mM Tris-HCI pufera (pH 7,5). Nakon homogenizacije na ledu i centrifugiranja pri
18000 rpm tokom 20 minuta na 4°C, supernatant je prebacen u nove mikrotube i ¢uvan na —80°C do
dalje upotrebe.

Ukupna koncentracija proteina odredena je pomocu Bradfordove metode (Bradford, 1976).
Reakciona smeSa sadrzala je 750 pL Bradfordovog reagensa (Sigma-Aldrich, SAD) i 25 uL
enzimskog ekstrakta 1. Posle inkubacije 5 minuta na sobnoj temperaturi, merena je apsorbanca na
595 nm. Koncentracija proteina izracunata je koriS¢enjem jednacine standardne krive.

Kvantifikacija vodonik peroksida u listovima Secerne repe

Sadrzaj vodonik peroksida u uzorcima odredivan je spektrofotometrijski prema proceduri Junglee et
al. (2014). Metoda se zasniva na reakciji H202 sa kalijjum-jodidom u kiseloj sredini, pri ¢emu dolazi
do oksidacije jodidnih jona i formiranja trijodidnog kompleksa. Nastali kompleks izaziva pojavu Zute
obojenosti rastvora, Cije je intenzitet proporcionalan koncentraciji H202 u uzorku. Za analizu je
koris¢eno 150 mg listova, prethodno homogenizovanih u te¢nom azotu. Uzorcima je dodat 1 mL
ekstrakcionog pufera, sastavljen od 0,25 mL 10 mM kalijum-fosfatnog pufera (pH 5,8), 0,25 mL 0,1%
trihlorsiréetne kiseline (eng. TriChloroacetic Acid TCA) i 0,5 mL 1 M KI. Homogenizacija je
sprovedena na ledu tokom 10 min uz zastitu od svetlosti radi sprecavanja razgradnje H202. Nakon
homogenizacije izvrSeno je centrifugiranje 13000 rpm tokom 10 min na temperaturi od 4°C.
Supernatant je izdvojen, dodatno procis¢en ponovnim centrifugiranjem i potom inkubiran u mraku
20 min. Apsorbanca je merena na 350 nm, a koncentracija H2O3 izraunata je primenom Lambert-
Berovog zakona:

A =exIxC
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gde je A — izmerena apsorbanca, € — molarni ekstikcioni koeficijent (0,28 uM™ cm™), I — duSina
optickog puta, C — koncentracija vodonik-peroksida. Dobijene vrednosti izrazene su kao nmol H20:
po gramu sveze mase biljnog tkiva.

Odredivanje aktivnosti ukupne peroksidaze i1 superoksid dismutaze

Aktivnost ukupne peroksidaze (eng. peroxidase - POD) odredena je spektrofotometrijski pracenjem
oksidacije gvajakola u prisustvu H202, pri ¢emu dolazi do formiranja obojenog produkta. Metoda je
sprovedena prema protokolu Poodeetip et al. (2012) uz odredene modifikacije. Reakciona smeSa
pripremljena je direktno u kivetama i sadrzala je 300 pL 50 mM Tris-HCI pufera (pH 7,5), 100 uL
0.1% gvajakola, 100 pL enzimskog ekstrakta 2 i 100 pL 1% H20:2. Reakcija je zapocinjala nakon
dodavanja H202, a promena apsorbance prac¢ena je na 470 nm odmah po dodavanju H2021 nakon 3
min inkubacije. Aktivnost POD izrazena je kao promena apsorbance po minutu po gramu biljnog
tkiva (AA/min/g biljnog tkiva), pri Cemu je:

AA = A - A,

3min
gde je A3smin - apsorbanca nakon 3 min, Ao - pocetna apsorbanca neposredno nakon dodavanja H20o.

Aktivnost superoksid dismutaze (eng. SuperOxide Dismutase - SOD) odredivana je metodom
zasnovanom  na  inhibiciji fotohemijske ~ redukcije  nitroplavogtetrazolijuma (eng.
NitroBlueTetrazolium - NBT) prema Beauchamp & Fridovich (1971). U prisustvu riboflavina,
metionina 1 kiseonika dolazi do stvaranja superoksidnih radikala koji redukuju NBT do plavo
obojenog formazana. Prisustvo SOD smanjuje koncentraciju superoksidnih radikala, ¢ime se inhibira
formiranje formazana i smanjuje intenzitet plave boje rastvora. Reakciona smesa sadrzala je 1305 pL
50 mM kalijum-fosfatnog pufera (pH 7,8), 150 uL 130 mM metionina, 10 uL 11.25 mM NBT, 25 uL
enzimskog ekstrakta 1 i 10 pL 30 mM riboflavina. Nakon dodavanja riboflavina, uzorci su
promuckani i inkubirani 8 min uz izlaganje svetlosti radi generisanja superoksidnih radikala, dok se
blank uzorak drzan u mraku. Po zavrSetku inkubacije, apsorbanca je merena na 560 nm. Procenat
inhibicije redukcije NBT izraCunat je prema slede¢oj formuli:

inhibicija redukcije NBT —a (%) = ~kenrola—Tuest y 100%

kontrola
gde je Akontrola - apsorbanca kontrolnog uzorka, Atest - apsorbanca ispitivanog uzorka. Jedna jedinica
aktivnosti SOD (1U) definisana je kao koli¢ina enzima koji izaziva 50% inhibicije redukcije NBT.
Aktivnost enzima izraCunata je prema jednacini:

aktivnost SOD (U) = 50% inhibicije redukcije NBT. Dobijene vrednosti izrazene su kao U/mg
proteina.

Analiza aktivnosti fenilalanin amonijum-lijaze

Aktivnost fenilalanin amonijum-lijaze (eng. Phenylalanine Ammonia-Lyase - PAL) odredena je
spektrofotometrijski  pracenjem formiranja transcinami¢ne kiseline nastale deaminacijom L-
fenilalanina. Metoda je sprovedena prema modifikovanom postupku opisanom kod Kleinhofs et al.
(1966). Reakciona smesa sadrzala je 500 uL 50 mM Tris—HCI pufera (pH 8,8), 100 pL enzimskog
ekstrakta 2 1 600 uL. ImM L-fenilalanina. Nakon pripreme, uzorci su inkubirani 60 min na 40°C. Po
zavrSetku inkubacije, reakcija je zaustavljena dodatkom 1 mL 2N HCL Koli¢ina nastale
transcinami¢ne kiseline odredena je merenjem apsorbance na 290 nm. Aktivnost PAL enzima izraZzena
je kao pg nastale transcinami¢ne kiseline po gramu sveze mase biljnog tkiva.

Izolacija ukupne RNK iz biljnog materijala, tretman DNazom i reverzna transkripcija

Sakupljeni listovi Secerne repe prethodno su homogenizovani u te¢nom azotu upotrebom avana i
tucka. Za ekstrakciju ukupne RNK upotrebljeno je 70 mg ovako usitnjenog biljnog tkiva, a ekstrakcija
je sprovedena koriS¢enjem komercijalno dostupnog kita RNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN, Hilden,
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Nemacka) prema uputstvu proizvodada. Cistoéa i koncentraciia RNK odredeni su pomocu
NanoPhotometer spektrofotometra (IMPLEN, Minhen, Nemacka), dok je integritet uzoraka dodatno
proveren koris¢enjem horizontalne elektroforeze na 1% agaroznom gelu. Izolovani RNK uzorci
¢uvani su na —80°C do daljih analiza. Izolovana RNK je podvrgnuta tretmanu DNazom (DNase I,
RNase-free Kit, Thermo Scientific,Vilnus, Litvanija), radi uklanjanja eventualnih tragova genomske
DNK pre sinteze komplementarne DNK (cDNK). Reverzna transkripcija izvrSena je koriS¢enjem
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific,Vilnus, Litvanija), prema protokolu
proizvodaca. Kvalitet sintetisane cDNK dodatno je proveren horizontalnom elektroforezom na 1%
agaroznom gelu pre izvodenja daljih analiza ekspresije gena.

Kvantitativna reakcija lan¢anog umnoZavanja u realnom vremenu - qPCR

Relativni nivoi ekspresije gena NPRI (NONEXPRESSOR OF PATHOGENESIS-RELATED GENES
1), MYC2 (MYELOCYTOMATOSIS 2), LOX (LIPOXYGENASE) i NCED (NINE-CIS-
EPOXYCAROTENOID DIOXYGENASE) odredeni su metodom kvantitativnog PCR-a u realnom
vremenu (qPCR) primenom genski specificnih prajmera (Tabela 1). Reakcije su izvodene
koris¢enjem SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, SAD) na
uredaju StepOnePlus™ Real-Time PCR System sa 96 bunari¢a (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, SAD). Ukupna zapremina reakcione smeSe iznosila je 10 pL i sadrzala je 5 pL SYBR
Green Master Mix-a, forward 1 reverse prajmere u finalnoj koncentraciji od 400 nM, 2 pl cDNK
uzorka normalizovane koncentracije (svi uzorci dovedeni na jednaku koncentraciju), kao i
odgovarajucu koli¢inu vode do finalne zapremine. Kao negativne kontrole koris¢ene su reakcije bez
matrice, radi provere mogucée kontaminacije reagenasa, kao i RT negativne (RT—) kontrole, dobijene
tokom sinteze cDNK, koje su sluZile za proveru prisustva ostataka genomske DNK. Specifi¢nost
umnozavanja dodatno je obezbedena dizajnom prajmera koji obuhvataju egzon-egzon granice, ¢ime
je smanjena mogucnost amplifikacije genomske DNK.

RT-gPCR reakcije izvodene su primenom sledeé¢eg programa: pocetna inkubacija na 50°C u trajanju
od 2 min, inicijalna denaturacija na 95°C tokom 10 min, nakon ¢ega je sledilo 40 ciklusa denaturacije
na 95°C u trajanju od 15 s i zajedni€kog koraka vezivanja prajmera i sinteze na 60°C u trajanju od 1
min. Relativni nivo ekspresije ciljanih gena odreden je primenom AACt vrednosti, uz normalizaciju
u odnosu na referentni gen 255 rRNK. Promene u ekspresiji gena izraCunate su u odnosu na
netretiranu 1 neinficiranu kontrolna grupa.

StatistiCka obrada i analiza podataka

Svi eksperimenti su sprovedeni u tri bioloSka ponavljanja. Za graficku vizualizaciju odabranih
rezulatat metabarkodiranja koris¢en je paket ggplot2 u okruzenju RStudio (verzija 2026.06.0+242),
okviru programskog jezika R (verzija 4.6.1). Ostatak statisticke analize podataka izvrSeno je
koriS¢enjem softvera GraphPad Prism verzija 9.0.0 za Windows (GraphPad Software, San Diego,
CA,SAD). Za analizu podataka primenjena je jednofaktorijalna analiza varijanse (one-way ANOVA),
nakon Cega su, u zavisnosti od poredenja, koris¢eni odgovarajuci post hoc testovi. Poredenja izmedu
tretiranih uzoraka i kontrolne grupe izvrSena su primenom Dunnett-ovog testa viSestrukih poredenja,
dok su poredenja izmedu pojedinacnih tretmana koji ¢ine konzorcijuma i samog konzorcijuma
analizirana Sidak-ovim testom viSestrukih poredenja. Za analizu podataka dobijenih RT-qPCR
metodom kori$¢en je Tukey-ev post hoc test. Za sve statisticke analize nivo statisticke znacajnosti
postavljen je na p < 0,05.
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REZULTATI

Izolacija 1 karakterizacija bakterija mikrobioma Seferne repe sa
potencijalom za stimulaciju biljnog rastenja

Uzorci rizosfere 1 filosfere Se¢erne repe prikupljeni su nakon tri, pet i osam meseci vegetacije,
odnosno u maju, julu i oktobru i koriS¢eni su za izolaciju bakterija na razliitim hranljivim
podlogama. Primenjene podloge razlikovale su se po sastavu, izvoru ugljenika, mineralnih soli 1
agenasa za o¢vrS¢avanje, a pojedine su bile obogacene i ekstraktom lista, korena ili zemljiSta da bi
izolovane bakterijske vrste bile $to raznovrsnije. Kolonije koje su se morfoloski razlikovale dalje su
okarakterisane primenom biohemijskim testovima, koji su obuhvatali ispitivanje produkcije
egzoenzima. Ovi testovi su sprovedeni na ukupno 635 izolata, a rezultati su prikazani u Prilogu 1.

Na osnovu navedenih testova, izolati su preliminarno okarakterisani, nakon ¢ega je 531 izolat odabran
za dalje analize. Od ukupnog broja odabranih izolata, 403 izolata poticala su iz rizosfere, dok je 128
izolata izolovano iz filosfere Se¢erne repe (Slika 5).
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Slika 5. Broj bakterijskih izolata na kori$¢enim podlogama iz rizosfere i filosfere Sec¢erne repe uzorkovane tokom jedne
vegetacijske sezone.

Najvedi broj izolata iz rizosfere dobijen je na podlozi REa (eng. Root Extract agar), obogacenoj
ekstraktom korena Secerne repe, gde je izolovano 60 izolata. Najmanji broj izolata (15) registrovan
je na podlozi WY (eng. Water Yeast), koja je sadrzala ekstrakt kvasca kao izvor ugljenika. Kada je
re¢ o filosferi, najveci broj izolata (50) dobijen je na komercijalnoj NA (eng. Nutrient Agar) podlozi,
dok je najmanji broj izolata (20) zabelezen na podlozi LEph (eng. Leaf Extract phytagel), koja je
sadrzala ekstrakt lista i fitagel. Svi izolati testirani su na prisustvo deset osobina znacajnih za

32



stimulaciju biljnog rastenja 1 bioloSku kontrolu patogena. Ispitivane su osobine koju su obuhvatale
sposobnost stimulacije klijavosti, produkciju egzopolisaharida, siderofora, cijanovodonika (HCN),
solubilizaciju fosfata, kao i antagonisticku aktivnost prema patogenima Secerne repe, ukljucujuéi tri
soja bakterije Pseudomonas syringae pv. aptata P16, P21 1 CFBR2437, kao 1 gljiva Fusarium
oxysporum 1 Rhizoctonia solani.

Za svaki izolat odreden je broj istovremeno prisutnih osobina znacajnih za stimulaciju biljnog
rastenja, nakon ¢ega su izolati grupisani prema broju detektovanih osobina. Takode, analizirana je
ucestalost izolata sa odredenim brojem udruZenih osobina na razli¢itim podlogama (Slika 6), kako bi
se utvrdile najpogodnije podloge za izolaciju bakterija sa osobina znafajnim za stimulaciju biljnog
rastenja iz mikrobioma Secerne repe.
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Slika 6. UCestalost izolata sa odredenim brojem istovremeno prisutnih osobina koje promovisu rastenje biljakau odnosu
na ukupan broj izolata dobijenih sa razli¢itih podloga. Brojevi od 0 do 8 predstavljaju broj istovremeno prisutnih
osobina koje promovisu rastenje biljaka.

Najveci broj istovremeno prisutnih osobina iznosio je osam, a takvi izolati zabelezeni su iskljucivo u
rizosferi. Najveca ucestalost ovih izolata utvrdena je na podlozi 0,01 TSA (eng. 0,01 Tryptic Soya
Agar), dok su se, sa nizom ucestalos$¢u, javljali i na podlogama SEph (eng. Soil Extract phytagel —
podloga koja je sadrzala ekstrakt zemljiSta 1 fitagel kao sredstvo ocvrS¢avanja) 1 MSEM (eng.
Methanol Soil Extract Medium — podloga koja je sadrzala metanolni ekstrakt zemljista). Nasuprot
tome, najveci broj izolata koji nisu posedovali nijednu od ispitivanih osobina izolovan je sa podloge
SEa (eng. Soil Extract agar - podloga sa ekstrakt zemljiSta 1 agarom). U filosferi je maksimalan broj
istovremeno prisutnih osobina iznosio sedam. Izolati sa ovim brojem osobina najcesce su izolovani
sa podloge LEa (eng. Leaf Extract agar) obogacene ekstraktom lista Se¢erne repe, dok su prisutni bili
ina podlogama LEphi NA. S druge strane, najveci broj izolata bez ispitivanih osobina dobijen je na
PS podlozi, koja se sastojao od tri odvojena rastvora spojena nakon autoklaviranja. Ova podloga se
ujedno izdvojila kao jedina podloga na kojoj nisu detektovani izolati sa sedam osobina znacajnih za
stimulaciju biljnog rastenja. Analiza prema periodu uzorkovanja pokazala je da je najveca ucestalost
izolata sa ve¢im brojem istovremeno prisutnih osobina znacajnih za stimulaciju biljnog rastenja
registrovana u julu, kako u rizosferi tako i u filosferi. S druge strane, najveca ucestalost izolata bez
detektovanih osobina zabeleZena je u maju, i to u oba tipa uzorka (Slika 7).
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Slika 7. Ucestalost izolata sa odredenim brojem istovremeno prisutnih osobina koje promovisu rastenje biljakau odnosu
na mesec uzorkovanja. Brojevi od 0 do 8 predstavljaju broj istovremeno prisutnih osobina koje promovisu rastenje
biljaka.

Analiza sezonske promene rizobioma 1 filobioma Seerne repe primenom
metabarkodiranja /65 ¥rRNK gena

Uzorci rizosfere 1 filosfere Secerne repe, prethodno analizirani metodom kultivacije, koriS¢eni su i za
metabarkodiranje. Mikrobijalne zajednice analizirane sumetodom metabarkodiranja /6SrRNK gena.
Podaci su uneti u GenBank bazu podataka (NCBI) pod BioProject Accession brojem PRINA939425.
Relativna zastupljenost detektovanih taksona odredena je na nivou razdela, rodova i vrsta. Na nivou
razdela, na Slici 8 prikazano je deset najzastupljenijih razdela u analiziranim uzorcima rizosfere i
filosfere Secerne repe. U oba analizirana uzorka dominirali su pripadnici razdela Actinobacteriota i
Proteobacteria. Pored njih, razdeli Chloroflexi, Acidobacteriota i Firmicutes bili su zastupljeni sa vise
od 2% 1 u rizosferi i u filosferi. Razdeo Myxococcota detektovan je u oba tipa uzoraka, ali njegova
relativna zastupljenost nije prelazila 1,5%. Medu deset najzastupljenijih razdela u uzorcima rizosfere
detektovani su 1 Verrucomicrobiota 1 Bacteroidota, dok ova dva razdela nisu bila medu deset

dominantnih u uzorcima filosfere.
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Slika 8. Relativna zastupljenost razdela u mikrobiomu Secerne repe, odredena metabarkodiranjem gena /6S rRNK u

rizosferi (A) 1 filosferi (B). Prikazano je deset najzastupljenijih razdela za svaki uzorak.

Analiza relativne zastupljenosti rodova pokazala je razlike u sastavu mikrobnih zajednica izmedu
rizosfere 1 filosfere Secerne repe. Na Slici 9 prikazano je deset najzastupljenijih rodova detektovanih

u analiziranim uzorcima.
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Slika 9. Relativna zastupljenost rodova u mikrobiomu Secerne repe, odredena metabarkodiranjem gena /6S rRNK u
rizosferi (A) 1 filosferi (B). Prikazano je deset najzastupljenijih rodova za svaki uzorak.

U rizosferi je medu artheama dominirao rod Nitrososphaera iz razdela Crenarchaeota, dok je medu
bakterijama najzastupljeniji rod bio Bacillus iz razdela Firmicutes. Rod Bacillus detektovan je i u
uzorcima filosfere, ali sa manjom relativnom zastupljenoS¢u. Pored toga, rod Streptomyces bio je
prisutan u oba tipa uzoraka. U filosferi je najvecu relativnu zastupljenost imao rod Komagataeibacter,
pri cemu je njegova zastupljenost znacajno opala tokom jula. Medu dominantnim rodovima u filosferi
izdvajali su se 1 Acidothermus 1 Acetobacter, koji nisu detektovani u uzorcima rizosfere, kao ni
Komagataeibacter. Takode, sastav mikrobne zajednice filosfere bio je ujednaceniji tokom maja i
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oktobra, dok je julski uzorak pokazivao manju raznovrsnost rodova i nizu zastupljenost vecine
prisutnih taksona.

Na nivou vrsta analizirane su one vrste ¢ija je relativna zastupljenost u najmanje jednom mesecu
iznosila vise od 0,25% (Slika 10). U uzorcima rizosfere i filosfere identifikovano je po 11 vrsta koje
su ispunjavale ovaj kriterijum. Najdominantnije vrste u rizosferi tokom svih perioda uzorkovanja bile
su Bacillus niacini i Bacillus simplex. Pojedine vrste, uklju¢ujuc¢i Lactobacillus salivarius, Roseburia
intestinalis Streptococcus salivarius 1 Bacteroides vulgatus detektovane su isklju¢ivo u oktobru. U
filosferi je vrsta Komagataeibacter saccharivorans bila najzastupljenija u maju i oktobru, dok je
njena ucestalost u julu bila znatno niza. Vrsta Bradyrhizobium elkanii pokazala je visoku zastupljenost
tokom sva tri perioda uzorkovanja. Vrste Lactobacillus johnsonii 1 Lactobacillus murinus bile su
posebno zastupljene u julu, dok nisu detektovane u maju 1 oktobru. Vrste Agromyces ramosus,
Arthrobacter crystallopoietes, Bacillus niacini, Bacillus simplex 1 Bradyrhizobium elkanii
identifikovane su iu rizosferi i u filosferi Secerne repe.

U svim periodima uzorkovanja broj detektovanih vrsta bio je manji u filosferi u odnosu na rizosferu.
Takode, u oba analizirana staniSta zabelezen je trend smanjenja broja vrsta od maja ka oktobru. Ipak,
analiza alfa diverziteta nije ukazala na statisticki znacajne razlike medu uzorcima ni prema jednom
od kori$¢enih indeksa (Prilog 2).

lako izmedu razli¢itih perioda uzorkovanja nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u zastupljenosti
OTU jedinica unutar istog staniSta, znacajne razlike izmedu rizosfere i filosfere bile su prisutne u
svakom mesecu uzorkovanja. Tokom maja u rizosferi je zabelezena veca zastupljenost razdela
Firmicutes, Crenarchaeota i Bacteroidota u odnosu na filosferu (Prilog 3A). U julu (Prilog 3B)
najuocljivija razlika izmedu analiziranih staniSta zabeleZena je za razdeo Crenarchaeota, koji je bio
znatno zastupljeniji u rizosferi. Tokom oktobra, razdeo Nitrospirota takode je pokazao vecu
zastupljenost u rizosferi nego u filosferi (Prilog 3C).

Analiza zastupljenosti pojedinacnih rodova pokazala je znaCajne razlike izmedu rizosfere i filosfere
u svim periodima uzorkovanja (Prilog 4). Rodovi Nitrososphaera 1 Bacillus bili su prisutni u oba
stani$ta, pri cemu su tokom celog vegetacionog perioda bili zastupljeniji u rizosferi. Nasuprot tome,
rod Pseudomonas bio je dominantniji u filosferi, ali isklju¢ivo u oktobru. Ostale statisticki znacajne
razlike uglavnom su se odnosile na rodove sa ve¢om relativnom zastupljenoséu u rizosferi.
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Slika 10. Relativna zastupljenost vrsta u mikrobiomu Secerne repe, odredena metabarkodiranjem gena /6S *rRNK u
rizosferi (A) i filosferi (B). Za nivo vrste prikazane su OTU sa zastupljenos¢u ve¢om od 0,25%.

Radi procene razlika u sastavu mikrobnih zajednica izmedu uzoraka sprovedena je analiza beta
diverziteta koriS¢enjem weighted i unweighted UniFrac distanci. Toplotne mape dobijenih distanci
ukazale su na jasne razlike u sastavu mikrobijalnih zajednica izmedu rizosfere 1 filosfere Secerne repe
(Slika 1TA). Poredenje uzoraka rizosfere i filosfere prikupljenih u istom periodu vegetacije pokazalo
je da su najveée weighted i unweighted UniFrac distance registrovane u maju, dok su najmanje
vrednosti zabelezene u julu, Sto ukazuje na najveci stepen slicnosti bakterijskih zajednica ova dva
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staniSta tokom sredine vegetacionog perioda. U oktobru je ponovo uoceno povecanje UniFrac distanci
izmedu rizosfere 1 filosfere.

Analiza beta diverziteta ukazala je na sezonske promene bakterijskih zajednica unutar ispitivanih
staniSta. U rizosferi su najve¢e weighted UniFrac udaljenosti zabeleZene izmedu uzoraka iz maja i
uzoraka iz jula 1 oktobra, dok je najmanja udaljenost utvrdena izmedu uzoraka iz jula 1 oktobra, Sto
ukazuje na vecu sli¢nost ovih zajednica. Time je pokazano da se bakterijska zajednica rizosfere u
maju jasno razlikovala od zajednica u kasnijim fazama vegetacije, dok su zajednice iz jula i oktobra
bile medusobno sli¢nije. Nasuprot tome, uzorci filosfere pokazali su manje UniFrac distance izmedu
svih perioda uzorkovanja, pri ¢emu je najmanja udaljenost registrovana izmedu uzoraka iz maja i
oktobra, §to ukazuje na relativno stabilan sastav bakterijskih zajednica filosfere tokom vegetacije.

Jasno razdvajanje uzoraka rizosfere i filosfere potvrdena je i PCA analizom zasnovanom na weighted
UniFrac distancama (Slika 11B). Uzorci filosfere grupisali su se blize na PCA dijagramu, ukazujuéi
na vecu stabilnost bakterijskih zajednica tokom vegetacije, dok su uzorci rizosfere pokazali vecu
disperziju, posebno uzorak iz maja, Sto potvrduje izraZeniju sezonsku varijabilnost rizosfernog
mikrobioma u poredenju sa filosferom.

‘.—_:tﬁ}f

.5 1
Beta diverzitet

Slika 11. Analiza beta diverziteta mikrobioma Secerne repe. Toplotna mapa (heatmap) (A) prikazuje weighted UniFrac i
unweighted UniFrac distance. Polja predstavljaju koeficijent parne razli¢itosti izmedu uzoraka (weighted UniFrac
distance prikazane su u gornjem delu matrice, dok su unweighted UniFrac distance prikazane u obmutom rasporedu).
PCA dijagram (B) zasnovan na weighted UniFrac distancama. Na PCA dijagramu x -osa predstavlja prvu glavnu
komponentu,a y-osa drugu glavnu komponentu, dok procenti oznacavaju doprinos svake glavne komponente ukupnim
razlikama izmedu uzoraka. Oznake uzoraka: filosfera (P), rizosfera (R); uzorci prikupljeni u maju (M), julu (J) i oktobmu
(O) (Preuzeto iz Krsti¢ Tomi¢ et al. (2023)).

Poredenje kultivaciono-zavisnog 1 kultivaciono-nezavisnog pristupa u
detekciji bakterija sa PGP osobinama

S obzirom na to da su sve ispitivane podloge omogudile izolaciju bakterija sa najmanje Cetiri PGP
osobine, dalja analiza bila je usmerena na ukupno 98 takvih izolata, koji su grupisani prema periodu
uzorkovanja. U uzorcima prikupljenim tokom maja (Slika 12), soj Acinetobacter calcoaceticus MRh
107 pokazao je najveéi broj udruzenih PGP osobina, odnosno osam od ukupno deset ispitivanih
osobina. Ovaj soj, izolovan iz rizosfere na podlozi 0,01 TSA, pokazao je antagonisticku aktivnost
prema svim testiranim patogenima Secerne repe, sposobnost stimulacije klijanja semena,
solubilizacije fosfata i produkcije siderofora.
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Slika 12. Izolati sa Cetiri ili vi$e istovremeno prisutnih PGP osobina, izolovani u maju. Oznake izolata M (maj)
oznacavaju mesec uzorkovanja, dok R predstavlja izolate iz rizosfere, a L izolate iz filosfere. Razli¢ite podloge na

kojima su izolati dobijeni oznacene su razli¢itim simbolima.

Najvec¢i broj izolata sa izrazenim PGP potencijalom detektovan je u julu (Slika 13), kada je
identifikovano 49 izolata sa Cetiri ili viSe osobina, ukljucujuéi tri izolata sa osam istovremeno
prisutnih PGP osobina. Ovi sojevi identifikovani su kao Bacillus safensis JRh276, izolovan na SEph
podlozi, kao i1 dva soja JRh 243 1 JRh264 vrste Enterobacter ludwigii dobijena na podlogama 0,01
TSA 1 SEa. Svi navedeni sojevi ispoljili su antagonisticku aktivnost prema testiranim patogenima
SeCerne repe, stimulisali klijanje semena 1 produkovali siderofore. U ovom periodu najcesce
detektovana vrsta sa Cetiri ili viSe PGP osobina bila je Stenotrophomonas maltophilia (JL30, JLS,
JRh233, JRh235, JL41, JRh239, JRh266, JL47, JL56, JL67, JL71, JL 9, JRh205.2, JRh240, JL15,
JL37 1JL55) izolovana sa razli€itih podloga 11z rizosfere 11z filosfere.
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Slika 13. Izolati sa Cetiri ili vi§e istovremeno prisutnih PGP osobina, izolovani u julu. Oznake izolata J (jul) oznacavaju
mesec uzorkovanja,dok R predstavlja izolate iz rizosfere, a L izolate iz filosfere. Razli¢ite podloge na kojima su izolati

dobijeni oznacene su razli¢itim simbolima.

U oktobarskim uzorcima (Slika 14) identifikovana su dva soja sa osam udruzenih PGP osobina, a to
su Pantoea ananatis ORh24 1 Bacillus pumilus Orh92, izolovani sa MSEM, odnosno SEph podloge.
Velika vec¢ina ostalih sojeva sa izrazenim PGP osobinama identifikovana je kao Bacillus pumilus
(ORh92, ORh16,0Rh247, ORh25.1, OR265, ORh93 i ORh100). Ovi sojevi uglavnom su dobijeni iz
rizosfere Se¢erne repe na REa podlozi. Od svih izolata izdvojenih u oktobru, samo je jedan soj iz
filosfere posedovao vise od Cetiri PGP karakteristike. Re¢ je o soju Pseudomonas marginalis OL129,
izolovanom na LEa podlozi, koji je ispoljio antagonisticku aktivnost prema sva tri soja Pseudomonas

syringae pv. aptata, kao i sposobnost produkcije egzopolisaharida i siderofora.
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Slika 14. Izolati sa Cetiri ili viSe istovremeno prisutnih PGP osobina, izolovani u oktobru. Oznake izolata O (oktobar)
oznacavaju mesec uzorkovanja, dok R predstavlja izolate iz rizosfere, a L izolate iz filosfere. Razli¢ite podloge na
kojima su izolati dobijeni oznacene su razli¢itim simbolima.

Radi poredenja kultivaciono-zavisnog 1 kultivaciono-nezavisnog pristupa u detekciji bakterija sa PGP
potencijalom, u nastavku su pracene vrste koje su posedovale pet ili viSe PGP osobina 1 uporedene sa
rezultatima metabarkoding analize. Jedina vrsta iz ove grupe koja je detektovana i metodom
kultivacije 1 metabarkodiranja bila je Bacillus thuringiensis. Ovaj soj izolovan je iz rizosfere u maju
na PS podlozi, dok je analizom metabarkodiranja detektovan iu rizosferi i u filosferi, sa relativnom
zastupljenos¢u od 0,07%. Sve ostale PGP vrste izolovane na razli¢itim podlogama nisu detektovane
medu 179 vrsta identifikovanih kultivaciono-nezavisnom analizom. Zbog toga je izvrSena detaljnija
analiza na nivou rodova, pri ¢emu su uporedeni period uzorkovanja, podloga sa koje su izolovani
predstavnici odredenog roda i njihova relativna ucestalost odredena metabarkodiranjem.

U rizosferi (Slika 15) je najveci broj rodova sa istovremeno prisutnih vise od pet PGP karakteristika
izolovan sa SEa podloge isklju¢ivo jula meseca, a medu njima su identifikovani rodovi
Achromobacter, Bacillus, Enterobacter, Peribacillus 1 Stenotrophomonas. Od navedenih rodova,
jedino je rod Bacillus imao visoku relativhu zastupljenost u metabarkoding analizi. Rodovi
Achromobacter i Stenotrophomonas bili su detektovani u veoma niskoj zastupljenosti, dok rodovi
Enterobacter 1 Peribacillus nisu registrovani medu ukupno 512 rodova identifikovanih
metabarkodiranjem. Pored toga, i1 rodovi Brucella (izolovan na PS i1 NA podlogama),
Paenarthrobacter (izolovan na REph podlozi) 1 Peribacillus (izolovan na SEa podlozi) detektovani
su iskljuc¢ivo kultivaciono-zavisnim pristupom. Nasuprot tome, rod Bacillus je predstavljao PGP rod
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koji je metabarkoding analizom pokazao relativno visoku zastupljenost (>4%), dok je istovremeno

izolovan sa viSe razli¢itih podloga (0,1 TSA, PS, ISEM2, REa, MSEM, SEa i SEph).
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Slika 15. Poredenje relativne ucestalosti rodova detektovanih metabarkodiranjem i diverziteta rodova izolovanih na
razli¢itim podlogama iz uzorka rizosfere. Prikazani su samo oni rodovi koji ukljucuju izolate sa pet ili vise PGP
osobina. Slika se sastoji od tri panela, koji odgovaraju periodima uzorkovanja (maj, jul i oktobar). Toplotna mapa
prikazuje relativnu ucestalost svakog roda odredenu metabarkodiranjem gena /6S rRNK, dok simboli oznacavaju da li
je odredenirod izolovan na konkretnoj podlozi u odgovaraju¢em periodu uzorkovanja. Posebno su naglaseni rodovi koji

nisu detektovani metabarkodiranjem, iako su uspesno izolovani kultivacionim metodama.

U filosferi (Slika 16), rod Brucella bio je jedini rod izolovan kultivacionom metodom, a nije
detektovan analizom metabarkodiranja, pri ¢emu je izolovan na LEa podlozi u julu mesecu. Svi ostali
rodovi sa predstavnicima koji poseduju PGP osobine identifikovani su primenom oba pristupa. Rod
Pseudomonas, izolovan maja na LEa podlozi, obuhvatao je viSe vrsta sa PGP osobinama i
istovremeno pokazao relativno visoku zastupljenost u metabarkoding analizi (>2%). Sa druge strane,
rod Stenotrophomonas, iz kojeg je izolovan najveci broj vrsta sa PGP karakteristikama iz filosfere na
svim ispitivanim podlogama, analizom metabarkodiranja detektovan je u veoma niskoj zastupljenosti

(<0,5%).
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Slika 16. Poredenje relativne ucestalosti rodova detektovanih metabarkodiranjem i diverziteta rodova izolovanih na
razli¢itim podlogama iz uzorka filosfere. Prikazani su samo oni rodovi koji ukljucujuizolate sa pet ili vise PGP osobina.
Slika se sastoji od tri panela, koji odgovaraju periodima uzorkovanja (maj, jul i oktobar). Toplotna mapa prikazuje
relativnu ucestalost svakog roda odredenu metabarkodiranjem gena /6S rRNK, dok simboli oznacavajuda li je odredeni
rod izolovan na konkretnoj podlozi u odgovaraju¢em periodu uzorkovanja. Posebno su naglaseni rodovi koji nisu
detektovani metabarkodiranjem, iako su uspesno izolovani kultivacionim metodama.

Odabir bakterijskih sojeva 1 formiranje konzorcijuma sa biokontrolnim
potencijalom

Dobijeni rezultati prikazani u prethodnim poglavljima ukazali su na prisustvo bakterijskih sojeva sa
potencijalno korisnim osobinama za zastitu biljaka Sto je predstavljalo osnovu za dalja istrazivanja
moguénosti njihove primene. U skladu sa tim, naredna faza istraZivanja bila je usmerena na procenu
biokontrolne efikasnosti odabranih sojeva protiv patogena Pseudomonas syringae pv. aptata P21.
Kod ukupno 98 izolata ispitana je sposobnost produkcije indol-3-sir¢etne kiseline (IAA), sposobnost
fiksacije azota, aktivnost ACC deaminaze, pokretljivost i formiranje biofilma (Tabela 2). Pored
navedenih osobina, u obzir su uzeti i prethodno dobijeni rezultati antagonistiCkog delovanja prema
patogenu Pseudomonas syringae pv. aptata. Na osnovu kombinacije ovih kriterijuma izdvojeni su
sojevi Bacillus safensis MRh275, Bacillus pseudomycoides JRh226 1 Stenotrophomonas maltophilia
JRh266 kao najperspektivniji kandidati za dalja istrazivanja biokontrolnog potencijala.
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Tabela 2. Pregled PGP osobina sojeva poreklom iz rizosfere i filosfere Se¢erne repe.

Rizosfera
ACC . _— - . Fiksacija
lzolat WVrsta Podloga LAA . Biofilm  Plivanje  Rojenje  Trzanje )
deaminaza azota
MRh 100 Arthrobacier 101 TSA - . + . . . .
Funmbrsae
MRh 107 Acinetobacter o) pgy + + - . ) ] ]
caleoaeeticus
JRh235  Stenomrophomonas o ) o, . + . ++ . +
nvidtophilia
JRK 243 Enterobacter 4 ) 7g4 " + + - + + )
Tiwawigii
Stenotrophomonas
JRh 233 malsophilia 001 TSA +4 i i - | - -
TR 244.1 Brucella 4 41 pea + + + + 8 - -
pEeudogr g onensis
IRk Brucella
244.1.2 pretdogrignonensis O.01TSA o B ! . I B !
JRh 245 Bacillus safensis 01 TSA + + + e ++ - -
Stenotroplomonas .
JRh 230 maltophitia L0 TSA + - . += - + -
JRN 236 Elizaberikingia o o) 1ga ; . b . ) . .
miricala
JRh 240 S:mn:rpfmrn.mas 001 TSA + 4t et += - - -
il tophilia
Orh 60,2 Dtz maris 0.01 TSA + - + -
MRho3y  Semoirophomonas o qo, ' ' - : . . -
factitubi
FPreudmmonas "
MROIO3 o kshergensis 1 TSA - - . + - - +
JRh 226 Bucillus 0.1 TSA ; ; a - " . '
preudomyeoides
JRh 227 Bacillus safensis 0.1 TSA + + - - - - -
ORh 52 Bacillus safensis 0.1 TSA - - - Fid 4 1 -
ORh 59 Becillus sp. 0.1 TSA + - + + - -
MEh 154 Buacillus sp. s + - + ++ - +
IRI111.2 Achromobacter sp. P5 + - - e B - -
JR113 Raowltella serrigena Ps ++ ++ + - - + -
JR 1181 Pantaoea brenneri Ps - - + - - + -
Brucella .
Ik 16l peetdagrignonensis F3 N ° A N T B
JRh 288 PM“MM.”‘!" PS - - b i i - -
gnnmm!u
OR 231 Mec.ramcafs PS R ) i . s ) )
FURMANETINTE
OR 233 Streplomiyoss sp. Ps + - - +
OR 2348 Nocardioides caeni PH - - - - - - .
ORh 93 Bacillus pumilus rs + + - - - - +
Orch 100 Bacillus pumilus PS ++ - gt - - - -
Orh 247 Beacillus pumilus Prs i i i B - - -
MR 198 Pantaca NA ++ + + + . . =
agelomerans
IR 95 P.wu@ramhafmna.v NA ) ) i i ) ) i
Jdaponensis
TR 108.1 Brucella NA + + ++ + - ) )
preudegriginonensis
OR 190 (.{?anﬂ.v:;wmhwm NA i 4 it - - - b
OR 228 P.\'euf:fmanas NA + n =+ . - - -
bm.'r.ﬂrm‘ewnun
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MRN 57
MRh 275
JRh 193
ORh 10
ORh 14
Orh 16

MRh 232
JR 125

JRh 219
OR 265
OR 2649
OR 266
OR 267
OR 287
ORh 250

JR 100
JR 135

OR 214
OR 223
OR 227
OR 271
MRh 74
JEh 181
Orh 24
Orh 25.1
Orh 25.2
MRh 225
JRh 201
JRh 2052
JRh 208

ORh 44

JEh 264
JRh 265
JRh 266
JRh 267
JEh 268
Orh 72
JRh 276

Psudomonas
protealviica
Bacillus safensiz
Enterohacier
Tuchwigii
Metabacillus
fdriensiy
Bacillus
licheniformis

Bacillus pumifus

Preudomonas
marginalis
Acinetobacier
calvoaceiicns

Achromohacter .
Bacillis pumilus
Brevibacterium sp.
Bacilfus safensis
Bacillus safensis
Paenarthrobacter
nitraguafacolicus
Racillus sp.
Streptamyces sp.
Enterobacter mori
Paenarthrobacter
nitroguagacolicus
Streptomyees sp.
Microbacterium
profundi
Acinetobacrer
radioresistens
Buacillus sp.
Enterobacter
Tuehwigii
Pamtoea ananaris
Bacillus pumifus

Pantoea sp.
Acinetobacier
calcoacedicns
Preudomonas

Juntends
Stenotrophomonas
mltophilio

Enterobucter

huddwigif
Peeudomonas
marginalis

Enterobacter

hudwigii

Achramohacter sp.

Stenotrophomonas
mltophilio
Perthacillus

rigoritolerans
Bacillus safensis
Pseundomonas
marginalis
Becillus safensis

ISEMI1
ISEM2
ISEM2
ISEM2
ISEM2
ISEM2
REa
REa
REa
REa
REa
REa
REa
REa
REa
REph
REph
REph
REph
REph
REph
MEEM
MSEM
MSEM

MSEM
MSEM

WSEM
WSEM
WEEM
WEEM
WSEM
SEa
SEa
SEa
SEa
SEa
SEa
SEph

+++

[

o

++

++
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Preudomonas

ORh 80 ) ) SEph { | 4 - - -
:!J"L-"L‘ﬂ]' HENSLY
Orh 92 Bacillus pumifus SEph + + b - 4t + +
Filosfera
ACC . L . . Fiksac
lzolat Wrsta Podloga IAA . Biofilm  Plivanje  Rojenje  Trzanje
deaminaza azot
ML 15 Bacillus Ps - + . . . .
thuvingiensis
IL 41 .3fr.‘.l.l-:J!n'\upﬂm_m.:.l.l.lu.s PS . 4 . 4 " ) )
maltophilic
IL 79 Enterobacier sp. s + + + - + + -
Acinetobacter .
2 K - - 4 4 -
0L 262 o Ps
ML 10 .‘:rr.'mJJr'up)fmmqu.’c NA - ) e I )
fumulicola
11 Pambacies NA - P Pt . - .
massiliensis
JL23 Brucella NA - . . . . .
arignonensis
IL 30 .3fr.‘.l.l-:J!n'\uphn_m.:.l.l.lu.s NA N 4 i _+ i " )
maltophilic
IL 37 .3fr.‘.l.l-:J!n'\uphn_m.:.l.l.lu.s NA ) 4 _ ) ) " -
mialtophilic
IL 67 Sl'r‘!ill:’JufF't'Jpﬁﬂ_m.inlt'ﬂ.i NA - L — 4 ) ) +
mialtophilic
JL i FPrendomanas sp. MNA + + - + - + -
L7 Srr.'mJJr'uphmn.qu.'s NA ) ) - - ) ; ;
el foghilic
IL 74 Brucella NA b . i i . - .
preudogrignonensis
ML 159 Preudomanas Turida LEa + - - +++ +++ + -
ML 170 Pseudomonas LEa + + - + + - -
'E'J"J PR
JL3 Brucella pituitosa LEa ++ + - + - ++
L5 Srr.'mJJr'eJ;:hf;meJJz:a.v [ Fa - ) - ) ) ) }
micllengelilice
L .‘:rr.'mJJr':J;:hf;m:JJz:a.x LEa I — ) ) ) I
el tengelrilice
Stenedraphamanas .
JIL 47 ) LEa ++ - . + . + +
el foghilic
IL 55 .3fr.‘.l.l-:J!n'\uphn_m.:.l.l.lu.s LEa N ) i 4 i o
maltophilic
OL 129 Pserr:fr:-l-'irnulus LEa - e _ 4 L ) )
marginalis
IL 15 Sl'r‘!ill:’JufF't'Jpﬁmﬂll.‘Hilt'ﬂ.i LEph - ) . 4 ) " +
mialtophilie
J] ) Sﬁ S.r|’-'JIl’J"'l’.lF.ﬁ!’)H‘Jll’Hld.\' ]th . _ —+ + _ - o+
marltophielio

- nema aktivnosti, + slaba aktivnost, ++ umerena aktivnost, +++ jaka aktivnost

Ispitivanjem medusobne kompatibilnosti i zajednickog rasta, utvrdeno je da soj B. pseudomycoides
JRh226 ispoljava inhibitorno dejstvo prema preostala dva soja, zbog cega nije ukljucen u
konzorcijum. Kao funkcionalno kompatibilna kombinacija izdvojeni su sojevi B. safensis MRh275 1
S. maltophilia JRh266, koji su pokazali uspeSan zajednicki rast u kokulturi (Slika 17) i formiran je
konzorcijum T2. Ovi rezultati predstavljali su osnovu za sprovodenje eksperimenata biokontrole
opisanih u narednom poglavlju.
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Slika 17. Prikaz pracenja rasta sojeva Bacillus safensis MRh275 1 Stenotrophomonas maltophilia JRh266 u kokulturi

Uticaj pojedinacnih bakterijskih izolata 1 konzorcijuma na razvoj lezija u
uslovima indirektne 1 direktne biokontrole

Nakon selekcije bakterijskih sojeva sa izraZenim osobinama znacajnim za promociju biljnog rastenja
i potencijalnom antagonistickom aktivno$¢u prema patogenu Pseudomonas syringae pv. aptata P21,
procenjena je njihova sposobnost suzbijanja razvoja bolesti u uslovima indirektne i direktne
biokontrole.

Kod indirektne biokontrole, seme Secerne repe tretirano je suspenzijama bakterijskih izolata pre setve,
¢ime je omogucéena kolonizacija biljke tokom razvoja. U poredenju sa inficiranom netretiranom
kontrolom (C 1), tretman semena sojevima Bacillus pseudomycoides JRh226 1 Stenotrophomonas
maltophilia JRh266 doveo je do statisticki znaCajnog smanjenja veliine lezija (Slika 18A).
Istovremeno, nisu utvrdene statisticki znaCajne razlike izmedu konzorcijuma T2 i njegovih
pojedina¢nih komponenti (Bacillus safensis MRh275 1 Stenotrophomonas maltophilia JRh266) (Slika
18B). Pri direktnoj biokontroli, patogen i bakterijski izolati inokulisani su istovremeno u tkivo lista.
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Slika 18. Uticaj pojedina¢nih bakterijskih izolata i konzorcijuma na razvoj lezija na Se¢ernoj repi u uslovima
indirektne i direktne biokontrole. Indirektna biokontrola— svi tretmani (A), poredenje konzorcijuma sa sojevima koji
ga sacinjavaju (B). Direktna biokontrola — svi tretmani (C), poredenje konzorcijuma sa sojevima koji ga sacinjavaju (D).
Statisti¢ki znacajne razlike oznacene su na sledeéi nacin: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p <0,001 (¥**), p <0,0001 (* ***)
(Preuzeto i modifikovano iz Krsti¢ Tomi¢ et al. (2026)).

U ovim uslovima, sojevi B. pseudomycoides JRh226 1 S. maltophilia JRh266, kao 1 konzorcijum T2,
znacajno su smanjili veli¢inu lezija u odnosu na zarazenu kontrolu (Slika 18C). Poredenje efikasnosti
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pojedinacnih tretmana pokazalo je da je konzorcijum T2 ostvario znacajno bolje rezultate od soja B.
safensis MRh275, dok razlike izmedu konzorcijuma i soja S. maltophilia JRh266 nisu bile statisticki
znacajne (Slika 18D).

Odgovor biljaka na biokontrolne tretmane kroz akumulaciju vodonik
peroksida

Uticaj indirektnog tretmana na koncentraciju H2O2 u listovima biljaka prikazani su na slici 19. Kod
neinficiranih biljaka, tretmani sojevima B. safensis MRh275, B. pseudomycoides JRh226 1 S.
maltophilia JRh266 doveli su do znaajno viSih koncentracija H202 u odnosu na neinficiranu
kontrolu, dok je kod tretmana konzorcijumom T2 zabelezena znafajno niza koncentracija (Slika
19A). Nasuprot tome, kod biljaka inficiranih patogenom, tretmani sojem B. safensis MRh275, sojem
S. maltophilia JRh266 1 konzorcijumom T2 rezultirali su znac¢ajno nizim koncentracijama H202 u
poredenju sa inficiranom kontrolom, dok je soj B. pseudomycoides JRh226 izazvao znacajno
povecanje njegove koncentracije (Slika 19B).

Uporedivanjem efekata konzorcijuma 1pojedinacnih sojeva utvrdeno je da je kod neinficiranih biljaka
koncentracija H202 bila znacajno niZza u tretmanu konzorcijumom nego kod tretmana sojevima B.
safensis MRh275 1 S. maltophilia JRh266 (Slika 19C). Medutim, u uslovima infekcije patogenom,
konzorcijum T2 izazvao je zna€ajno vecu koncentraciju H2O2 uodnosuna oba pojedinacna soja (Slika
19D).

Neinficirane biljke
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Slika 19. Koncetracija vodonik peroksida (H202) u biljnom tkivu pri indirektnoj biokontroli. Biljke tretirane
razli¢itim biokontrolnim izolatima uporedene su sa kontrolnom grupom (C), koja pre infekcije nije bila izlozena
bakterijama (A). Biljke tretirane razli¢itim biokontrolnim izolatima zaraZene su patogenom Pseudomonas syringae pv.
aptata P21 1 uporedene sa inficiranom kontrolnom grupom (C 1), koja pre infekcije nije bila izloZzena bakterijama (B).
Poredenje efekta konzorcijuma sa sojevima koji ga safinjavaju u neinficiranim biljkama (C). Poredenje efekta
konzorcijuma sa sojevima koji ga sac¢injavaju u inficiranim biljkama (D). Statisti¢ki znacajne razlike oznacene su na
slede¢inacin: p <0,05 (*), p <0,01 (**), p< 0,001 (***), p <0,0001 (****) (Preuzeto i modifikovano iz Krsti¢ Tomi¢ et

al. (2026)).

Rezultati direktne biokontrole pokazali su drugaciji obrazac odgovora biljke. Kod neinficiranih
biljaka, tretmani sojevima B. safensis MRh275 i S. maltophilia JRh266 doveli su do znacajno nizih
koncentracija H202 u odnosu na kontrolu, dok su soj B. pseudomycoides JRh226 i konzorcijum T2
izazvali znaCajno povecanje njegove koncentracije (Slika 20A). Kod biljaka izloZenih patogenu, soj
B. safensis MRh275 indukovao je znacajno viSu koncentraciju H202 u poredenju sa inficiranom
kontrolom, dok su ostali tretmani rezultirali znacajno niZim vrednostima (Slika 20B).

49



Poredenjem konzorcijuma sa sojevima koji ga saCinjavaju pokazalo je da je kod neinficiranih biljaka
koncentracija H20:2 bila znacajno viSa nakon tretmana konzorcijumom nego nakon tretmana
pojedina¢nim sojevima B. safensis MRh275 i S. maltophilia JRh266 (Slika 20C). U prisustvu
patogena, koncentracija H202 u tretmanu konzorcijumom bila je niZza nego kod soja B. safensis
MRh275, ali visa u odnosu na soj S. maltophilia JRh266 (Slika 20D).
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Slika 20. Koncentracija vodonik peroksida (H20:2) u biljnom tkivu pri direktnoj biokontroli. Biljke tretirane
razli¢itim biokontrolnim izolatima uporedene su sa kontrolnom grupom (C), koja pre infekcije nije bila izlozena
bakterijama (A). Biljke istovremeno inokulisane razli¢itim biokontrolnim sojevimai patogenom Pseudomonas syringae
pv. aptata P21 i uporedene sa inficiranom kontrolnom grupom (C 1), kojaje bilaizloZenasamo patogenu (B). Poredenje
efekta konzorcijuma sa sojevima koji ga sacinjavaju u neinficiranim biljkama (C). Poredenje efekta konzorcijuma sa
sojevima koji ga safinjavaju u inficiranim biljkama (D). Statisticki znacajne razlike oznacene su na slede¢i nacin: p <
0,05 (*), p< 0,01 (**),p <0,001 (***),p <0,0001 (****) (Preuzeto i modifikovano iz Krsti¢ Tomi¢ et al. (2026)).

Uticaj biokontrolnih tretmana na aktivnost antioksidativnih enzima
peroksidaze 1 superoksid-dismutaze

Tokom ispitivanja indirektne biokontrole, aktivnost ukupnih peroksidaza (eng. Peroxidase - POD)
kod tretiranih neinficiranih biljaka nije se znacajno razlikovala u odnosu na neinficiranu kontrolu
(Slika 21A). Nasuprot tome, aktivnost supeoksid-dismutaze (eng. SuperOxide Dismutase - SOD) bila
je poveéana kod biljaka tretiranih sojem S. maltophilia JRh266 i konzorcijumom T2 (Slika 21E).
Nakon inokulacije patogena, oba enzima reagovala su na primenjene tretmane. Aktivnost POD bila
je znacajno povecana kod biljaka prethodno tretiranih sojem S. maltophilia JRh266 i konzorcijumom
T2 (Slika 21B), dok je aktivnost SOD bila povecana kod biljaka tretiranih sojem B. safensis MRh275
1 konzorcijumom T2 (Slika 21F).

Komparativnom analizom konzorcijuma 1 njegovih sastavnih komponenti primecuje se da je kod
neinficiranih biljaka konzorcijum indukovao visu aktivnost POD u odnosu na oba pojedina¢na soja
(Slika 21C), kao 1 visu aktivnost SOD u odnosu na soj B. safensis MRh275 (Slika 21G). Kod
inficiranih biljaka, konzorcijum je, takode, pokazao vecu aktivnost POD u odnosu na pojedinacne
sojeve (Slika 21D), dok je aktivnost SOD bila visa u odnosu na soj S. maltophilia JRh266 (Slika
21H).
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Slika 21. Aktivnost antioksidativnih enzima ukupne peroksidaze (POD) i superoksid dismutaze (SOD) u biljnom
tkivu pri uslovima indirektne biokontrole. Aktivnost POD (A) i SOD (E) kod neinficiranih biljaka tretiranih razli¢itim
biokontrolnim izolatima u poredenju sa neinficiranom kontrolom (C). Aktivnost POD (B) i SOD (F) kod biljaka
inokulisanih patogenom Pseudomonas syringae pv. aptata P21 u poredenju sa inficiranom kontrolom (C i). Poredenje
aktivnosti POD (C) i SOD (G) izmedu konzorcijuma i sojeva koji ga safinjavaju u neinficiranim biljkama. Poredenje
aktivnosti POD (D) i SOD (H) izmedu konzorcijuma i sojeva koji ga sadinjavaju u inficiranim biljkama. Statisticki
znacajne razlike oznacene su na sledeci nacin: p <0,05 (*),p <0,01 (**),p <0,001 (***),p < 0,0001 (****) (Preuzeto i
modifikovano iz Krsti¢ Tomi¢ et al. (2026)).

U uslovima direktne biokontrole, kod neinficiranih biljaka zabelezena je poveéana aktivnost POD u
svim tretmanima (Slika 22A), dok je aktivnost SOD bila niZa u odnosu na neinficiranu kontrolu (Slika
22E). Nakon infekcije patogenom, aktivnost POD bila je znacajno povecana kod biljaka tretiranih
sojevima B. safensis MRh275 1 B. pseudomycoides JRh226 (Slika 22B), dok aktivnost SOD nije

pokazala znacajne razlike u poredenju sa inficiranom kontrolom (Slika 22F).

Analizom razlika izmedu dejstva konzorcijuma 1 pojedinacnih sojeva utvrdeno je da je kod
neinficiranih biljaka soj S. maltophilia JRh266 ispoljio vecu aktivnost POD od konzorcijuma (Slika
22C), dok je konzorcijum indukovao visu aktivnost SOD u odnosu na sojeve B. safensis MRh275 i
S. maltophilia JRh266 (Slika 22G). Kod inficiranih biljaka soj B. safensis MRh275 pokazao je vecu
aktivnost POD od konzorcijuma (Slika 22D), dok izmedu tretmana nisu utvrdene znacajne razlike u
aktivnosti SOD (Slika 22H).
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Slika 22. Aktivnost antioksidativnih enzima ukupne peroksidaze (POD) i superoksid dismutaze (SOD) u biljnom
tkivu pri uslovima direktne biokontrole. Aktivnost POD (A) i SOD (E) kod neinficiranih biljaka tretiranih razli¢itim
biokontrolnim izolatima u poredenju sa neinficiranom kontrolom (C). Aktivnost POD (B) i SOD (F) kod biljaka
inokulisanih patogenom Pseudomonas syringae pv. aptata P21 u poredenju sa inficiranom kontrolom (C i). Poredenje
aktivnosti POD (C) i SOD (G) izmedu konzorcijuma i sojeva koji ga sa¢injavaju u neinficiranim biljkama. Poredenje
aktivnosti POD (D) i SOD (H) izmedu konzorcijuma i sojeva koji ga saCinjavaju u inficiranim biljkama. Statisticki
znacajnerazlike oznacene su na slede¢i nacin: p <0,05 (*), p <0,01 (**),p <0,001 (***),p < 0,0001 (****) (Preuzeto i
modifikovano iz Krsti¢ Tomi¢ et al. (2026)).

Uticaj biokontrolnih tretmana na aktivnost fenilalanin amonijum-lijaze

Pri indirektnoj biokontroli, aktivnost fenilalanin amonijum-lijaze (eng. Phenylalanine Ammonia-
Lyase - PAL) kod neinficiranih biljaka bila je znaCajno visa nakon tretmana sojevima B. safensis
MRh275 1 B. pseudomycoides JRh226 u poredenju sa neinficiranom kontrolom (Slika 23A). Nakon
inokulacije patogena, jedino je tretman sojem S. maltophilia JRh266 doveo do znacajnog povecanja
aktivnosti PAL u odnosu na inficiranu kontrolu (Slika 23B).

Poredenjem efekata konzorcijuma sa efektima pojedinacnih sojeva pokazalo se da je kod
neinficiranih biljaka aktivnost PAL bila niza u tretmanu konzorcijumom nego kod tretmana sojem B.
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safensis MRh275 (Slika 23C). Kod inficiranih biljaka konzorcijum je ispoljio nizu aktivnost PAL u
odnosu na soj S. maltophilia JRh266 (Slika 23D).
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Slika 23. Aktivnost fenilalanin amonijum-lijaze (PAL) u uslovima indirektne biokontrole. Biljke tretirane razli¢itim
biokontrolnim sojevima uporedene su sa kontrolnom grupom (C), koja pre tretmana nije bila izloZena bakterijama (A).
Biljke tretirane razli¢itim biokontrolnim izolatima inokulisane su patogenom Pseudomonas syringae pv. aptata P21 i
uporedene sa inficiranom kontrolnom grupom (C i), koja pre inokulacije nije bila izloZzena bakterijama (B). Poredenje
efekta konzorcijuma sa sojevima koji ga saCinjavaju u neinficiranim biljkama (C). Poredenje efekta konzorcijuma sa
sojevima koji ga safinjavaju u inficiranim biljkama (D). Statisticki znacajne razlike oznacene su na sledec¢i nacin: p <
0,05 (*), p<0,01 (**),p<0,001 (***),p <0,0001 (****) (Preuzeto i modifikovano iz Krsti¢ Tomi¢ et al. (2026)).

U eksperimentu gde su praceni efekti direktne biokontrole nisu utvrdene statisticki znacajne razlike
u aktivnosti PAL izmedu tretmana kod neinficiranih biljaka (Slika 24A). Nasuprot tome, kod biljaka
istovremeno tretiranih patogenom 1 biokontrolnim izolatima, sojevi B. safensis MRh275 i1 S.
maltophilia JRh266 doveli su do smanjenja aktivnosti PAL, dok je soj B. pseudomycoides JRh226
izazvao znaajno povecanje aktivnosti ovog enzima u poredenju sa inficiranom kontrolom (Slika
24B).
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Slika 24. Aktivnost fenilalanin amonijum-lijaze (PAL) u uslovima direktne biokontrole. Biljke tretirane razli¢itim
biokontrolnim izolatima uporedene su sa kontrolnom grupom (C), koja pre infekcije nije bila izloZena bakterijama (A).
Biljke istovremeno inokulisane razli¢itim biokontrolnim sojevima i patogenom Pseudomonas syringae pv. aptata P21 i
uporedene sa inficiranom kontrolnom grupom (C i), koja je bila izloZena samo patogenu (B). Poredenje efekta
konzorcijumasa sojevima koji ga sacinjavaju u neinficiranim biljkama (C). Poredenje efekta konzorcijumasa sojevima
koji ga sa¢injavaju uinficiranimbiljkama (D). Statisticki znacajne razlike oznacene su na slede¢i nacéin: p <0,05 (¥),p <
0,01 (**), p<0,001 (***),p <0,0001 (****) (Preuzeto i modifikovano iz Krsti¢ Tomi¢ et al. (2026)).
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Ekspresija gena povezanih sa odbrambenim odgovorom biljke nakon
primene biokontrolnih tretmana

Uticaj biokontrolnih tretmana na signalne puteve uklju¢ene u odbranu biljke procenjen je analizom
ekspresije gena NPRI, MYC2, LOX i NCED primenom qPCR metode. U uslovima indirektne

biokontrole, obrazac ekspresije analiziranih gena zavisio je od primenjenog bakterijskog soja (Slika
25).
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Slika 25. Ekspresija gena NPR1, MYC2, LOX i NCED u listovima Seéerne repe u uslovima indirektne biokontrole. Seme Secerne
repe tretirano je biokontrolnim sojevima MRh275 (A), JRh226 (B), JRh266 (C)ili konzorcijumom T2 (D). Ekspresija gena analizirana
je kod neinficiranih biljaka i biljaka inokulisanih patogenom Pseudomonas syringae pv. aptata P21. Inficirana kontrolna grupa (C 1)
nije bila izloZzena bakterijama pre inokulacije patogenom. Ekspresija gena u grupi C i uporedena je sa ekspresijom kod inficiranih
biljaka tretiranih biokontrolnim izolatima (MRh2751, JRh2261, JRh266 11 T2 i), kao i sa neinficiranim tretiranim biljkama (MRh275,
JRh226,JRh266 1 T2). Takode suizvriena poredenja izmedu neinficiranih i inficiranih biljaka prethodno tretiranih istim biokontrolnim
agensom. Relativni nivoi ekspresije normalizovani su u odnosu na referentni gen 255 rRNK, pri ¢emu je neinficirana netretirana
kontrola kori$¢ena kao referentni uzorak. Statisticki znacajne razlike oznacene su na sledeé¢i nacin: p < 0,05 (¥), p <0,01 (**), p <

0,001 (***), p<0,0001 (****) (Preuzeto i modifikovano iz Krsti¢ Tomi¢ et al. (2026)).

U biljkama tretiranim sojem Bacillus safensis MRh275 (Slika 25A) nisu utvrdene znacajne razlike u
ekspresiji gena NPR1 izmedu inficirane kontrole (C i) i tretiranih biljaka, bez obzira na prisustvo
patogena. Medutim, ekspresija ovog gena bila je znacajno visa kod inficiranih biljaka tretiranih sojem
MRh275 u poredenju sa neinficiranim tretiranim biljkama. Za gen MYC?2, znacajno povecanje nivoa
transkripata zabelezeno je samo kod inficiranih tretiranih biljaka u odnosu na inficiranu kontrolu.
Tretman sojem B. safensis MRh275 1 u prisustvu i u odsustvu patogena doveo je do povecane
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ekspresije gena LOX u odnosu na inficiranu kontrolu, dok za gen NCED nisu utvrdene znacajne
razlike izmedu analiziranih tretmana.

Kod biljaka tretiranih sojem Bacillus pseudomycoides JRh226 (Slika 25B), ekspresija gena NPRI i
NCED nije pokazala statisticki znacajne promene. Sa druge strane, nivo transkripata gena MYC2 bio
je znacajno nizi kod neinficiranih biljaka tretiranih biokontrolnim sojem biljaka u odnosu i1 na
inficiranu kontrolu i na inficiranih biljaka tretiranih biokontrolnim sojem. Ekspresija gena LOX bila
je znacajno visa kod inficiranih biljaka tretiranih sojem B. pseudomycoides JRh226 u poredenju sa
inficiranom kontrolom i neinficiranim tretiranim biljkama.

Analiza ekspresije gena NPRI pokazala je da su inficirane biljke tretirane sojem Stenotrophomonas
maltophilia JRh266 (Slika 25C) ispoljile znacajno visi nivo ekspresije u odnosu na neinficirane
tretirane biljke 1 inficiranu kontrolu. Za gen MYC2, inficirana kontrola 1 inficiran tretman
biokontrolnim sojem pokazali su visi nivo transkripata u odnosu na tretirane neinficirane biljke, §to
je bilo u skladu sa trendom uocenim kod soja JRh226. Takode, ekspresija gena LOX bila je znacajno
visa kod inficiranih biljaka tretiranih ovim sojem nego u inficiranoj kontroli. Ekspresija gena NCED
bila je znacajno visa kod neinficiranih biljaka tretiranih sojem S. maltophilia JRh266 u odnosu na
inficirane tretirane biljke.

Za razliku od pojedinacnih sojeva, tretman konzorcijumom T2 (Slika 25D) uglavnom je doveo do
smanjene ekspresije analiziranih gena. Inficirana kontrola pokazala je znacajno visu ekspresiju gena
NPRI, MYC2, LOX i NCED u poredenju sa neinficiranim 1 inficiranim biljkama tretiranim
konzorcijumom. Zanimljivo je da su svi tretmani sa konzorcijumom pokazali nivoe ekspresije nize
od onih registrovanih kod zdravih biljaka.

Ekspresija gena NPRI, MYC2, LOX i NCED analizirana je i1 u uslovima direktne biokontrole, pri
¢emu su patogen 1 biokontrolni agensi istovremeno primenjivani na biljke (Slika 26). Kod biljaka
tretiranih sojem B. safensis MRh275 (Slika 26A), nisu utvrdene znacajne razlike u ekspresiji gena
NPR1 izmedu analiziranih tretmana. Nasuprot tome, ekspresija gena MYC?2 bila je znacajno visa kod
biljaka tretiranih sojem B. safensis MRh275, kao i kod inficiranih biljaka tretiranih ovim sojem, u
poredenju sa inficiranom kontrolom. Za gen LOX, biljke tretirane sojem B. safensis MRh275 bez
prisustva patogena, pokazale su viSu ekspresiju u odnosu na biljke kojima je dodat i patogen
(inficirana kontrola iinficirani tretman biokontrolnim sojem). Ekspresija gena NCED bila je znacajno
visa kod biljaka tretiranih sojem B. safensis MRh275 i kod inficiranih biljaka tretiranih ovim sojem
u odnosu na inficiranu kontrolu, pri cemu je najveca ekspresija zabeleZena kod neinficiranih tretiranih

biljaka. Ipak, nivoi ekspresije svih analiziranih gena bili su nizi od onih registrovanih kod zdravih
biljaka.

Nakon tretmana sojem B. pseudomycoides JRh226 (Slika 26B), inficirane biljke pokazale su znacajno
viSu ekspresiju gena NPR1 1 MYC2 u poredenju sa inficiranom kontrolom 1 neinficiranim tretiranim
biljkama. Za gen LOJX, i neinficirane 1 inficirane biljke tretirane sojem B. pseudomycoides JRh226
pokazale su znacajno viSu ekspresiju u odnosu na inficiranu kontrolu, iako su vrednosti ostale nize
od onih zabelezenih kod zdravih biljaka. Za gen NCED nisu utvrdene statisticki znaCajne razlike
izmedu analiziranih tretmana.

Analiza biljaka izlozenih soju S. maltophilia JRh266 (Slika 26C) pokazala je da je ekspresija gena
NPRI bila znacajno visa kod neinficiranih tretiranih biljaka u odnosu na inficiranu kontrolu i
inficirane biljke tretirane istim sojem. Sli¢an obrazac uocen je i za gene MYC2, LOX1 NCED.Za gen
NPRI1 1 NCED je osim navedenih razlika uo¢eno da je i ekspresija u inficiranoj kontroli bila je visa
nego kod inficiranih biljaka tretiranih sojem S. maltophilia JRh266.

Tretman konzorcijumom T2 (Slika 26D) doveo je do znacajno vise ekspresije gena NPRI kod
neinficiranih i inficiranih biljaka u poredenju sa inficiranom kontrolom. Slican obrazac ekspresije
zabeleZen je 1za gene MYC2, LOX1 NCED. Medutim, za sve analizirane gene nivoi transkripata bili
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su znacajno visi kod neinficiranih biljaka tretiranih

tretiranih istim konzorcijumom.
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Slika 26. Ekspresija gena NPRI, MYC2, LOX i NCED u listovima Secerne repe u uslovima direktne biokontrole. Biljke su
tretirane biokontrolnim sojem MRh275 (A), JRh226 (B), JRh266 (C) ili konzorcijumom T2 (D), pojedinacno ili istovremeno sa
patogenom Pseudomonas syringae pv. aptata P21. Inficirana kontrolna grupa (C i) nije bila izlozena bakterijama pre inokulacije
patogenom. Ekspresija gena u grupi Ci uporedena je sa ekspresijom kod inficiranih biljaka tretiranih biokontrolnim izolatima (MRh275
i, JRh2261, JRh266 i1 T2 i), kao i sa neinficiranim tretiranim biljkama (MRh275,JRh226, JRh2661 T2). Takode su izvrSena poredenja
izmedu neinficiranih i inficiranih biljaka tretiranih istim biokontrolnim agensom. Relativni nivoi ekspresije normalizovani suu odnosu
na referentni gen 255 ¥RNK, pri ¢emu je neinficirana netretirana kontrola koriS¢ena kao referentni uzorak. Statisticki znacajne razlike

oznadene su na slede¢i naéin: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p<0,001 (***), p <0,0001 (****) (Preuzeto i modifikovano iz Krsti¢

Tomi¢ et al. (2026)).
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DISKUSIJA

Metabarkodiranje /6S rRNK gena danas predstavlja jednu od standardnih metoda za proucavanje
strukture 1 diverziteta bakterijskih zajednica u razli¢itim Zivotnim sredinama, ukljucujuéi i
mikrobiome biljaka (Jiang et al., 2023; Lopes et al., 2023). Ova metoda omogucava sveobuhvatan
uvid u taksonomski sastav bakterijske zajednice 1 pracenje promena u njenoj strukturi tokom
vremena, ali samo prisustvo odredenog taksona ne pruza informaciju o njegovim stvarnim
funkcionalnim osobinama, niti omogucava direktnu procenu njegovog potencijala za stimulaciju
rastenja biljaka ili biolosku kontrolu. Zbog toga se postavlja pitanje u kojoj meri podaci dobijeni
metabarkodiranjem mogu ukazati na prisustvo bakterija koje istovremeno poseduju viSe osobina
korisnih za biljku. U tom kontekstu, jedan od vaznih aspekata ovog istraZzivanja bio je poredenje
rezultata dobijenith metodom nezavisnom od kultivacije, odnosno metabarkodiranjem gena /6S
rRNK, sa rezultatima dobijenim metodom zavisnom od kultivacije, koja je obuhvatila izolaciju
bakterija na razli¢itim mikrobioloSkim podlogama i njihovu naknadnu funkcionalnu karakterizaciju.
Za razliku od metabarkodiranja, koje pruza uvid u Siru strukturu bakterijske zajednice, kultivacija
omogucava dobijanje bakterijskih kultura 1 njihovu detaljnu fenotipsku 1 funkcionalnu
karakterizaciju, Sto je od posebnog znacaja za identifikaciju i selekciju kandidata sa potencijalom za
primenu kao biofertilizatora ili bioloskih agenasa za suzbijanje biljnih patogena. Medutim, metoda
kojom se vrsi izolacija bakterija ne omogucéava sveobuhvatan prikaz ukupne bakterijske zajednice,
budu¢i da znacajan broj mikroorganizama jo$ uvek nije mogucée uspeSno gajiti u laboratorijskim
uslovima (Mcllwaine et al., 2024). Stoga kombinovani pristup, koji objedinjuje metode nezavisne od
kultivacije sa metodama zasnovanim od izolacije i kultivacije, predstavlja najadekvatniji okvir za
povezivanje informacija o taksonomskom sastavu bakterijske zajednice sa njenim funkcionalnim
potencijalom 1 za selekciju kandidata sa perspektivom za primenu u odrzivoj poljoprivredi.

Ovakav komplementaran pristup posebno je znaCajan u istrazivanju biljnih mikrobioma, jer
taksonomska zastupljenost odredene bakterije ne mora nuzno biti proporcionalna njenom
funkcionalnom znacaju. Bakterijski takson koji je prisutan u maloj relativnoj zastupljenosti moze
posedovati osobine od velikog znacaja za biljku, dok dominantni ¢lan zajednice ne mora istovremeno
imati izraZzen potencijal za promociju rastenja biljke ili biokontrolu (Banerjee et al., 2018). Dodatno,
rezolucija metabarkodiranja zavisi od izabranog regiona gena /6S rRNK, kvaliteta sekvenciranja 1
dostupnosti referentnih sekvenci, zbog Cega blisko srodni taksoni ne mogu uvek biti pouzdano
razdvojeni (Poretsky et al.,, 2014). Stoga se rezultati metabarkodiranja mogu smatrati veoma
znacajnim za opisivanje strukture zajednice, ali ne 1 dovoljnim za direktnu selekciju funkcionalno
najperspektivnijih bakterijskih izolata.

Kako bi se Sto bolje istrazio deo mikrobioma Secerne repe koji je moguce gajiti 1 identifikovati
bakterije sa potencijalno korisnim osobinama, uzorci rizosfere i filosfere zasejavani su na razlicite
mikrobioloske podloge. Najveéa raznovrsnost vrsta iz rizosfere dobijena je na podlozi, koja je
sadrzala ekstrakt korena Secerne repe (REa, eng. Root Extract agar). Ova podloga je prethodno
pokazala efikasnost u izolaciji bakterija iz rizosfere kaktusa i sukulentnih biljaka, pri ¢emu su
izolovani predstavnici rodova Enterobacter, Klebsiella, Bacillus i Azospirillum (Youssef et al., 2016).
U ovom istrazivanju, na ovoj podlozi takode je izolovan veci broj predstavnika roda Bacillus, ali 1
rodova Pseudomonas, Microbacterium 1 Acinetobacter. Posebno je znaajno da je, iako je najveca
ukupna raznovrsnost rizosfernih bakterija dobijena na podlozi sa ekstraktom korena Seerne repe,
najveci broj izolata sa osobinama korisnim za biljku dobijen na bogatoj neselektivnoj hranljivoj
podlozi (0.01 TSA, eng. 0.01 Tryptic Soy Agar). Ova podloga sadrzi relativno niske koncentracije
izvora ugljenika 1 azota, ukljuCuju¢i dekstrozu, tripton pepton i fiton pepton. Na ovoj podlozi
izolovani su predstavnici rodova Stenotrophomonas, Enterobacter, Brucella, Bacillus, Pseudomonas
1 Acinetobacter. Vecina izolata imala je viSe korisnih osobina, naroCito sposobnost stimulacije
klijanja, produkcije siderofora 1 antagonistickog delovanja prema ispitivanim patogenima. Efikasnost
ove podloge u izolaciji bakterija sa veéim brojem korisnih osobina u skladu je sa prethodnim
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istrazivanjima u kojima je ova podloga koris¢ena za izolaciju bakterija koje stimuliSu rastenje uljane
repice 1 Rhus tripartitus (Alotaibi et al., 2022; Benaissa et al., 2018; Kurm et al., 2019). Ipak, na¢in
na koji ova podloga favorizuje upravo takve bakterijske grupe jo$ uvek nije u potpunosti razjasnjen.

Ovi rezultati pokazuju da izbor podloge ne utiCe samo na broj izolovanih bakterija, ve¢ i na sastav i
funkcionalni potencijal dobijenih izolata. Razli¢ite podloge stvaraju razliCite nutritivne uslove 1 time
favorizuju rast pojedinih Clanova mikrobijalne zajednice, zbog Cega podloga koja omogucava
izolaciju najveceg broja taksona ne mora istovremeno biti i najpogodnija za dobijanje bakterija sa
zeljenim bioloSkim osobinama. U tom smislu, dodatak ekstrakata biljnih organa moze doprineti
omoguciti rast bakterijskih grupa koje se teze razvijaju na standardnim laboratorijskim podlogama
(Sarhan et al., 2019).

U filosferi je najveca raznovrsnost vrsta dobijena na hranljivom agaru, komercijalnoj neselektivnoj
hranljivoj podlozi, dok je najveci broj izolata sa osobinama korisnim za biljku dobijen na podlozi
koja je bila obogacena ekstraktom lista Se¢erne repe (LEa, eng. Leaf Extract agar). Ovaj rezultat je
posebno znacajan jer pokazuje da podloge koje u sebi sadrze biljne ekstrakte mogu imati prednost
kada je cilj izolacija bakterija sa funkcionalnim osobinama, ¢ak i kada standardne bogate podloge
daju ve¢i ukupan broj ili raznovrsnost izolata. U tom smislu, bogate podloge mogu biti korisne za
opis zajednice koja se moZe kultivisati, dok biljni ekstrakti mogu predstavljati efikasniji selekcioni
faktor kada je cilj pronalazenje bakterija koje su ekoloski povezane sa konkretnim domacinom i
potencijalno poseduju osobine znacajne za njegov rastenje i zastitu.

Uporedujuci periode uzorkovanja (maj, jul i oktobar), najve¢a zastupljenost izolata sa korisnim
osobinama uocena je u julu, kako u rizosferi, tako i u filosferi. Medu posebno znacajnim izolatima
izolovanih u ovom mesecu izdvojeni su Bacillus safensis 1 Enterobacter ludwigii, koji su pokazali
osam od deset ispitivanih korisnih osobina. Soj B. safensis JRh276 je izolovan iz rizosfere na podlozi
obogacenoj ekstraktom zemljista i fitagelom koriS¢enim kao agensom za ocvrS¢avanje. Ovaj soj
pokazao je sposobnost stimulacije klijanja, produkcije siderofora i solubilizacije fosfata, u skladu sa
prethodno opisanim PGP potencijalom vrste Bacillus safensis (T. Wu et al., 2019). Pozitivni efekti
ove vrste na rastenje biljaka i toleranciju na abioti¢ki stres prethodno su potvrdeni kod kukuruza
(Azeem et al., 2022) i1 pSenice (Chakraborty et al., 2013). U ovom istrazivanju dodatno je pokazano
da je B. safensis JRh276 pokazao antagonisticku aktivnost prema svim ispitivanim patogenima
Se¢erne repe. Ovakva kombinacija osobina ¢ini ovaj soj posebno interesantnim kandidatom za dalju
funkcionalnu karakterizaciju. Dva soja E. ludwigii JRh243 1 JRh264 izolovana iz rizosfere tokom
jula, na bogatoj neselektivnoj hranljivoj podlozi 1 podlozi se ekstraktom zemlje, respektivno, iako su
pripadala istoj vrsti 1 poticala iz istog mikrostaniSta 1 perioda uzorkovanja, izolati nisu imali potpuno
identican funkcionalni profil. Oba soja su pokazala sposobnost stimulacije klijanja, produkcije
siderofora 1 aktivnosti prema svim ispitivanim patogenima, dok je JRh243 pokazao sposobnost
solubilizacije fosfata, a JRh264 produkcije egzopolisaharida. Ova razlika izmedu izolata iste vrste
predstavlja vaZan rezultat jer ukazuje da taksonomska identifikacija na nivou vrste nije dovoljna za
procenu bioloskog potencijala pojedinacnog izolata. Fenotipska varijabilnost izmedu soja iste vrste
ima vazan znacaj za selekciju mikroorganizama namenjenih primeni u biljnoj proizvodnji. Prisustvo
odredenog taksona samo po sebi ne garantuje ispoljavanje osobina povezanih sa promocijom rastenja
biljaka ili biokontrolom, jer se njihova ekspresija moze razlikovati izmedu pojedinacnih sojeva. Zbog
toga izbor potencijalnih bioloSkih agenasa ne bi trebalo zasnivati samo na taksonomskoj pripadnosti,
ve¢ ina funkcionalnoj karakterizaciji pojedinacnih izolata. Pored toga, obecavajuce osobine utvrdene
u laboratorijskim uslovima potrebno je potvrditi u uslovima koji bolje odrazavaju slozenost
interakcija izmedu biljke, mikroorganizma i patogena (Mesele et al., 2026). U drugim istrazivanjima,
sojevi vrste E. ludwigii su, takode, povezani sa razliitim osobinama promocije rastenja biljaka,
ukljucujuéi solubilizaciju fosfata, stimulaciju razvoja bo¢nih korenova i antagonisticko delovanje
prema pojedinim patogenim gljivama (Bendaha & Belaouni, 2020; Shoebitz et al., 2009). U ovom
istrazivanju, aktivnost sojeva JRh243 i JRh264 prema patogenima Secerne repe dodatno podrzava
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njihov potencijal za primenu u bioloskoj zastiti, ali kona¢na procena njihove efikasnosti zahteva dalja
ispitivanja uuslovima in planta. Medutim, s obzirom na to da pojedini predstavnici roda Enterobacter
mogu imati oportunisticki patogeni potencijal, neophodno je pre potencijalne primene ovih sojeva
sprovesti 1 odgovaraju¢u procenu njihovih bezbednosnih karakteristika i potencijalnih faktora rizika
(Keswani et al., 2019).

Pored sojeva E. ludwigii 1 B. safensis, tokom jula je izolovano viSe sojeva Stenotrophomonas
maltophilia (JL30, JLS, JRh233, JRh235, JL41, JRh239, JRh266, JL47, JL56, JL67, JL71, JL 9,
JRh205.2, JRh240, JL15, JL37 1 JL55) iz rizosfere 1 filosfere. Zajednicka karakteristika ovih sojeva
bila je antagonistiCka aktivnost prema ispitivanim patogenima Secerne repe. S. maltophilia je poznata
po razli¢itim interakcijama sa biljkama, a njena sposobnost stimulacije rastenja opisana je kod vise
biljnih vrsta, naroc¢ito u uslovima abiotickog stresa (Alexander et al., 2019; R. Singh & Jha, 2017).
Prisustvo ove vrste u oba mikrostanista i njena aktivnost prema patogenima ukazuju na mogucénost
Sire ekoloske uloge, ali istovremeno naglaSavaju potrebu za detaljnijom procenom specifi¢nosti
interakcije izmedu izolata, domacina 1 patogena. Ipak, njihova potencijalna primena u bioloskoj zastiti
zahteva 1 detaljnu procenu bezbednosnih karakteristika, imaju¢i u vidu da pojedine vrste ovog roda
mogu biti povezane sa oportunistiCkim patogenim delovanjem (Keswani et al., 2019).

Acinetobacter calcoaceticus MRh107 je izolovan iz rizosfere u maju na neselektivnoj hranljivoj
podlozi, ima najveci broj korisnih osobina medu izolatima iz tog perioda. Vrste roda Acinetobacter
ve¢ su povezivane sa promocijom rastenja razliCitih vrsta biljaka, ukljucuju¢i Lemna minor i Lactuca
sativa (Suzuki et al., 2014). Ovaj rezultat ukazuje da potencijalno korisne bakterije mogu biti prisutne
1 tokom ranijih faza razvoja biljke, ali da njihova zastupljenost 1 funkcionalni profil mogu znacajno
varirati tokom vegetacionog perioda.

U oktobru je iz uzorka rizosfere, zasejanog na podlogu obogac¢enu metanolnim ekstraktom zemljiSta
(MSEM, eng. Methanol Soil Extract Medium), izolovan soj Pantoea ananatis ORh24, sa najve¢im
brojem korisnih osobina. Ovaj soj pokazao je pozitivne sve funkcionalne osobine, izuzev produkcije
cijanovodonika (HCN), uz izrazenu aktivnost prema viSe patogena Secerne repe. Posebno je
interesantno da je P. ananatis vrsta koja je u literaturi povezana kako sa patogenim delovanjem na
biljke (Weller-Stuart et al., 2017), tako i sa osobinama koje mogu doprineti promociji njihovog
rastenja (Duchateau et al., 2026; Lu et al., 2021). Ovakva dualnost dodatno naglasava da sama
identifikacija vrste nije dovoljna za procenu njenog bioloskog efekta, ve¢ je neophodno okarakterisati
konkretne izolate i proceniti njihov efekat na biljku u kontrolisanim eksperimentima. U istom periodu
izolovan je i soj Bacillus pumilus ORh92, koje je pokazao sve pozitivne testirane PGP osobine, osim
produkcije HCN 1 pozitivnog uticaja na klijavost semena. Prethodna istrazivanja ukazuju da
predstavnici ove vrste mogu produkovati razli¢ite biljne hormone 1 druge supstance povezane sa
promocijom rastenja biljaka (Dobrzynski et al., 2022). Njihovo prisustvo medu funkcionalno
interesantnim  izolatima dobijenim u kasnijoj fazi razvoja Seferne repe dodatno podrzava
pretpostavku da se funkcionalni potencijal bakterija biljnog mikrobioma koje je moguce gajiti, menja
tokom vegetacionog perioda.

U ovom istrazivanju sezonska dinamika se nije ogledala samo u promeni taksonomskog sastava, ve¢
1 u promeni broja vrsta izolovanih bakterija sa korisnim osobinama. U prethodnim istrazivanjima
mikrobiom Seferne repe analiziran je iz razliCitih aspekata, ukljuCujuéi sezonske promene
mikrobioma lateralnog korena (Ikeda et al., 2023), prostorno-vremenske promene endofitnih
bakterijskih zajednica (Shi et al., 2014), uticaj razlicitih sistema dubrenja na rizobiom (Hudz, 2021),
kao 1 povezanost bakterijske zajednice lista sa osetljivos¢u biljke na virusne (Majumdar et al., 2022)
1 fungalne bolesti (Broccanello et al., 2022). To ukazuje da analiza sezonskih promena mikrobioma
moze imati praktican znacaj za identifikaciju perioda u kojima je verovatnije izolovati bakterijske
kandidate sa Zeljenim funkcionalnim karakteristikama.

Analiza podataka metabarkodiranja nije pokazala statisticki znacajne promene parametara alfa
diverziteta izmedu sezona, iako je broj OTU jedinica opadao od maja prema oktobru. Sli¢an obrazac
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sezonske dinamike mikrobioma rizosfere prethodno je opisan kod Secerne repe, pri Cemu je diverzitet
rastao izmedu juna i avgusta, dostizao relativhu stabilizaciju tokom avgusta, a zatim opadao u
septembru (Ikeda et al., 2023). Ovakvi rezultati ukazuju da sezonske promene ne moraju nuzno
dovesti do znacajnih promena ukupne strukture zajednice na nivou alfa diverziteta, ali mogu biti
pracene promenama u zastupljenosti pojedinacnih taksona i njihovim medusobnim odnosima.

Sezonska dinamika mikrobioma moze biti posledica istovremenog delovanja veceg broja biotickih i
abiotickih faktora, pri ¢emu se njihov uticaj moze razlikovati izmedu pojedinih biljnih mikrostanista.
Rizosfera predstavlja sredinu relativno bogatu organskim materijama poreklom iz zemljiSta 1
korenovih eksudata, €iji se sastav moze menjati u zavisnosti od fizioloskog statusa i razvojne faze
biljke (Vives-Peris et al., 2020). Nasuprot tome, filosfera je neposredno izloZzena atmosferskim
uslovima 1 veéim oscilacijama temperature 1 vlaznosti, ultraviolethom zracenju i ogranicenijoj
dostupnosti hranljivih materija, zbog ¢ega predstavlja izrazito selektivno mikrostaniSte za
mikroorganizme (Vorholt, 2012). Pored abiotickih uslova, na strukturu zajednice i njenu sezonsku
dinamiku mogu uticati 1 karakteristike biljnog domacina, interakcije medu mikroorganizmima i
antropogeni faktori (W. Huang et al., 2024). Stoga se razlike u bakterijskom diverzitetu izmedu
rizosfere 1 filosfere mogu posmatrati kao posledica razliCitih ekoloskih uslova koji karakteriSu ova
dva mikrostaniSta. U skladu sa tim, u ovom istraZivanju zabeleZen je nizi bakterijski diverzitet u
filosferi u odnosu na rizosferu, Sto je u saglasnosti sa prethodno opisanim razlikama izmedu ova dva
mikrostanista (Thompson et al., 1993). U periodu obuhva¢enom istrazivanjem, prose¢na temperatura
u Srbiji tokom jula 2022. godine bila je visa nego u maju 1 oktobru, Sto bi moglo predstavljati jedan
od faktora koji su doprineli izraZenoj promeni relativne zastupljenosti dominantnih bakterijskih
taksona tokom jula. Medutim, ovakav obrazac treba tumaciti sa oprezom, budu¢i da vremenska
podudarnost izmedu promene temperature i promene strukture bakterijske zajednice sama po sebi ne
predstavlja dokaz uzro¢no-posledi¢ne veze.

Pored abiotickih uslova, na strukturu zajednice mogu uticati i karakteristike biljnog domacina,
interakcije medu mikroorganizmima i antropogeni faktori (W. Huang et al., 2024). Stoga se razlike u
bakterijskom diverzitetu izmedu rizosfere 1 filosfere mogu posmatrati kao posledica razli¢itih
ekoloskih uslova koji karakteriSu ova dva mikrostaniSta. U skladu sa tim, u ovom istraZivanju
zabelezen je nizi bakterijski diverzitet u filosferi u odnosu na rizosferu, §to je u saglasnosti sa
prethodno opisanim razlikama izmedu ova dva mikrostaniSta (Thompson et al., 1993). Istovremeno,
sezonske promene u temperaturi, vlaznosti i drugim faktorima Zivotne sredine, zajedno sa promenama
u fiziologiji biljke tokom vegetacionog razvoja, mogu dodatno doprineti promenama u strukturi
filosferne zajednice.

Kao iu prethodnim istraZivanjima, Actinobacteriota 1 Proteobacteria bili su najzastupljeniji razdeli u
rizosferi (Hudz, 2021; lkeda et al., 2023; Mendes et al, 2011) detektovani metodom
metabarkodiranja, tokom svih analiziranih sezona. Na nizim taksonomskim nivoima uocena je visoka
zastupljenost roda Bacillus, koji obuhvata veliki broj bakterija poznatih po osobinama povezanima
sa promocijom rastenja biljaka (Narayanan et al., 2022). Znacajna zastupljenost roda Bacillus u
rizosferi Secerne repe u skladu je sa prethodnim nalazima (Ikeda et al., 2023), iako je u ranijim
istrazivanjima njegova visoka zastupljenost bila izraZenija tokom ranijih faza razvoja biljke. Medu
vrstama koje su bile zastupljene u ve¢em broju u rizosferi tokom razli¢itih perioda izdvojile su se
Bacillus niacini 1 Bacillus simplex. Prisustvo B. niacin moze biti povezano sa sposobnosé¢u ove
bakterije da koristi nikotinsku kiselinu, prisutnu u eksudatima korena SeCerne repe, kao izvor
ugljenika iazota (de Oliveira et al., 2021). B. simplex je Siroko rasprostranjena bakterija zemljista, a
prethodno je pokazano da moze doprineti stimulaciji rastenja drugih biljnih vrsta, uklju¢ujuéi soju i
kukuruz (Senger et al., 2022). Medutim, na osnovu samog prisustva ovih bakterija u rizosferi ne moze
se zakljuCiti da one direktno uticu na rastenje Secerne repe, $to predstavlja vazno ogranicenje
interpretacije podataka dobijenih metabarkodiranjem. Jos jedan takson koji je bio zastupljen u vecoj
meri bio je rod Nitrososphaera, ranije uocenog sa visokom zastupljenoSéu u rizosferi kukuruza
(Cano-Serrano et al., 2026) 1 masline (Caliz et al., 2015). Predstavnici ovog roda pripadaju arheama
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koje ucestvuju u procesu oksidacije amonijaka, koji je vazan za kruZenje azota i rastenje biljaka
(Reyes et al., 2020). Njihova relativno visoka zastupljenost u rizosferi Seerne repe mogla bi biti
povezana sa dostupnoscéu azotnih jedinjenja u zemljistu, posebno imajuéi uvidu da je re¢ o zemljiStu
koje je bilo pod uticajem mineralnog dubrenja (Zarraonaindia et al., 2020). Prisustvo
mikroorganizama ukljucenih u ciklus azota dodatno ukazuje na ¢injenicu da mikrobiom rizosfere ne
predstavlja samo skup potencijalno korisnih bakterija, ve¢ funkcionalno kompleksnu zajednicu koja
ucestvuje u kruzenju elemenata i dostupnosti hranljivih materija biljci.

U filosferi su, slicno kao 1 u rizosferi, Actinobacteriota 1 Proteobacteria predstavljale dominantne
bakterijske grupe. lako je ukupni diverzitet filosferne zajednice bio nizi u odnosu na rizosferu, njena
struktura je pokazala prisustvo razliCitih bakterijskih taksona koji su se razlikovali u relativnoj
zastupljenosti tokom vegetacionog perioda. U analiziranoj filosfernoj zajednici najzastupljeniji
bakterijski rod bio je Komagataeibacter. Predstavnici ovog roda prethodno su registrovani u epifitnim
bakterijskim zajednicama na povrsini plodova razli¢itih biljnih vrsta (Gao et al., 2023; C. Zhang et
al., 2026), dok prema dostupnoj literaturi njihovo prisustvo na listovima drugih biljnih vrsta nije
prethodno zabeleZeno. Vrste roda Komagataeibacter imaju sposobnost oksidacije etanola i drugih
ugljeni¢nih jedinjenja (R. Gomes et al., 2018), kao i sinteze bakterijske celuloze, koja moze doprineti
formiranju biofilma i kolonizaciji biljnih povrSina (Augimeri et al., 2015). Drugi najzastupljeniji rod
bio je Acidothermus, koji je registrovan u razli¢itim biljnim mikrostanistima, ukljucujuéi rizosferu i
filosferu (Lin et al., 2022; Sommer et al., 2024). Predstavnici ovog roda poznati su po izrazenoj
celulolitickoj aktivnosti, Sto je povezano sa prisustvom vise gena koji kodiraju enzime uklju¢ene u
razgradnju biljnih strukturnih ugljenih hidrata (Barabote et al., 2009). Medu najces¢e detektovanim
vrstama u filosferi izdvojena je Komagataeibacter saccharivorans, s tim da se njena zastupljenost
znacajno smanjuje tokom jula meseca. Njena funkcionalna uloga u filosferi Sec¢erne repe josS uvek nije
dovoljno poznata. Njeno prisustvo, medutim, ukazuje na znacaj detaljnijeg proucavanja pojedinac¢nih
¢lanova filosferne zajednice, naroCito onih koji se pojavljuju u vecoj relativnoj zastupljenosti, ali ¢ija
funkcionalna povezanost sa domacinom jo$ nije razjasnjena.

Kada se rezultati metabarkodiranja uporede sa rezultatima izolacije, postaje jasno da je metoda
zavisna od kultivacije omogucila identifikaciju odredenih potencijalno korisnih bakterijskih grupa
koje nisu bile detektovane metodom nezavisnom od kultivacije. Ukupan broj efektivnih sekvenci
dobijen u ovom istrazivanju iznosio je 2,072 miliona, dok je detektovano ukupno 179 vrsta. U
poredenju sa pojedinim prethodnim istraZivanjima mikrobioma Secerne repe, u kojima je primenjena
veca dubina sekvenciranja, dobijen je manji broj sekvenci (Shi et al., 2014). Ove nize vrednosti mogu
biti posledica razlika u dubini sekvenciranja, ali 1 primenjenom V3-V4 regionu gena za /6S rRNK.
Izbor hipervarijabilnog regiona moZe znacajno uticati na taksonomsku rezoluciju, budu¢i da se
pojedini regioni razlikuju u sposobnosti razlikovanja blisko srodnih taksona (Johnson et al., 2019).
Sekvenciranje duzih fragmenata, odnosno veceg dela ili celog gena 16S rRNK, moZe pruziti dodatnu
filogenetsku informaciju i omoguditi precizniju taksonomsku klasifikaciju, posebno na nivou vrste.
Zbog toga cCinjenica da odredeni rod ili vrsta nisu detektovani metabarkodiranjem ne mora nuzno
znaciti da su potpuno odsutni iz uzorka, ve¢ moze biti posledica njihove niske relativne zastupljenosti,
ograniCenja primenjene metode ili nedovoljne rezolucije koris¢enog regiona.

Upravo zbog ovoga pojedini potencijalno korisni rodovi, uklju¢ujuéi rodove Brucella, Enterobacter
1 Paenarthrobacter, identifikovani su samo pristupom kultivacije. Medu detektovanim rodovima koji
su prethodno povezivani sa promocijom rastenja Secerne repe nalazili su se Acinetobacter, Bacillus,
Pseudomonas, Paenibacillus, Stenotrophomonas, Nocardioides (Okazaki et al., 2021), Enterobacter
1 Pantoea (Petrovi¢ et al., 2024). Sa druge strane, istrazivanje je ukazalo i na nekoliko rodova
povezanih sa SeCernom repom koji su u okviru ovog istrazivanja po prvi put izdvojeni kao
potencijalno korisni na osnovu ispitivanih funkcionalnih osobina, ukljuuju¢i Achromobacter,
Brucella, Pseudoxanthomonas, Paenarthrobacter 1 Peribacillus. Tpak, vazno je naglasiti da odredeni
rodovi detektovani metabarkodiranjem nisu bili zastupljeni medu kultivisanim izolatima, $to dodatno
ukazuje na komplementarnost ova dva pristupa u karakterizaciji bakterijske zajednice. Medu takvim
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rodovima, Komagataeibacter se izdvojio po relativno visokoj wucestalosti u rezultatima
metabarkodiranja, iako nije bio detektovan medu izolovanim bakterijama.

Ipak, rezultate dobijene u in vitro testovim treba tumaciti sa izvesnim oprezom. Prisustvo odredene
funkcionalne osobine u laboratorijskim uslovima ne garantuje da ¢e se ista osobina ispoljiti 1 u biljci.
Efikasnost bakterijskog izolata zavisi od njegove sposobnosti da kolonizuje odgovarajuce biljno
mikrostaniSte, uspostavi stabilnu interakciju sa domac¢inom i odrzi funkcionalnu aktivnost u prisustvu
drugih mikroorganizama i promenljivih abiotickih uslova. Zbog toga je slede¢i korak u evaluaciji
ovih izolata bio potvrdivanje njihovog biokontrolnog potencijala u in planta eksperimentima, kao 1
razumevanje mehanizama kojima ovi mikroorganizmi mogu doprineti povecanju otpornosti Secerne
repe prema patogenu Pseudomonas syringae pv. aptata P21.

U skladu sa tim, poredena su dva pristupa bioloske kontrole, direktna i indirektna primena
biokontrolnih sojeva bakterija, pri ¢emu je dodatno uporedivan efekat konzorcijuma T2 sa
pojedina¢nih  bakterijskih sojevima koji ga sainjavaju (Bacillus safensis MRh275 i1
Stenotrophomonas maltophilia JRh266). Direktna biokontrola, koja je podrazumevala istovremenu
inokulaciju biokontrolnih bakterija 1 patogena, dovela je do jasnog smanjenja razvoja lezija, Sto
ukazuje na neposredan antagonisti¢ki efekat primenjenih bakterijskih sojeva. Ovakav rezultat bio je
ocekivan na osnovu prethodno utvrdene in vitro antagonisticke aktivnosti odabranih izolata.
Medutim, interesantnije je to Sto je indirektni pristup pokazao izrazenije 1 stabilnije efekte na
parametre povezane sa aktivacijom odbrambenog sistema biljke. Ovo ukazuje da efekat korisnih
bakterija nije ogranicen na ispoljavanje antagonistickog delovanja bakterija prema patogenu, ve¢ da
prethodna interakcija biljke sa bakterijskim stimulusom moze pripremiti biljku za efikasniji odgovor
nakon naknadne infekcije.

Jedan od klju¢nih parametara koriS¢enth za procenu odbrambenog odgovora biljke bila je
koncentracija vodonik peroksida. Reaktivne kiseoni¢ne vrste, uklju¢uju¢i H2O2, imaju dvojaku ulogu
u interakcijama biljke sa mikroorganizmima. Sa jedne strane, njihovo nagomilavanje moze biti deo
ranog odgovora biljke na percepciju mikroorganizma ili patogena i1 doprineti aktivaciji signalnih
puteva. Sa druge strane, prekomerna akumulacija ROS moze dovesti do oksidativnog stresa i
ostecenja Celijskih struktura. Zbog toga sama povecana koncentracija H202 ne mora nuzno oznacavati
uspesniju aktivaciju odbrane. Funkcionalni zna¢aj ROS odgovora zavisi od njegove intenzivnosti,
vremenske dinamike isposobnosti biljke da odrzava redoks homeostazu (M. He etal., 2018). U nasem
istrazivanju, kod indirektne primene, povecane koncentracije H20:2 u neinficiranim biljkama
tretiranim pojedinacnim sojevima ukazuju na kontrolisanu aktivaciju oksidativnog signalnog sistema
nakon kontakta sa korisnim mikroorganizmima. SliCan obrazac ranije je opisan kod biljaka paprike
tretiranih bakterijom Pseudomonas putida A32 (Mesaro$ et al., 2025), gde je povecanje H202u
odsustvu patogena povezano sa signalnim procesima koji prate kolonizaciju korisnim
mikroorganizmima (Apel & Hirt, 2004). Medutim, kod T2 konzorcijuma bazalni nivoi H20:2 ostali su
nizi. Takav rezultat moze ukazivati na drugaciji obrazac regulacije redoks statusa, pri kome se signalni
kapacitet biljke povecava bez izrazene bazalne akumulacije H20:2 (Zheng et al., 2025). Nakon
infekcije patogenom, znacajno povecanje koncentracije H2O2 uoceno je samo kod biljaka tretiranih
sojem Bacillus pseudomycoides JRh226, dok je kod ostalih tretmana koncentracija vodonik peroksida
bila niza u odnosu na inficiranu kontrolu. Ovakav obrazac ukazuje da JRh226 moze snaznije aktivirati
oksidativnu komponentu odgovora nakon infekcije, dok ostali tretmani mogu doprineti efikasnijoj
kontroli akumulacije ROS 1 smanjenju oksidativnog stresa kod biljke (Mittler et al., 2022). Kod
direktne primene koncentracije H20:2 pokazale su varijabilniji obrazac. U pojedinim tretmanima
povecana akumulacija H2O2 nakon infekcije moze biti posledica istovremenog prisustva patogena i
biokontrolnog mikroorganizma. Ove razlike naglaSavaju znacaj redoks homeostaze u razlikovanju
regulisane aktivacije odbrambenog odgovora od odgovora izazvanih stresom (Noctor et al., 2018;
Tripathi et al., 2024). Zbog toga se razlike izmedu direktnog i indirektnog pristupa biokontroli ne
mogu svesti samo na razlike u intenzitetu ROS produkcije, ve¢ ih treba posmatrati u kontekstu
sposobnosti biljke da uspostavi ravnoteZzu izmedu signalne funkcije ROS i njihovog uklanjanja.

62



Superoksid dismutaza predstavlja jednu od prvih linija antioksidativne zastite biljke. Ovaj enzim
katalizuje transformaciju superoksidnih anjona u H202, koji se zatim uklanja ili dalje metabolise
pomocu drugih antioksidativnih enzima, ukljuc¢ujuci peroksidaze. Zbog toga se aktivnost superoksod
dismutaze i ukupnih peroksidaza ne moze posmatrati potpuno nezavisno od koncentracije H20:.
Njihova koordinisana aktivnost predstavlja vazan deo regulacije ROS homeostaze (Rajput et al.,
2021). Kod indirektne primene, povecana aktivnost superoksod dismutaze u neinficiranim biljkama
tretiranim  Stenotrophomonas maltophilia JRh266 1 T2 konzorcijumom ukazuje da korisni
mikroorganizmi mogu uticati na bazalni kapacitet antioksidativnog sistema. Nakon infekcije,
izrazenije promene aktivnosti superoksid dismutaze i1 peroksidaze dodatno ukazuju na specificnu
modulaciju odbrambenih puteva u zavisnosti od primenjenog tretmana. Slicna aktivacija
antioksidativnih enzima nakon infekcije prethodno je opisana kod biljaka kikirikija tretiranih
bakterijom Bacillus siamensis YB-1632 (Chang et al., 2025). Povecanje aktivnosti peroksidaza nakon
infekcije moze imati viSestruki znacaj. Pored uklanjanja H202, peroksidaze ucestvuju u ojacavanju
¢elijskog zida kroz oksidativno umrezavanje njegovih strukturnih komponenti. Na taj nacin, enzimski
odgovor moze istovremeno doprineti kontroli ROS 1 formiranju fizicke barijere koja otezava dalje
Sirenje patogena (Kaur et al., 2022; Mittler et al., 2022). Rezultate aktivnosti superoksod dismutaze i
peroksidaza zato treba posmatrati zajedno sa koncentracijom H20:2. Povecana aktivnost superoksid
dismutaze moze doprineti stvaranju H202, dok peroksidaze ucestvuje u njegovom uklanjanju. Zbog
toga povecana aktivnost ovih enzima uz kontrolisanu koncentraciju H202 moze ukazivati na efikasnu
regulaciju ROS homeostaze. Nasuprot tome, povecana koncentracija H202 bez odgovarajuceg
povecanja antioksidativne aktivnosti moZze ukazivati na izraZeniji oksidativni stres (Smirnoff &
Armaud, 2019). Ovakvo tumacenje je u skladu sa savremenim shvatanjem ROS kao molekula koji, u
zavisnosti od koncentracije, prostorne i vremenske dinamike i sposobnosti biljke da ih kontrolise,
mogu istovremeno ucestvovati u signalizaciji i doprineti oksidativnom oSte¢enju (Foyer, 2026). Kod
direktnog pristupa u neinficiranim biljkama uocena je karakteristicna kombinacija povecane
aktivnosti peroksidaza i smanjene aktivnosti superoksid dismutaze. Ovakav obrazac moze ukazivati
na specificnu regulaciju metabolizma ROS 1 bazalnog odbrambenog sistema. Medutim, sama
promena aktivnosti odbrambenih enzima u odsustvu naknadnog stresnog stimulusa nije dovoljna za
potvrdu ,,priming* efekta, koji podrazumeva povecanu spremnost biljke za brzi 1 intenzivniji odgovor
na naknadni stres (Vlot et al., 2021). Stoga se uo¢ene promene aktivnosti peroksidaze i superoksid
dismutaze pre mogu tumaciti kao promena bazalnog redoks i odbrambenog statusa biljke, nego kao
dokaz uspostavljenog ,,priming* efekta (Kaur et al., 2022). Nakon infekcije, peroksidazna aktivnost
ostala je povecana kod odredenih tretmana, dok promene aktivnosti superoksid dismutaze nisu bile
statisticki znacajne. To ukazuje da bi kod ovih tretmana peroksidaze mogle imati izrazeniju ulogu u
odgovoru biljke na infekciju. Slicne promene u antioksidativnim enzimima su ranije uocene i kod
drugih biljaka (H. Nguyen et al., 2025). Ovakvi rezultati su u skladu sa konceptom indukovane
sistemske rezistencije (ISR), kod kojeg korisni mikroorganizmi ne moraju izazvati trajnu aktivaciju
svih komponenti odbrane, ve¢ mogu pripremiti biljke da nakon pojave patogena aktivira
odgovaraju¢e odbrambene mehanizme (Charpe et al., 2025; Conrath et al., 2015; Mauch-Mani et al.,
2017).

Dodatni dokaz za potencijalnu sposobnost indirektnog biokontrolnog pristupa da pokrene ISR
pruZaju rezultati aktivnosti fenilalanin amonijum-lijjaze. Ovaj enzim je kljuéni u fenilpropanoidnom
metabolizmu 1 ucestvuje u usmeravanju metabolizma fenilalanina ka biosintezi niza sekundarnih
metabolita, ukljucujuéi fenolna jedinjenja i prekursore lignina. Zbog toga promena aktivnosti ovog
enzima moze ukazivati na metabolicko preusmeravanje resursa ka putevima koji doprinose odbrani
biljke (Ortiz & Sansinenea, 2023). Povecana aktivnost fenilalanin amonijum-lijaze u neinficiranim
biljkama tretiranim Bacillus safensis MRh275 1 Bacillus pseudomycoides JRh226 ukazuje na njihov
potencijal da pokrenu ISR i pripreme biljku za napad patogenom. Aktivacija PAL moze usmeriti
metabolicki tok ka biosintezi fenolnih jedinjenja, fitoaleksina i komponenti povezanih sa formiranjem
1 ojacavanjem celijskog zida. U tom smislu, poveéana bazalna aktivnost fenilalanin amonijum-
lijazePAL nakon tretmana korisnim bakterijama moze predstavljati jedan od pokazatelja da je biljka

63



metabolicki pripremljena za brzi odgovor na infekciju (Dutta et al., 2022; Vogt, 2010). Kod inficiranih
biljaka, povecana aktivnost fenilalanin amonijum-lijaze registrovana je nakon tretmana sojem .
maltophilia JRh266. Ovaj odgovor moze predstavljati aktivaciju fenilpropanoidnog metabolizma
indukovanu infekcijom, pri ¢emu povecana aktivnost fenilalanin amonijum-lijaze potencijalno
doprinosi stvaranju odbrambenih metabolita i povecanju lignifikacije na mestu infekcije (X. Wu et
al., 2025). Nasuprot tome, kod direktnog pristupa aktivnost fenilalanin amonijum-lijaze nije bila
indukovana u neinficiranim biljkama, Sto ukazuje da ovaj metabolicki put nije bio aktiviran pre
kontakta sa patogenom. Nakon infekcije, znacajno povecanje aktivnosti fenilalanin amonijum-lijaze
uoceno je samo kod biljaka tretiranih B. pseudomycoides JRh226. S obzirom na to da je ovaj tretman
istovremeno bio povezan sa znacajnim smanjenjem razvoja lezija, odgovor fenilalanin amonijum-
lijaze moze predstavljati jedan od mehanizama koji doprinose njegovom biokontrolnom efektu. Ovi
rezultati ukazuju na to da, za razliku od direktnog pristupa, indirektni tretman moze omoguditi
dovoljno vremena za uspostavljanje ISR i prate¢ih promena u odbrambenom statusu biljke, dok kod
direktnog pristupa takve promene pre infekcije nije moguce uociti (Backer et al., 2018; Conrath et
al., 2000).

Posebno zanimljiv aspekt istrazivanja predstavlja poredenje efekta pojedinacnih bakterijskih sojeva
sa T2 konzorcijumom. U indirektnom pristupu T2 konzorcijum nije dosledno nadmasio najefikasnije
pojedinacne sojeve u pogledu smanjenja velicine lezija. Medutim, konzorcijum je u vise slucajeva
izazvao izrazenije i uravnotezenije biohemijske promene. Tako su neinficirane biljke tretirane T2
konzorcijumom pokazale povecanu aktivnost superoksod dismutaze i ukupnih peroksidaza uz
istovremeno nizu koncentraciju H202. Ovakav obrazac moZze ukazivati na povecan kapacitet
pripremanja biljke za antioksidativni odgovor 1 efikasniju regulaciju ROS. Ovaj rezultat je vazan jer
pokazuje da procena efikasnosti konzorcijuma ne treba da se zasniva isklju¢ivo na jednom
fenotipskom parametru, kao §to je veli€ina lezije. Konzorcijum moze ostvarivati korist kroz promenu
fizioloskog stanja biljke 1 povecanje njene sposobnosti da odgovori na stres, ¢ak i1 kada neposredno
smanjenje simptoma nije vec¢e nego kod najboljeg pojedinacnog soja. Prednost konzorcijuma moze
proizlaziti iz komplementarnosti funkcionalnih osobina razli¢itih c¢lanova, njihove sposobnosti
kolonizacije razliCitih nisa ili aktivacije razli¢itth komponenti odbrambenog sistema (Sarma et al.,
2015). Ovi efekti bili su najizraZeniji pri indirektnoj primeni, u odsustvu infekcije, Sto ukazuje na to
da se glavna prednost konzorcijuma T2 ogleda u pripremi biljke za brzi i kontrolisaniji odgovor na
stres, a ne u direktnom suzbijanju patogena. Ovakav efekat je u skladu sa savremenim konceptom
indukovane pripremljenosti biljke mikroorganizmima i znacajem interakcija izmedu biljke i njenog
mikrobioma u aktivaciji odbrambenih odgovora (Pieterse et al., 2014; Riseh et al., 2025; Salwan et
al., 2023). Sa druge strane, kod direktne primene konzorcijum je pokazao najveée smanjenje veli¢ine
lezija i nadmasio pojedinacne sojeve. Istovremeno, kod direktne primene T2 je bio povezan sa nizom
akumulacijom H202, pove¢anom aktivnos¢u odbrambenih enzima, iako te promene nisu uvek bile
statisticki znacajne, kao i sa izrazenijom ekspresijom analiziranih gena. Sli¢ni rezultati opisani su u
istrazivanju Berendsen et al. (2018), koje je pokazalo da razvoj infekcije kod biljaka moZe podstaci
formiranje korisnih mikrobijalnih konzorcijuma sa izraZenijim zaStitnim efektima u poredenju sa
pojedinacnim sojevima, ukazujuéi na znacaj sinergistickih interakcija u odbrani biljke. Ovakvi efekti
verovatno proizlaze iz kombinacije komplementarnih osobina razli¢itth ¢lanova konzorcijuma,
ukljucujuéi produkciju metabolita, efikasniju kolonizaciju i istovremenu aktivaciju viSe odbrambenih
puteva, Sto je prethodno opisano za mikrobijalne konzorcijume (J. Hu et al., 2016; Rezaee Danesh et
al., 2025). Ovakva razlika izmedu direktne i indirektne primene ukazuje da kombinacija sojeva ne
mora nuzno da dovede do zbirnih efekata (De Vrieze et al., 2018). Njegova aktivnost zavisi od nacina
primene i konteksta u kome se primenjuje, ukljucujuéi fiziolosko stanje biljke i prisustvo patogena.
Savremena istrazivanja mikrobijalnih konzorcijuma ukazuju upravo na to da interakcije izmedu
¢lanova mogu biti pozitivne, neutralne ili negativne, a da ukupni efekat zavisi od ekoloskih uslova 1
funkcionalnih odnosa izmedu sojeva (Maciag et al., 2023; Niu et al., 2017; Vorholt et al., 2017).

Kako bi se detaljnije razjasnila molekularna osnova direktnog i indirektnog biokontrolnog efekta 1
utvrdila njihova povezanost sa mehanizmima indukovane sistemske rezistencije, analizirana je
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ekspresija Cetiri gena povezana sa razli¢itim komponentama odbrambenog i stresnog odgovora biljke .
To su geni NPRI, MYC2, LOX1 NCED. NPRI predstavlja jedan od klju¢nih regulatora signalizacije
povezane sa salicilnom kiselinom i ima centralnu ulogu u uspostavljenju sistemske rezistencije.
MYC?2 je vazan transkripcioni faktor povezan sa signalizacijom jasmonata i koordinira aktivaciju
odbrambenih gena, dok LOX kodira lipoksigenazu uklju¢enu u biosintezu jasmonata, koji ucestvuje
1ulokalnom i sistematskom imunskom odgovoru. NCED kodira klju¢ni enzim biosinteze apscisinske
kiseline, koja ima vaznu ulogu u regulaciji odgovora biljke na stres, ukljucujuci regulaciju stoma,
¢ime se povecava otpornost na patogene koje napadaju biljku ulaze¢i kroz njihove otvore, a jedan od
takvih patogena je 1 Pseudomonas syringae. Analiza ova Cetiri gena omogucila je sagledavanje
odgovora biljke kroz vise medusobno povezanih signalnih puteva, umesto posmatranja samo jednog
odbrambenog mehanizma. Pri interpretaciji ovih rezultata vazno je imati u vidu da ISR ne predstavlja
aktivaciju jednog specificnog signalnog puta, ve¢ slozen odgovor biljke u kome medusobno deluju
razli¢iti signalni putevi iregulatorni mehanizmi. U ovaj proces uklju¢eni su hormoni poput jasmonata,
etilena, salicilne kiseline i apscisinske kiseline, kao i ROS 1 razli¢iti transkripcioni regulatori (Vieira
et al., 2024). Zbog toga posmatranje ekspresije gena zajedno sa koncentracijom H20: iaktivnostima
antioksidativnih enzima i PAL omogucava potpuniji uvid u koordinaciju odbrambenog odgovora
biljke i pruza osnovu za poredenje odgovora izazvanih direktnim i indirektnim strategijama bioloske
kontrole.

Kod indirektne biokontrole, povecana ekspresija LOX u biljkama tretiranim B. safensis MRh275 1 S.
maltophilia JRh266, zajedno sa povec¢anom ekspresijom MYC2 i NPRI prvenstveno nakon infekcije,
ukazuje na potencijalnu aktivaciju odbrambenog odgovora povezanih sa jasmonatnom i salicilnom
kiselinom (Honig et al., 2023; Y. Yu et al., 2022). Ovaj rezultat je posebno znacajan kada se posmatra
zajedno sa povecanom aktivno$¢u superoksod dismutaze i peroksidaze, kao 1 kontrolisanom
koncentracijom H202, koja je blago smanjena u inficiranim biljkama, ukazuju¢i na regulaciju
oksidativnog stresa, a ne na njegovu akumulaciju (Gonzalez et al., 2024; Mittler et al., 2022).
Zajedno, ovi rezultati podrzavaju hipotezu da indirektna primena odabranih bakterijskih sojeva moze
aktivirati ISR ubiljci. Sli¢na koordinacija izmedu promena u ekspresiji odbrambenih gena i aktivnosti
antioksidativnih enzima opisana je kod Nedeljkovi¢ et al. (2025). Povecana aktivnost fenilalanin
amonijum-lijaze nakon tretiranja semena sojem S. maltophilia JRh266 dodatno dopunjuje ovaj
obrazac, ukljucuju¢i promenu pozicije lignina i1 akumulaciju fitoaleksina. Tako aktivacija
fenilpropanoidnog metabolizma moze doprineti povecanoj sposobnosti biljke da nakon infekcije
formira strukturne i hemijske barijere. Ovakav koordinisan odgovor predstavlja jednu od klju¢nih
razlika izmedu prostog neposrednog antagonizma prema patogenu i biokontrole gde mikroorganizmi
pripremaju biljku. Kod indirektne biokontrole korisni mikroorganizami mogu promeniti stanje
domacina tako da biljka postane sposobnija da reaguje na naknadni napad, pri ¢emu se povecava
njena otpornost na patogene.

Za razliku od indirektnog pristupa, direktna biokontrola generalno je izazvala snaznije, ali manje
koordinisane promene u analiziranim parametrima. Kodbiljaka tretiranih B. pseudomycoides JRh226
1 T2 konzorcijumom registrovana je znacajna indukcija gena povezanih sa razliitim signalnim
putevima, ukljucujuéi salicilnu, jasmonatnu i apscisinsku kiselinu. Posebno je interesantno Sto je kod
T2 tretmana ekspresija pojedinth gena bila viSa u biljkama tretiranim samo biokontrolnim
mikroorganizmima nego u biljkama istovremeno izlozenim patogenu. Ovo moze ukazivati da
prisustvo patogena menja ili ¢ak umanjuje signalni odgovor izazvan biokontrolnim tretmanom
(Pieterse et al., 2009; Tsuda & Somssich, 2015). Istovremeno, enzimski odgovori pratili su obrazac
promena u ekspresiji gena, jer je koncentracija H2O2uglavnom bila smanjena u inficiranim biljkama
tretiranim B. pseudomycoides JRh226 1 T2 konzorcijumom. Ovakva kombinacija rezultata moze
ukazivati na snazan indukovani odgovor izazvan tretmanom i infekcijom, a ne na koordinisani redoks
priming. Ovi rezultati ukazuju na to da efikasnost bioloSke kontrole nije odredena iskljucivo
suzbijanjem patogena. Sposobnost biljke da uskladuje transkripcioni i biohemijski odbrambeni
odgovor, posebno pri primeni indirektnih strategija, moze doprineti odrzivom i energetski efikasnijem
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jacanju imuniteta biljke (Charpe et al., 2025; Huot et al., 2014; Kaleh et al., 2025; Vos et al., 2013;
K. Yuetal, 2019).

U celini, rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da bakterijski mikrobiom Secerne repe
predstavlja znacajan izvor raznovrsnih mikroorganizama sa potencijalom za biolosku kontrolu biljnih
patogena. Integracijom pristupa zasnovanih na karakterizaciji sezonske dinamike mikrobioma,
izolaciji 1 funkcionalnoj karakterizaciji bakterijskih sojeva, in planta potvrdi njihovog biokontrolnog
potencijala ianalizi molekularnih i biohemijskih odgovora biljke, pokazano je da odabrani bakterijski
sojevi mogu doprineti smanjenju razvoja bolesti 1 modulaciji odbrambenog sistema Secerne repe.
Poseban znafaj imaju rezultati koji ukazuju na potencijal bakterija za aktivaciju mehanizama
povezanih sa indukovanom sistemskom rezistencijom. Time je uspostavljena funkcionalna veza
izmedu bakterijskog mikrobioma Secerne repe, osobina njegovih Clanova i sposobnosti odabranih
bakterija da uti¢u na otpornost biljke prema patogenu.

Za procenu prakticne primenljivosti izdvojenih izolata potrebna je dalja validacija u uslovima
oglednog polja, ukljucujuéi procenu njihove efikasnosti u razli¢itim agroekoloskim uslovima, uticaja
na prinos 1 tehnoloski kvalitet Secerne repe, stabilnosti efekta 1 kompatibilnosti sa postoje¢im merama
zaStite i tehnologijom proizvodnje. Pri izboru kandidata za potencijalnu primenu, pored efikasnosti i
stabilnosti biokontrolnog efekta, trebalo bi proceniti i biosigurnost, ekolosku prihvatljivost i
regulatorne aspekte njihove potencijalne primene.
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ZAKLJUCCI

1. Mikrobom Secerne repe predstavlja dinami¢nu 1 funkcionalno kompleksnu zajednicu bakterija
¢j1 se sastav 1 diverzitet menjaju tokom razliCitth faza rastenja i1razvica biljke. Primena 15 razli¢itih
selektivnih 1 obogacenih podloga omogucila je izdvajanje 635 bakterijskih izolata i proSirila uvid u
kultivabilnu komponentu bakterijske zajednice Se¢erne repe.

2. Sekvenciranje nove generacije omogucilo je detaljniju karakterizaciju sezonske dinamike
bakterijskog mikrobioma Secerne repe i identifikaciju taksonomskih grupa ¢ija zastupljenost zavisi
od fenoloske faze biljke. Na nivou razdela, sastav mikrobioma bio je relativno stabilan, uz dominaciju
Actinobacteriota 1 Proteobacteria u oba stanista, dok su se sezonske promene izraZenije ispoljile na
nivou rodova 1 vrsta, posebno u filosferi, gde je zabeleZena izrazena sezonska promena zastupljenosti
dominantnog roda Komagataeibacter 1 vrste Komagataeibacter saccharivorans, Cija je relativna
zastupljenost bila zna¢ajno smanjena u julu. U rizosferi je dominirao rod Bacillus 1 vrste Bacillus
niacini 1 Bacillus simplex, koji su bili stabilno zastupljeni tokom svih perioda vegetacije.

3. Izolovani bakterijski sojevi pokazali su razlicite funkcionalne osobine povezane sa
promocijom rastenja biljke i1 biolosSkom kontrolom patogenih mikroorganizama, ukljucujuci
sposobnost stimulacije klijavosti, produkciju egzopolisaharida, siderofora, cijanovodonika (HCN),
solubilizaciju fosfata, kao 1 antagonisticku aktivnost prema patogenima Secerne repe, ukljucujuéi tri
soja bakterije Pseudomonas syringae pv. aptata P16, P21 1 CFBR2437, kao i gljiva Fusarium
oxysporum 1 Rhizoctonia solani. Najveci broj istovremeno ispoljenih funkcionalnih osobina iznosio
je osam, pri ¢emu su ovaj nivo funkcionalne raznovrsnosti pokazali sojevi Acinetobacter
calcoaceticus MRh107, Bacillus safensis JRh276, Enterobacter ludwigii JRh243 1 JRh264, Pantoea
ananatis ORh24 1 B. pumilus ORh92, §to ih izdvaja kao perspektivne kandidate za dalju evaluaciju u
cilju promocije rastenja biljaka i bioloSke kontrole patogenih mikroorganizama.

4. Odabrani bakterijski sojevi pokazali su biokontrolni potencijal u in planta uslovima, ukazujuci
na mogucu povezanost funkcionalnih osobina utvrdenih tokom in vitro karakterizacije sa smanjenjem
razvoja bolesti izazvane patogenom Pseudomonas syringae pv. aptata P21. Efikasnost biokontrolnog
tretmana zavisila je od primenjenog bakterijskog soja i nacina njegove primene, pa su tako sojevi
Bacillus pseudomycoides JRh226 i Stenotrophomonas maltophilia JRh266 znacajno smanjili razvoj
lezija u oba pristupa biokontrole, dok je konzorcijum T2 pokazao efikasnost pri direktnoj primeni.

5. Promene koncentracije H20: 1aktivnosti enzima superoksid dismutaze i ukupnih peroksidaza
potvrduju da bakterijski tretmani moduliSu redoks odgovor Seferne repe tokom interakcije sa
patogenom, pri ¢emu je intenzitet 1 smer odgovora zavisio od primenjenog soja, prisustva patogena i
nacina primene. Indirektna primena, narocito tretman konzorcijumom T2, bila je prac¢ena izrazenijim
promenama koncentracije H2O2 1 aktivnosti enzima superoksid dismutaze i ukupnih perokisidaza
nakon infekcije, Sto ukazuje na aktivno ukljucivanje bakterijskih tretmana u regulaciju ROS odgovora
i odrzavanje redoks homeostaze biljke.

6. Promene aktivnosti fenilalanin amoniju-lijaze ukazuju na ukljucenost fenilpropanoidnog
metabolizma u odgovor SeCerne repe na bakterijske tretmane, pri ¢emu se efekat razlikovao u
zavisnosti od nacina primene 1 prisustva patogena. Indirektna primena sojeva Bacillus safensis
MR275 i Bacillus pseudomycoides JRh226 povecala je bazalnu aktivnost fenilalanin amoniju-lijaze
kod neinficiranih biljaka, dok je nakon infekcije povecanje zabeleZeno kod soja Stenotrophomonas
maltophilia JRh266, Sto ukazuje na aktivaciju fenilpropanoidnog metabolizma za efikasniji
odbrambeni odgovor. Kod direktne primene indukcija fenilalanin amoniju-lijaze bila je izraZenija tek
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nakon infekcije 1 zavisila je od soja, pri ¢emu je B. pseudomycoides JRh226 pokazao povecanje
aktivnosti povezano sa smanjenjem razvoja lezija.

7. Analiza ekspresije gena NPRI1, MYC2, LOX1 NCED pokazala je da bakterijski izolati razli¢ito
utiCu na komponente signalnih puteva salicilne, jasmonatne i apscisinske kiseline. Kod indirektnog
tretmana sojevima Bacillus safensis MRh275 1 Stenotrophomonas maltophilia JRh266 nakon
infekcije je posebno izrazena bila indukcija MYC2 i NPRI. Kod direktne primene, soj B.
pseudomycoides JRh226 pokazao je izraZzenu indukciju gena nakon infekcije ukljuCenih u vise
signalnih puteva, $to ukazuje na izrazen, ali specifican odgovor biljke na odredene bakterijske
tretmane.

8. Mikrobijalni konzorcijum T2 pokazao je da kombinovanje bakterijskih sojeva moze pruziti
dodatnu funkcionalnu vrednost, ali da njegov efekat zavisi od viSe parametara. Kod indirektne
primene, T2 nije nadmasio najefikasnije pojedinacne sojeve u smanjenju razvoja lezija, ali je pokazao
izraZeniji uticaj na biohemijske pokazatelje povezane sa regulacijom antioksidativnog odgovora.
Nasuprot tome, pri direktnoj primeni T2 je ostvario najvece smanjenje razvoja lezija i pokazao
izraZeniji ukupni biokontrolni efekat u odnosu na pojedinacne sojeve. Dobijeni rezultati ukazuju da
prednost konzorcijuma ne proizlazi nuzno iz aditivnog efekta njegovih ¢lanova, ve¢ iz njihove
komplementarnosti, ¢iji se efekat ispoljava u zavisnosti od konteksta primene.

9. Direktna 1 indirektna primena biokontrolnih bakterija dovele su do razli¢itth obrazaca
odgovora biljke. Direktna primena bila je posebno povezana sa neposrednim smanjenjem razvoja
lezija, dok je indirektna primena, odnosno prethodni tretman biljaka bakterijama pre infekcije,
pokazala izrazeniji potencijal za modulaciju fizioloskih i molekularnih mehanizama odbrane biljke.
Ovirezultati ukazuju da izbor nacina i vremena primene biokontrolnog mikroorganizma predstavljaju
vazne faktore u razvoju efikasne strategije bioloSke zaStite Secerne repe.
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PRILOZI

Prilog 1. Produkcija egzoenzima 635 bakterijskih izolata

Izolati izolovani maja meseca

Izolat

Vrsta

Amilaza

Proteinaza Zelatinaza Mananaza Celulaza

Katalaza

ML1
ML2
ML3
ML4
ML5
MLS
ML10
ML11
MLI15
ML16
ML17
ML18
MLI19
ML20
ML21
ML25
ML26
ML27
ML2R
ML29
ML30
ML31
ML156
ML158
ML159
ML162
ML164
ML166
ML168
ML169.2
ML170
ML171
ML172
ML173
ML254
ML255
ML257
MR32
MR33
MR35
MR36
MR37
MR38
MR39
MR40
MR41.1
MR41.2

Pseudomonas lutea

Stenotrophomonas tumulicola
Peribacillus frigoritolerans
Bacillus thuringiensis
Metabacillus dongyingensis

Metabacillus dongyingensis

Curtobacterium allii

Arthrobacter ginsengisoli

Pseudomonas paracarnis

Curtobacterium herbarum

Pseudomonas lurida

Bacillus thuringiensis

Pseudomonas grimontii

Micrococcus yvunnanensis

Metabacillus idriensis

Chryseobacterium lactis

Microbacterium phyllosphaerae
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MR44
MR45
MR46
MR47
MR48
MR49
MRS50
MR174
MR175
MR179
MR180
MRI8I
MR182
MRI184
MR185
MRI186
MR189
MR190
MR191
MR192
MR193
MR194
MR195
MR197
MRI198
MR199
MR200
MR201
MR202
MR203
MR204
MR205
MR208
MRh51
MRh53
MRh54
MRh55
MRh57
MRh58
MRh59
MRhé61
MRh62
MRh64
MRh65
MRh66
MRh67.1
MRh67.2
MRh68
MRh69

Microbacterium foliorum

Pseudomonas koreensi

Peribacillus simplex

Acinetobacter sp.

Rhodococcus sp.

Pantoea agglomerans

Stenotrophomonas sp.

Pantoea agglomerans
Serratia inhibens
Serratia inhibens

Arthrobacter bambusae

Serratia sp.

Paenarthrobacter nitroguajacolicus

Psudomonas proteolytica

Streptomyces exfoliatus

Advenella kashmirensis

Glutamicibacter halophytocola

Microbacterium foliorum

Rhodococcus jostii

Microbacterium sp.

Bacillus thuringiensis

Bacillus safensis

+ o+ 4+

+ o+ 4+

+ + + 4+
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MRh70
MRh71
MRh72
MRh73
MRh74
MRh75
MRh76.1
MRh76.2
MRh77
MRh78
MRh79
MRh&0
MRh§1
MRh&2
MRh&3
MRh&4
MRh&5
MRh&6
MRh&7
MRh92
MRh93
MRh94
MRh95
MRh96
MRh97.1
MRh97.2
MRh98
MRh99
MRh100
MRh102
MRh103
MRh105
MRh106
MRh107
MRh108
MRh109
MRh110
MRh112
MRh113
MRh115
MRh116
MRh117
MRh119
MRh121
MRh122
MRh123
MRh124
MRh125
MRh126

Acinetobacter calcoaceticus

Bacillus safensis

Rhodococcus jostii

Acinetobacter calcoaceticus

Pseudomonas sp.

Arthrobacter bambusae

Paenarthrobacter nitroguajacolicus

Stenotrophomonas lactitubi

Pseudomonas lini

Pseudomonas baetica

Arthrobacter bambusae

FPseudomonas frederiksbergensis

Pseudomonas brenneri

Acinetobacter calcoaceticus

Glutamicibacter halophytocola

Glutamicibacter halophytocola

Rhodococcus jostii
Arthrobacter pescens
Arthrobacter globiformis

Acinetobacter calcoaceticus
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MRh127
MRh129
MRh130
MRh132
MRh134
MRh135
MRh136
MRh137
MRh138
MRh139
MRh141
MRh143
MRh144
MRh145
MRh147
MRh148
MRh149
MRh150
MRh151
MRh154
MRh155
MRh210
MRh214
MRh215
MRh216
MRh217
MRh218
MRh219
MRh220
MRh221
MRh222
MRh224
MRh225
MRh226
MRh227
MRh228
MRh229
MRh230
MRh231
MRh232
MRh234
MRh235
MRh238
MRh241
MRh244
MRh245
MRh247
MRh251
MRh252

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Stenotrophomonas lactitubi

Streptomyces cyvaneochromogenes

Bacillus sp.

Arthrobacter bussei

Microbacterium profundi

Acinetobacter calcoaceticus

Variovorax paradoxus

Rhodococcus sp./Nocardia coeliaca
Paenarthrobacter nitroguajacolicus
Pseudomonas marginalis

Morganella morganii

Paenibacillus massiliensis
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MRh253 - - - - -
MRh261 Microbacterium phyllosphaerae - + + - -
MRh265 - + - - -
MRh267

MRh269 Bacillus thuringiensis
MRh270

MRh271 Bacillus thuringiensis
MRh275 Bacillus safensis - - - - +
MRh276 - - - - -

.
1]
1]
-+

+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

Izolati izolovani jula meseca

Izolat Vrsta Amilaza  Proteinaza Zelatinaza Mananaza Celulaza Katalaza

IL1 - - - - + +
JL2 Stenotrophomonas maltophilia - - - - -
JL3 Brucella pituitosa + - - - -
JL4 - + - - -
ILS Stenotrophomonas maltophilia + - - - -
IL6 - + - - -
IL7 - - - - -
JL8 - - - - -

JLY Stenotrophomonas maltophilia + - + + -

+ + + 4+ + + + o+

Pantoea agglomerans/Enterobacter
JL10 ins
ludwigii
JL11 Paenibacillus massiliensis - - + - -
JL12.1 - - - - -
JL122 - - - - -
JL13 - - - - -
JL14.1 - - - - -

+
'
'
'
'
+

JL14.2 Acinetobacter courvalinii - - - - -
JL15 Stenotrophomonas maltophilia - - + - -
IL16 - - - - -
JL19 - - - - -
JL20 Paenibacillus massiliensis - - - - -
JL22 + . - + .
JL23 Brucella grignonensis + - - - -
JL26 - + + +
JL30 Stenotrophomonas maltophilia - - - + +
JL35 - - - +
JL37 Stenotrophomonas maltophilia - - - - -
JL39 - - + - -
JL41 Stenotrophomonas maltophilia - - - + +
JL42 - - + - -
JL44 - - - - -
JL47 Stenotrophomonas maltophilia - - - + +
JL48 - + - - -
JL49 - + - + _

JL49.2 - - - - -
JL52 - - - - -
JL53 + - - - +

+ + + + o+ o+ F o+ o+ o+ A+ o+ o+ + + o+ o+ o+ F

JL54 Streptomyces sp. - - - - -
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JL55
JL56
JL60
JL62
JL65
JL66
JL67
JL70
IL71
JL72
IL74
JL75
JL76.1
JL76.2
IL79

JL80

JR82
JR83
JR84
IR85
IR86
IR87
IR88
JR89
JR90
JR91
JR92
JR93
JR95
JR96
JR98
JR100
JR104
JR108.1
JR108.2
JR109
JR110
JR111
JR111.2
JR113
JR114
IR115
JR116
JR118.1
JR125
JR126.1
JR126.2
JR129
JR130

Stenotrophomonas maltophilia

Stenotrophomonas maltophilia

Bacillus zanthoxyli/ Priestia arvabhattai
Pseudomonas sp.
Stenotrophomonas maltophilia

Stenotrophomonas maltophilia

Brucella pseudogrignonensis

Fantoea agglomerans/Enterobacter
ludwigii
Acinetobacter calcoaceticus

Micrococcus yuannensis

Pseudomonas sp.

Achromobacter sp.

Pseudoxanthomonas japonensis

Bacillus sp.

Streptomyces sp.

Brucella pseudogrignonensis

Bacillus safensis

Raoultella terrigena

Stenotrophomonas maltophilia
Pantoea brenneri
Acinetobacter calcoaceticus

Agrobacterium sp.

Sphingobacterium sp.
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JR131
JR133
JR134
JR135
JR139
JR141
JR141.2
JR143
IR144
JR145
IR 147
JR148
JR149.1
JR151
IR156
JR159
IR160
JR161
JRh162
JRh163
JRh164
JRh165
JRh166
JRh167
JRh168
JRh169
JRh170
JRh171
JRh172
JRh173
JRh174
JRh175
JRh176
JRh179
JRh181
JRh182
JRh185
JRh187
JRh188
JRh189
JRh190
JRh191.1
JRh191.2
JRh191.3
JRh192
JRh193
JRh194
JRh195
JRh197

Enterobacter mori

Stenotrophomonas sp.

Pseudomonas fulva

Kosakonia cowanii

Stenotrophomonas rhizephila
Enterobacter ludwigii

Brucella pseudogrignonensis

Stenotrophomonas maltophilia

Sphingobacterium canadense

Bacillus halotolerans

Stenotrophomonas maltophilia
Stenotrophomonas maltophilia
Peribacillus frigoritolerans
Stenotrophomonas maltophilia
Enterobacter ludwigii

Stenotrophomonas maltophilia

Brucella pseudogrignonensis

Enterobacter ludwigii

Sphingobacterium canadense

Enterobacter ludwigii

Stenotrophomonas maltophilia
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JRh198
JRh199
JRh201
JRh202
JRh205.1
JRh205.2
JRh207
JRh208.1
JRh208.2
JRh209
JRh210
JRh211
JRh213
JRh216.1
JRh216.2
JRh219
JRh221
JRh226
JRh227
JRh233
JRh234.1
JRh235
JRh236
JRh239
JRh240
JRh242
JRh243
JRh244.1
JRh244.1.2
JRh244.2
JRh245
JRh248
JRh254
JRh255
JRh256
JRh257
JRh258.1
JRh258.2
JRh259
JRh260
JRh261.1
JRh261.2
JRh263.1
JRh263.2
JRh264
JRh265
JRh266
JRh267
JRh268

Pseudomonas juntendi

Stenotrophomonas maltophilia

Enterobacter ludwigii

Achromobacter deleyi

Acinetobacter sp.

Stenotrophomonas maltophilia

Bacillus pseudomycoides
Bacillus safensis
Stenotrophomonas maltophilia
Stenotrophomonas maltophilia
Stenotrophomonas maltophilia

Elizabethkingia miricola

Stenotrophomonas maltophilia

Enterobacter ludwigii
Brucella pseudogrignonensis

Brucella pseudogrignonensis

Bacillus safensis

Bacillus safensis

Enterobacter ludwigii
Achromobacter sp.
Stenotrophomonas maltophilia
Peribacillus frigoritolerans

Bacillus safensis
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JRh269
JRh270
JRh272.1
JRh272.2
JRh273
JRh275
JRh276
JRh277
JRh278
JRh279
JRh280
JRh281
JRh285
JRh286
JRh287
JRh28R
JRh289
JRh290

Bacillus safensis
Agrobacterium tumefciens

Paenarthrobacter nitroguajacolicus

Bacillus safensis

Bacillus safensis

Enterobacter ludwigii

FPseudomonas grimontii

+ + +

O T S S T S S S S A S A A S T

Izolati izolovani oktobra meseca

Izolat

Vrsta

Amilaza

Proteinaza Zelatinaza Mananaza Celulaza

Katalaza

OL101
OL102
OL104
OL105
OL108
OL109
OL111
OL112
OL113.1
OL113.2
OL113.3
OL114
OL116
OL117
OL118
OL118.1
OL118.2
OL119.1
OL119.2
OL120
OL122
OL123
OL124
OL125

OL126

OL127
OL128
OL129

Erwinia persicina

Pseudomonas grimonti/Arthrobacter sp.

FPantoea sp.

Pseudarthrobacter psychrotolerans

Acinetobacter Iwoffii

Arthrobacter subterraneus

Promicromonospora xvlanilytica
Oceanobacilluas chungangensis

Pectobacterium brasiliense

Pantoea agglomerans/Curtobacterium
plantarum

Erwinia persicina

Pseudomonas marginalis

+
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OL131

OL133
OL136
OL138
OL139
OL140
OL141

OL142
OL146
OL147
OL148
OL149
OL150
OL151

OL152
OL154
OL155
OL156
OL157
OL158
OL159
OL160
OL161

OL162
OL164
OL165
OL166
OL167
OL168
0L253
OL254
0L257
OL258
0L259
OL260
0L262
0OL293
OR268
OR269
OR270
OR271
OR272
OR273
OR276
OR277
OR278
OR279
OR280
OR283

Enterobacter sp.

Exiguobacterium artemiae

Pseudomonas grimontii

Pantoea agglomerans
Erwinia persicina

Curtobacterium oceanosedimentum

Cytobacillus oceanisediminis

Pseudomonas sp.

Pseudomonas arenae

Pseudomonas sp.

Pantoea agglomerans

Pantoea agglomerans

Staphylococcus sp.

Micrococcus sp./Enterobacter sp.

Acinetobacter Iwaffii

Brevibacterium sp.

Acinetobacter radioresistens

Microbacterium sp.
Brevibacterium revenspurgense

Micrococcus yunnanensis
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OR284
OR285
OR286
OR287
OR288
OR289
OR290
OR291
OR292
OR301
OR302
OR303
ORh2

ORh3

ORh4

ORh6

ORh7

ORhK10
ORhKI12
ORh13
ORh14
ORhIS
ORhK16
ORhI8
ORhK20
ORh22
ORh24

ORh25.1
ORh25.2

ORhO26
ORhO28
ORhK30
ORhK32
ORh33
ORh35
ORh36
ORhO37
ORhO38
ORhO39
ORh40
ORh41
ORh43
ORh44
ORh45
ORh46
ORh47
ORh48
ORh51
ORh52

Micrococcus vunnaanensis -

Paenarthrobacter nitroguajacolicus -

Streptococcus rubneri +

Paracoccus yveei -

Micrococeus yunnanensis -

+

Paenibacillus dongdonensis +
Bacillus sp./Metabacillus idriensis

Bacillus licheniformis +

Bacillus pumilus -

Stenotrophomonas maltophilia -

Paenibacillus lautus +

Pantoea ananatis -

Bacillus pumilus -

Pantoea ananatis +

Pseudomonas grimontii -

+

+

+

+

Brucella pseudogrignonensis -

Macrococcus caseolyvticu -

Rhodococeus sovatensis -

Rhizobium zeae -

Bacillus safensis +
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ORhS53
ORh56
ORhS57
ORh58
ORh359
ORh60.2
ORh61
ORh64
ORh67
ORh69
ORhK71
ORhK72
ORhK73
ORh74
ORhK75
ORhK76
ORK77
ORh&0
ORhKE1
ORh&2
ORh8&3
ORh85
ORh86
ORh&7.1
ORhK87.2
ORhO88
ORhKE9
ORK90.1
ORh90.2
ORh91
ORh92
ORh93
ORhKh100
ORh242
ORh244
ORh247
ORh250
ORh306

Bacillus sp.
Dietzia maris

Rhodococcus coprophilus

Bacillus australimaris

Paenarthrobacter nitroguajacolicus

Bacillus zanthoxyli/Priestia arvabhattai
Pseudomonas arenae

Stenotrophomonas maltophilia

Bacillus sp.

Bacillus pumilus
Bacillus pumilus
Bacillus pumilus
Peribacillus simplex
Pseudomonas canavaninivorans
Bacillus pumilus
Bacillus sp.

Peribacillus simplex

—nema aktivnosti, + pozitivna aktivnost
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Prilog 2. Vrednosti indeksa alfa diverziteta (Observed species (A), Simpson (B), Shannon (C), ACE (D), Chaol (E), PD
whole tree (F) i Goods coverage (G)) u uzorcima rizosfere (R) i filosfere (P) prikupljenim tokom maja (M), jula (J) i
oktobra (O) (Preuzeto iz Krsti¢ Tomi¢ et al. (2023)).
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Prilog 3. Poredenje zastupljenosti razdela u uzorcima rizosfere (R) i filosfere (P) prikupljenim u maju (A), julu (B) i
oktobru (C). Leva polovina svake fotografije prikazuje ucestalost OTU koje pokazuju znacajne razlike (p <0,05)
izmedu grupa, pri cemu svaki stubi¢ predstavlja srednju vrednost. Desna polovina slike prikazuje interval pouzdanosti
varijacije izmedu grupa. Levi deo svakog kruga predstavljadonju granicu intervala pouzdanosti od 95%, dok desni deo
predstavlja gornju granicu. Centar kruga predstavlja razliku srednjih vrednosti. Boja kruga odgovara grupi sa ve¢om
srednjom vrednoscu (Preuzeto iz Krsti¢ Tomi¢ et al. (2023)).
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Prilog 4. Poredenje zastupljenosti rodova u uzorcima rizosfere (R) i filosfere (P) prikupljenim u maju (A), julu (B) i
oktobru (C). Leva polovina svake fotografije prikazuje ucestalost OTU koje pokazuju znacajne razlike (p <0,05)
izmedu grupa, pri ¢emu svaki stubi¢ predstavlja srednju vrednost. Desna polovina slike prikazuje interval pouzdanosti
varijacije izmedu grupa. Levi deo svakog kruga predstavlja donju granicu intervala pouzdanosti od 95%, dok desni deo

predstavlja gornju granicu. Centar kruga predstavlja razliku srednjih vrednosti. Boja kruga odgovara grupi sa vecom
srednjom vrednoscéu (Preuzeto iz Krsti¢ Tomic¢ et al. (2023)).
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Hpwuor 1.

N3jaBa o ayTopcTBY

Nwme u mpesume aytopa: Tamapa I. Kpcruh Tomuh

bpoj nnnekca: M3004/2020

N3jaBipyjem
Jla je JOKTOpCKa JAucepTalnja moji HacJoBOM

Kapakrepusaiuija ce30HCKe IpoMeHe MUKpoOroma mehepHe pele U kopeanuja ca OHOKOHTPOJIHUM
MMOTEHIIH]aJI0OM JIOOM]EHUX M30/1aTa

¢ pE3yiTaT COIICTBCHOI UCTPAKNBAYKOT' paziad,

* Ja AWcCepTanyja y IMeTUHN HU Y JeJIOBUMa HUje OuJia peaiockeHa 3a CTUIAkE ApyTre JUIIIIOME
mpeMa CTYAH]CKUM MPOorpaMuMa JPYTUX BUCOKOIIKOJICKHX YCTaHOBA;

* Jla Cy pE3yITaT KOPEKTHO HABCACHU U

* J1a HECaM KPIIIMO/JIa ayTOPCKa MpaBa U KOPUCTHO/JIa MHTEIIEKTYalIHy CBOJUHY JIPYTHUX JIUIIA.

[Tornuc aytopa

VY beorpany,
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Hpwuaor 2.

W3jaBa 0 MCTOBETHOCTHU IUTAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE BEp3Uje TOKTOPCKOT pajia

Nwme u mpesume aytopa: Tamapa I. Kpcruh Tomuh
bpoj nnnekca: M3004/2020
Cryaujcku nporpam: MosekynapHa Ouosoruja

HacnoB pana: Kapakrepu3zanmja ce30HCKe MpoMeHe MUKpoOnoma mehepHe pere n kopenanuja ca
OMOKOHTPOJIHUM MOTEHILIMjaJIoM T100MjeHUX M30J1aTa

MenTop: np Jenena Jlozo

W3jaBipyjeM Ja je mraMmiiana Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA €IIEKTPOHCKO] BEp3UjU KOjy
cam Ipeaao/na paau noxpamuBama y Jlururaianom penosuropujymy YHusepsurera y beorpany.

Jlo3BoJbaBaMm J1a ce o0OjaBe MOjU JIMYHH TOJAIM BE3aHU 3a MOOHjarke aKaJIeMCKOT Ha3WBa JIOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UMe U IPe3uMe, TOJJMHA U MECTO poljerba U AaTyM oa0paHe paja.

OBH NMMYHU TOJAlM MOTY c€ O0jaBUTH HAa MPEXKHHM CTpaHHIIAMa TUTHTATHE OMOIMOTEKe, y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJlory U y nyOaukanujama YHuBep3urtera y beorpany.

[Tornuc aytopa

Ui b@\uf o™

VY beorpany,
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Hpwuor 3.

W3jaBa o xopunthewy

Osnamhyjem YHuBep3uTeTcKy Oubnmmorexy ,,Crerozap MapkoBuh‘ na y JIurutanau peno3uTopujym
YuuBep3uteTa y beorpany yHece Mojy JOKTOPCKY IUCEPTAIlU]y IO HACIOBOM:

Kapakrepusamnmja ce30HCKe IpoOMeEHE MUKPpoOromMa rmehepHe pene 1 Kopeiamnnja ca OMOKOHTPOIHUM
[MOTEHIM]aJIOM IOOM]EHUX M30J1aTa

KOja je Moje ayTOPCKO JIENO.

Hucepranujy ca CBUM MPUIIO3UMa TIPEAA0/Ta caM y eJeKTPOHCKOM (opMaTy MOTOJHOM 3a TPajHO
apXHBUPAE.

Mojy HNOKTOpCKy IucepTanujy MHoxpameHy y JIUruTanHOM peno3uTopujyMy YHHBEp3UTETa Y
Beorpany u ocTynHy y OTBOPEHOM MPHUCTYITY MOT'Y JIa KOPUCTE CBU KOjH TOIITY]y OApea0e caapikaHe
y ogabpanom tumy nuiieHiie Kpearusne 3ajenuuiie (Creative Commons) 3a Kojy caM ce OJUTyqHno/Ja.

1. AytopcrBo (CC BY)
2. AytopctBo — HekomepirjaaHo (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO — HexoMeprujarHo — 6e3 mpepana (CC BY-NC-ND)
4. AyTopcTBO — HEKOMEpIHjanHo — aenutu noj uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTBo — 6e3 nipepana (CC BY-ND)
6. AytopcTtBo — nenutu o uctuM ycinosuma (CC BY-SA)
(MonmuMo 1a 320KpYXKHUTE caMo jeJIHY OJ1 IIEeCT MOHYHeHUX TUICHIIH.

Kpatak onuc JIuIeHIHN je cacTaBHU JI€0 OBE U3jaBe).

[Tornuc aytopa

S\l\ b@\w\i )U 0 \vwdgf

VY beorpany,
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Hpwuor 3.

1. AyropcrBo. /[03BoJbaBaTe YMHOXKABaHkE, TMCTPUOYIIM]Y U jABHO CAOIIITABAKE JeTa, U Ipepaje,
aKo ce HaBele MMe ayTopa Ha Ha4WH onpel)eH o7 CTpaHe ayTopa WIIM JaBaolla JUIEHIIE, YaK U Y
KoMepLHujanHe cBpxe. OBo je Hajc1000aHM]a 01 CBUX JIMIICHIIH.

2. AyTOpCcTBO — HeKoMmepuujajaHo. Jlo3BosbaBaTe YMHOXKaBame, IUCTPUOYIM]y U JaBHO
CaoMIITaBaKkE JICNa, ¥ IIPepajie, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HaduH oJpel)eH 01 CTpaHe ayTopa Ui
nasaona jauienie. OBa TUIEHIa He J03B0JbaBa KOMEPIUjAIHY ynoTpely aena.

3. AyTOpcTBO — HeKOMepUHUjaJdHO — 0e3 mpepajaa. J(03BojbaBaTe yMHOXKAaBame, TUCTPUOYLIU]y U
JaBHO caommiTaBame Jena, 0e3 mpoMeHa, TPeoOIMKOBakba UITH YIIOTpeOe Jiejia y CBOM JIelTy, ako Ce
HaBe/le UMe ayTopa Ha Ha4MH ojpel)eH o] cTpaHe ayTopa WM jJaBaolia JuieHie. OBa JIuIlleHIa He
JI03BOJbaBa KOMEpIUjaIHY ynoTpeOy aena. Y OJHOCY Ha CBE OCTalle JIMIICHIIe, OBOM JIMIIEHIIOM Ce
orpannyara Hajpehu o6uM mpasa kopuIhema aena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIHjaJIHO — JeJUTH MOJ HCTHUM ycJaoBHMA. /[03B0JbaBaTE YMHOKABAE,
JUcTpuOyIU]y U JaBHO caolllITaBamb€e Jeja, U pepajie, ako ce HaBe/ie MMe ayTopa Ha HauuH ojipeleH
O]l CTpaHe ayTopa WUJIM JaBaolla JUIIEHIIE U aKo ce Tpepaaa TUCTpUOyHrpa Moa UCTOM UITU CIUYHOM
muneHiioM. OBa JHIeHIIa He J03B0JbaBa KOMEPIMjalHy yIIoTpeOy Jiena u npepaja.

5. AyropcTBo — 0e3 npepana. J[03Bo/baBaTe yMHOKaBabe, TUCTPHOYIIH]y U jaBHO CAOIIITABAE
nena, 6e3 mpoMeHa, MPeoOIMKOBaba HITH YIIOTpeOe Jena y CBOM JIeiy, aKo Ce HaBeJe MMe ayTopa Ha
HA4YMH oJpel)eH ol cTpaHe ayTopa WiM JaBaoiia JinieHiie. OBa JIMIEHIa 103B0JbaBa KOMEPIIHjaTHY
ynotpedy nena.

6. AyTOpCTBO — IeJINTH MO HCTUM ycJIoBHMA. J|03B0JbaBaTe YMHOKABAE, TUCTPUOYIIN]Y U JABHO
CaoIIITaBamke Aema, U mpepajie, ako ce HaBe/le UMe ayTopa Ha HadylH oJipel)eH of] cTpaHe ayTopa M
JlaBaolla JIUIICHIIE M aKO Ce Ipepaaa AMCTpuOynpa o1 UCTOM WIIH CITMYHOM JiniieHoM. OBa JIMIeHIa
JI03BOJhaBa KOMEPITHjaTHy yIoTpeOy nemna u npepaja. Cindnaje copTBepCKuM JIMIeHIIamMma, OJTHOCHO
JUIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.
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   OD c =  OD  negativne   kontrole + 3 ∗  SD  negativne   kontrole


  A   =   ε   x   I   x   C


  Δ A   =  A  3 min −    A 0


  inhibicija   redukcije   NBT − a    ( % ) =      A kontrola −    A test   A kontrola   x   100 %


  aktivnost   SOD    ( U ) = 50 %   inhibicije   redukcije   NBT .  

