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SANTRUMPOS

AASM - augaly augimg skatinantys mikroorganizmai;

aps./min — apsisukimai per minute;

ANOVA — dispersinés analizés metodas (angl. Analysis of Variance);
BLAST — palyginiy paieSkos programa (angl. Basic Local Alignment Search
Tool);

BLASTn — nukleotidy seky palyginiy paieskos programa (angl. Nucleotide
BLAST);

bp — baziy pora;

KFV - kolonijg formuojantis vienetas (angl. Colony Forming Unit);
HPLC-MS — didelio naSumo skys¢iy chromatografija su masiy spektrometrija
(angl. High Performance Liquid Chromatography with Mass Spectrometry);
LB - lizogeninis sultinys (angl. Lysogeny Broth);

LC — skysciy chromatografija (angl. Liquid Chromatography);

MF — gamtinis fosforitas i§ Maroko;

m/v — masés/turio santykis;

m/z — masés/kriivio santykis;

NCBI — nacionalinis biotechnologijos informacijos centras (angl. National
Center for Biotechnology Information);

OT — optinis tankis;

PGR — polimerazeés grandininé reakcija;

v/v — tiiris tiryje;

SynComs — sintetinés bendruomenés (angl. Synthetic Communities);

SKN - standartiné klimato norma;

WHO - pasauliné sveikatos organizacija (angl. World Health Organization).



IVADAS

Svarbiausias Zemés iikio sektoriaus uzdavinys yra padidinti Zemés tikio
augaly derliy ir ateityje patenkinti iSaugusius gyventojy maisto poreikius [1].
Norint jveikti §j uzdavinj reikia sutelkti didelj démesj j dirvozemio biologine
jvairove ir agroekosistema tam, kad biity galima geriau suprasti sudétingus
procesus ir jy sgveikg valdant Zemés tikio mechanizmus [2]. Darnus Zemés
iikis yra gyvybiSkai svarbus Siuolaikiniame Zmoniy gyvenime. D¢l vis
didéjancios zmoniy populiacijos jis suteikia galimybe patenkinti iSaugusius
zemes tkio poreikius, o taip pat tausoti, saugoti, pagerinti aplinka ir gamtinius
iSteklius bei prisideda prie ekonominés ir socialinés plétros [3,4].

Dirvozemio derlingumas ir Zemés tikio produkcijos kiekis labai priklauso
nuo to, kokios augaly apsaugos ir augimo stimuliavima skatinancios
priemonés yra naudojamos [5]. Pagal Jungtiniy Tauty maisto ir Zemés tkio
organizacijos duomenis (angl. United Nations Food and Agriculture
Organization, FAO), kuri yra viena didZiausiy specializuoty organizacijy
Jungtiniy Tauty sistemoje ir jos darbe dalyvauja 194 pasaulio Salys,
nenaudojant augaly apsaugos priemoniy kasmet pasaulyje nuo jvairiy augaly
ligy, kenkéjy ir piktZoliy Zemés tkio produkcijos nuostoliai siekty 50 % ar net
daugiau [6]. Tuo tarpu biologinés kilmés augaly apsaugg ir augima
stimuliuojanciy priemoniy naudojimas jrodytas gausiais moksliniais tyrimais,
kuriais siekiama gauti ne tik didesnj Zemés tkio augaly derliy, bet ir daryti
kuo mazesnj neigiama poveikj aplinkai [7].

Pastaraisiais metais visame pasaulyje fiksuojamas dirvozemio
derlingumo sumazéjimas. Dirvozemio degradacija visy pirma vyksta dél
tiesioginio zmoniy jsiki§imo: Zemés dirbimo, cheminiy trasy ir pesticidy
naudojimo, kitos socialinés ir tkinés veiklos [8]. Pagrindiniai dirvoZemio
derlinguma mazinantys veiksniai — globaliné¢ klimato kaita, temperatiiros
kilimas, besikeiciantis dirvos drégnis bei vandens trukumas, spartus augalo
vystymuisi prieinamy organiniy ir mineraliniy medziagy mazéjimas. Pati
svarbiausia sveiko, derlingo ir naSaus dirvoZzemio grandis — mikroorganizmai,
kurie yra bitini maistiniy medziagy ciklui ir derlingumui palaikyti [9].
Atliekama daugybé jvairiy tyrimy ieSkant optimaliy budy, kurie leisty
sukomponuoti tinkamg dirvozemio mikrobiotos sudétj ir funkcionaluma
augaly  vegetaciniams  procesams [10].  Pasaulyje = komerciniai
mikrobiologiniai preparatai zemés iikio rinkoje atsirado prie§ mazdaug 120
mety, taciau tik pastaruosius deSimtmecius sulauké ypatingo démesio [11].

Kouchebagh ir kt. 2012 metais atliktas tyrimas parodé, jog kukurtzy
derliui kaip mikrobiologinis produktas buvo iSbandyti Pseudomonas,
Azospirillum ir Azotobacter genciy mikroorganizmai. Gauti rezultatai parodeé,
jog kukuriizy lapuose padidéjo chlorofilo kiekis, kurj galéjo salygoti



mikroorganizmy gebéjimas iSlaisvinti maistines medZziagas | augalams
prieinamas formas. Tai savo ruoztu lémé geresnj augaly augima, padidino lapy
plota bei fotosintezés procesa. Taip pat nemazai mokslininky patvirtino apie
teigiama sékly, uzkrésty Siomis bakterijy kultiromis poveikj kukuriizy derliui
[12].

Jakiené ir kt. 2015 metais aprasé biologiniy preparaty, tokiy kaip
»Azofit”, , Nagro”, ,.Bioplant Flora” ir ,,Raskila” jtaka ,,Ernestina” veislés
cukriniy runkeliy produktyvumui. Buvo nustatyta, kad naudojant
mikrobiologinius preparatus pageréjo ne tik dirvozemio buklé, bet padidéjo ir
cukriniy runkeliy derlingumas, Sakniavaisiy cukraus kiekies [13].
Sinkeviciené ir kt. 2018 metais tyringjo biologinés traSos ,,Fitokondi” poveikj
ekologiskai auginty bulviy ligoms. Tyrimo metu pastebéta, jog vegetacijos
metu nustatyta maziau maro (lot. Phytophthora infestans) ir sausligés (lot.
Alternaria solani) paZeisty augaly, o maro pazeidimy bulviy gumbuose visai
nerasta [14]. Pastaruoju metu didelio susidoméjimo sulaukia mikroorganizmai
gebantys skaidyti jvairius augaly likucius, tokius kaip nukritg augaly lapai,
Siaudai ar smulkios durpés savo sudétyje turincios daug celiuliozés, kuri
pagerina dirvozemio struktiirg. Gaidé ir kt. 2019 metais aprasé tyrimg, kurio
metu i§ dirvozemio izoliavo celiuliazes produkuojancius mikroorganizmus.
Nustatyta, jog Bacillus subtilis DSM 1088 skatina celiuliozés irimg iki
gliukozés, kuri naudojama kaip energijos ir anglies Saltinis biosferos
procesuose, o tai jrodo, kad mikroorganizmai dalyvauja jvairiuose aplinkos
procesuose [15].

Atsizvelgiant | mokslinius tyrimus ir pastaruoju metu sparciai vystantis
biotechnologijoms, degraduojanCiam dirvozemiui atkurti vis dazniau |
pagalba pasitelkiami mikrobiologiniai metodai. Vieni i§ svarbiausiy atradimy
yra mikroorganizmy jvedimas j dirvozem]j ar jvairias augalo dalis [16].
Mikrobiologiniy produkty sudétyje yra nattralios kilmés medziagy ir
naudingy mikroorganizmy, kuriuos galima naudoti siekiant aktyvinti séklas,
augalus ar dirvozemj. Su mikrobiologiniais preparatais j dirvoZzem]j pateke
gyvybingi mikroorganizmai dauginasi ir taip uzima pagrinding ekologing nisa,
neleisdami dominuoti kenksmingiems ligas sukeliantiems mikroorganizmams
[17]. Augalams naudojami bioproduktai pagerina augaly mitybos efektyvuma,
sukelia gyvybiniy ir struktiiriniy procesy pokycius siekdami paveikti augaly
augima, pagerina abiotiniy ir biotiniy stresy toleravima ir padidina produkty
derliy bei kokybe [18]. Siekiant pagerinti dirvozemio naSumg bei augaly
derlinguma pasaulio mokslininky bei Zemés tkio sektoriaus darbuotojy
démesys buvo sutelktas | naujas biotechnologijas bei jvairiy inovatyviy
bioprodukty kiirima.
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Darbo tikslas:
Sukurti Zzemés tkio augaly kultiiry mikrobiologinio produkto prototipa(-
us), skatinancius augaly vegetacijos procesus.

Darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti skirtingy Zemes iikio augaly kulttiry rizosferiniy dirvozemiy
mikrobiotos santykinio gausumo rodiklius;

2. Izoliuoti ir identifikuoti tikslinius mikroorganizmus, pasiZymincius
augaly augima skatinanc¢iomis savybémis;

3. Optimizuoti atrinkty mikroorganizmy ar jy miSiniy mitybinés terpés
sudéti ir kontroliuojamus augimo parametrus atlieckant fermentacijos
procesus 5.4 L laboratorinio tiirio bioreaktoriuose (EDF 5.4 1);

4. Ivertinti mikroorganizmy gebéjimg iSskirti bioaktyvius junginius bei
$iy mikroorganizmy inokuliavimo poveikj augaly vegetaciniams procesams.

11



MOKSLINIS NAUJUMAS

Siuo metu pasaulyje ypa¢ didelis démesys yra skiriamas ekologiniams
zemés ukiams. Jis vertinamas kaip perspektyvi tradicinio Zemés iikio
alternatyva. Sio tipo Zemés tikyje naudojama speciali Zemdirbystés technika,
kurios metu auginimo technologijoje cheminés ir mineralinés traSos yra
pakeiCiamos jvedus mikrobiologinius preparatus, i kuriy sudétj jeina
nepatogeniniai mikroorganizmai, jvairiis fermentai ar kitos biologiskai
aktyvios ir augaly vegetacijai reikalingos medziagos. Mikrobiologiniy trasy
nauda augalams ir dirvozemiui yra pagrista papildomy mikroorganizmy
IneSimu } dirva padidinant dirvoZzemio mikrobiologine jvairove ir skatinant
nattraliai jame vykstancius procesus [19]. Mikroorganizmy populiacija
dirvozemyje yra svarbi pagrindiniams procesams, skatinantiems agrariniy
ekosistemy stabilumg ir produktyvuma.

Sio projekto metu sukurtas inovatyvus bioprodukto prototipas, skirtas
augaly vegetaciniams procesams gerinti. Jo sudétyje derinami i§ jvairiy
skirtingy zemés tikio augaly Sakny rizosferos izoliuoti ir atrinkti
mikroorganizmai, iSskiriantys biologiskai aktyvius junginius, kurie skatina
augaly vegetacijos procesus. Mokslinio projekto metu nustatyta geriausiai
suderinamy atrinkty mikroorganizmy kompozicija, kuri geba suteikti
augalams efektyvy apriipinimg maisto medziagomis ir atsparuma abiotiniams
ir biotiniams stresams. Taip pat sukurti laboratorinio lygio fermentacijos
procesai, kuriy mety vienoje aplinkoje kultivuojamos kelios skirtingos
bakterijy gentys, o tokie gauti rezultatai ateityje gali buti pritaikyti didelio
masto pramoniniuose fermentacijos procesuose. Fermentacijos procesy metu
sukomponuoti biopreparatai Priestia sp. IIIDEG4, Paenibacillus sp.
HIDEG36 + Priestia sp. IIDEGY93 ir Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas
sp. IJAK44 + Streptomyces sp. 1JAK91 nustatyti kaip konkurencingi
mikrobiologiniai produktai, pasizymintys unikaliomis savybémis ir efektyviu
pritaikomumu Zemés tkyje.

Atsizvelgiant | gautus mokslinio projekto tyrimo rezultatus bus galima
geriau suprasti mikroorganizmy naudg Zemés tkio sektoriuje. KonkrecCiy
mikroorganizmy izoliacija ir pritaikymas tam tikroms augaly kultiroms yra
daug laiko ir jvairiy analiziy reikalaujantis darbas bei $iy dieny naujoveé. Sio
darbo metu nustatyta perspektyviausia dirvozemio ir paséliy inokuliavimo
mikroorganizmais strategija, kuri leidzia pagerinti augaly vegetacijg ir taip
sumazinti cheminiy ir mineraliniy trasy, daran¢iy neigiama poveikj aplinkai,
naudojima, o tuo paciu yra nesudétingas, ekonomiskas ir aplinkg tausojantis
procesas.

12



Ginamieji teiginiai:

1. Actinomycetota, Pseudomonadota ir Bacillota bakterijy tipai yra
labiausiai dominuojantys rizosferiniuose dirvozemiuose Z. mays, P.
vulgaris ir T. aestivum augaly kulttirose.

2. Dviejy ar trijy skirtingiems bakteriniams tipams priklausanciy izoliuoty
mikroorganizmy miSinys gali veikti sinergiSkai ir lemti geresnes netirpiy
fosfatiniy junginiy tirpinimo savybes bei didesnes organiniy riugsciy
koncentracijas.

3. Priestia sp. IIIDEG4, Paenibacillus sp. IIIDEG36 + Priestia sp.
IIDEGY93 ir Bacillus sp. 1JAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44 +
Streptomyces sp. IJAK91 geba vykdyti augaly hormony sintezg.

13



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Tvaraus zemés iikio reik§meé pasaulyje

Vienas i§ reikSmingiausiy ir svarbiausiy sektoriy pasauliniame kontekste
yra zemés ikis. Zemés tkis — tai zemés dirbimas, gyvuliy auginimas, maisto,
pluosty ir kity produkty gamyba Zmoniy poreikiams tenkinti. Tai viena
seniausiy ir svarbiausiy zmogaus veiklos riiSiy, nes ji sudaro pagrinda
apriipinti zmonija maistu, skatina ekonomine plétra ir yra tvarus pragyvenimo
Saltinis milijonams Zmoniy visame pasaulyje. Zemés ikio $aknys siekia
tikstanCius mety, o jo plétra pakeité Zmoniy gyvenima ir atvéré kelig
miestams bei civilizacijoms augti. Per pastarajj Simtmetj pasaulis susidaré su
dideliu Zmoniy populiacijos augimu, o §is spartus gyventojy skaiciaus
augimas sudaré didelj spaudimg Zemés iikiui ir jo iSauginamai produkcijai.
Siandien wikininkavimas tebéra viena i§ biitiniausiy ir svarbiausiy ekonomikos
grandiniy [20].

Dirvozemio derlingumas ir zemés tikio produkcijos kiekis labai priklauso
nuo to, kokios augaly apsaugos ir augimo stimuliavimg skatinancios
priemonés yra naudojamos. Didzioji dalis Zzemés tikyje naudojamy cheminiy
ir mineraliniy augaly trasy veikia ne tik patogeninius mikroorganizmus ir
tiekia augalui mineralines medziagas, bet gali daryti neigiamg poveikj
aplinkai bei zmoniy sveikatai [21]. Tod¢l labai svarbu, kad jy naudojimas bty
reglamentuotas ir ekonomiskai pagristas. Tuo tarpu naudojant augaly augima
stimuliuojancias priemones siekiama gauti ne tik didelj zemés tkio augaly
derliy, bet ir daryti kuo mazesnj zalingg poveikj aplinkai [22, 23].

Sunku glaustai apibrézti tvaraus zemés iikio savoka, nes tvarumas apima
daugybe aspekty. Taciau Pasaulinés aplinkos ir plétros komisijos (angl. World
Commission on Environment and Development) 1987 m. Brundtlando
ataskaitoje ,,Musy bendra ateitis“ (angl. Our Common Future) tvarus
vystymasis pirmg kartg apibréztas kaip ,,vystymasis, kuris patenkina
dabartinés kartos poreikius, tuo paciu nepablogindamas gyvenimo salygy
ateities kartoms* [24]. Pagrindiniai tvaraus Zzemeés iikio bruozai yra
tkininkavimas taip, kad biity gerai valdomos gamtos sistemos ir iStekliai, o tai
apima sveiko dirvozemio kiirimg ir erozijos prevencija, efektyvius ir tvarius
vandens iSsaugojimo metodus, oro ir vandens tarSos mazinimg, anglies
kaupimg dirvozemyje ir (arba) augalinéje medziagoje, augaly atsparumo
ekstremalioms oro saglygoms didinimg ir biologinés jvairovés skatinimg. Taip
pat jvairios zemétvarkos praktikos gali prisidéti prie tvaraus zemés tikio, o tai
ypa¢ apima ir séjomaing bei augalininkystés jvairove, jskaitant tarpinj
auginima ir daugiametg séjomaing [25].
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Siekiant didesnio Zemés tikio tvarumo skatinama taikyti agroekologinius
principus pritaikytus biologinéje ar ekologinéje Zemdirbystéje. Ekologingje
zemdirbystéje vengiama sintetiniy traSy ir cheminiy priedy, tokiy kaip
pesticidai, naudojimo, kartu skatinant séjomaing, daugiausia démesio skiriant
dirvozemio derlingumo palaikymui ir uzdariems maistiniy medziagy ciklams.
TaCiau nepaisant jrodyty ekologinio tkininkavimo pranasumy, pagal
Tarptautinés ekologinés Zemdirbystés judéjimo federacijos duomenis (angl.
International Federation of Organic Agriculture Movements, IFOAM)
sertifikuotas ekologinis Gikininkavimas uzima tik apie 7 % pasaulio ariamos
zemés (96 mln. ha) ir 4,5 min. ekologiniy gamintojy i§ dalies todél, kad jis
Iprastai duoda mazesnj derliy nei jprastiné zemés tikininkavimo praktika [26].
Pagal Jungtiniy Tauty (angl. United Nations, UN) prognozuojamus duomenis
tam, kad ekologinés sistemos biity placiai pritaikytos reikéty idirbti daugiau
zemés norint iki 2100 m. iSmaitinti 2 mlrd. iSaugusig planetos zmoniy
populiacija. Taip pat Jungtiniy Tauty 70-ojoje sesijoje 2015 m. priimta
Generalinés Asambléjos rezoliucija, kurioje paskelbta 17 pasaulio darnaus
vystymosi tiksly (DVT17) ir 169 uzdaviniai, kuriy vienas i$ pagrindiniy tiksly
yra iki 2030 m. pasiekti tvary vystymasi, uztikrinant socialinj, ekonominj ir
aplinkosauginj tvarumg visame pasaulyje. Antrasis Jungtiniy Tauty Darnaus
Vystymosi Tiksly (angl. United Nations Sustainable Development Goals,
SDGs) yra panaikinti badg, uztikrinti Zmonijos apriipinima maistu ir geresng
mitybg bei skatinti tvary Zemés tkj [27]. Taciau zemés ukis, kaip pasaulinés
maisto gamybos pagrindas, XXI amziuje susiduria su daugybe i§Stikiy. Greitai
kintantis planetos klimatas, pasiZymintis sunkesniais ir vis nenusp¢jamesniais
ory modeliais, kelia didele grésme zemés tkio derliui. ISauggs poreikis
maitinti vis labiau augancia populiacija kartu su susirGpinimu dél aplinkos
tvarumo paskatino pereiti prie kitokiy tkininkavimo praktiky ir ieSkoti
alternatyvy tradiciniam zemés tukiui. Tradiciniai metodai, zinomi dél
intensyvaus cheminiy medziagy naudojimo pas¢liams ir augaly kultiiros, buvo
tikrinami dél galimo poveikio dirvozemio degradacijai, vandens tarSai ir
biologinés jvairoves nykimui. Atsizvelgiant j Sias aplinkybes, tvarios Zemés
tkio praktikos (angl. Sustainable agricultural practices, SAPs) taikymas
jgavo pagreit] kaip perspektyvi strategija, padedanti iSlaikyti pusiausvyra tarp
maisto gamybos poreikiy, aplinkos tausojimo ir ekonominio tvarumo [28].

Tvari tkininkavimo praktika apima jvairius metodus, skirtus Zemés iikio
veiklai suderinti su ekologiniais procesais. Ekologinis tikininkavimas, viena
i$ labiausiai pripazinty tvariy praktiky, kuri vengia sintetiniy trasy ir pesticidy
bei stengiasi nattraliai gerinti dirvozemio sveikata ir biologing jvairove.
Agroekologija, kita svarbi paradigma, integruoja ekologinius principus ]
zemés ukio sistemas, tikius laiko ekosistemomis ir skatina augti biologing
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jvairove, atsparuma bei iStekliy naudojimo efektyvuma. Kita vertus, tikslusis
zemes Ukis naudoja priemones, skirtas optimizuoti sgnaudas, sumazinti
atliekas ir padidinti tkininkavimo operacijy tiksluma. Be aplinkosaugos
problemy, tkininkavimo praktikos ekonominis tvarumas yra labai svarbus
aspektas [29]. Tvarus Zemes iikis daznai laikomas ekonomiskai perspektyviu
ilgalaikeje praktikoje ir gali turéti naudos, tokios kaip sumazéjusios cheminiy
traSy sanaudos, geresnis augaly atsparumas abiotiniams ir biotiniams aplinkos
veiksniams ir didesnés tvariai pagaminty prekiy rinkos galimybés (1.1 pav.)
[30].

Abiotinis stresas Biofinis stresas

Drégmeé

Karstis

Vabzdziai, kenkéjai
ir patogenai

Saltis

Mechaniniai
pazeidimai

Ultravioletiné
spindulmoté

Druskingumas
Vandens nutekéjimas

Metal toksiskumas

Maistiniu med¥iagu
trikumas

1.1 pav. Aplinkos veiksniy jtaka augaly produktyvumui. Abiotiniai ir biotiniai veiksniai, pagal
Umar, B. O. ir kt. (2021) [31].

Pastaraisiais metais tvarios Zemés tkio praktikos jgyvendinimas tapo
gyvybiskai svarbia §iy problemy sprendimo strategija. Sj peréjima prie tvaraus
zemes tikio skatina ne tik tikslas didinti pas¢liy produktyvuma, bet ir biitinybé
sumazinti neigiamg tradicinio ukininkavimo poveikj aplinkai. Tvarus
akininkavimas prisideda prie geresnés dirvoZzemio struktiiros, didesnio
vandens sulaikymo ir geresnio maistiniy medziagy prieinamumo augalams, o
tai teigiamai veikia paséliy derliy. Be to, taikant agroekologines koncepcijas
galima sukurti labiau prisitaikancia ir atsparesn¢ Zemés tkio sistema, kuri
geriau iStveria ekstremalias oro sglygas ir klimato nenuspéjamumg [32].
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1.2. Mikroorganizmy ir augaly tarpusavio sgveikos

Tobuléjant technologijoms tampa vis svarbiau taikyti tvaraus
tikininkavimo metodus. Vienas i§ naujy ir svarbiy metody yra naudingy
mikroorganizmy jterpimas j zemés tikio paskirties dirvozem;. Per pastaruosius
kelis deSimtmecius mikroorganizmai, turintys augaly augimg skatinanciy
savybiy (angl. Plant growth-promoting microorganisms, PGP), buvo izoliuoti
ir naudojami kaip mikrobiologinés traSos, siekiant padidinti organiniy
medziagy kiekj dirvozemyje, pagerinti maistiniy medziagy prieinamuma
augalams, o taip pat paskatinanti bendra dirvozemio sveikatg ir derlinguma.
Daugelis augaly augima skatinan¢iy mikroorganizmy (AASM) gali turéti
itakos augaly augimo savybéms tam tikrais tiesioginiais ar netiesioginiais
biidais [33]. Tiesioginiai mechanizmai apima augaly augimg skatinanciy
medziagy, tokiy kaip organinés ir neorganinés riigstys, fitohormonai, cukriis
ir egzopolisacharidai, gamyba. Netiesioginiai mechanizmai apima prevencija
zalingam patogeny poveikiui iSskiriant prieSgrybelinius ar antibakterinius
junginius, pavyzdziui, sideroforus (mazos molekulinés masés junginius,
kuriuos gamina mikroorganizmai tam, kad prisijungty ir pernesty gelezj i$
aplinkos j savo lasteles) ar fermentus, skirtus patogeniniy mikroorganizmy
lasteliy sienele ardanciam poveikiui. IS esmés, natiiralioje aplinkoje augalai
gyvena saveikaudami su jvairiais mikroorganizmais. Sie mikroorganizmai
saveikaudami su augalais ir taipogi vieni su kitais tarpusavyje sudaro labai
sudétingg santykiy tinklg vadinama mikrobiomu [34, 35].

Augaly mikrobiomas gali buti apibidinamas kaip jvairiy
mikroorganizmy (tokiy kaip bakterijy, gryby, aktinomicety, pirmuoniy ar
virusy) bendrijy, gyvenanciy jvairiy augaly daliy pavirSiuje, vidiniuose jy
audiniuose ar dirvozemyje, visuma. Augaly mikrobioma sudaro aplink augala
esantis jo aplinkos mikrobiomas; ant augaly pavirSiaus egzistuojantis
filosferos mikrobiomas; jvairiuose augaly audiniuose aptinkamas endosferos
mikrobiomas; dirvoZemyje, augaly Saknis supantis rizosferos mikrobiomas; ir
paties aplinkinio dirvozemio mikrobiomas (1.2 pav.) [36]. Dirvozemio
mikrobiomas yra pagrindinis ir pirminis Saltinis, i$ kurio augalas kuria bendra
savo mikrobiomo profili. Visg evoliucijos laikotarp] augalai vystési
prisitraukdami i§ dirvozemio jiems naudingus mikroorganizmus kaip savo
vegetacijos partnerius [37]. Taciau plétojant Zemés tikj ir naudojant chemines
tragSas bei netaikant séjomainos augaly ir mikroorganizmy asociacijos buvo
sutrikdytos, o tai sukélé problemy, tokiy kaip biologinés jvairovés nykimas,
augaly maistiniy medziagy vartojimo efektyvumo sumazéjimas, padidéjes
augaly jautrumas patogenams ir ligoms, nesugebéjimas jveikti abiotiniy ir
biotiniy stresa sukelian¢iy veiksniy [38, 39].
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1.2 pav. Augaly mikrobiomg sudaro jvairios mikroorganizmy bendruomenés, gyvenancios
augaly daliy pavirSiuje ir (arba) vidiniuose augaly audiniuose. Rizosfera, endosfera ir filosfera
yra pagrindinés grupés, kuriose egzistuoja mikroorganizmy bendruomenés. Dirvozemio
mikrobiomas yra pagrindinis Saltinis, i§ kurio augalas pasirenka ir formuoja bendra savo
mikrobiomo profilj. Augalo genotipas (pvz., pupeliy kultira ir ryziy kultira), jo Sakny
eksudatai (Zzymima mélyna spalva pupeléms ir Zalia ryziams), dirvozemio tipas ir savybés bei
aplinkos veiksniai turi jtakos augalo mikrobiomo sandarai (tai iliustruoja skirtingy spalvy
mikroorganizmai, gyvenantys pupeliy ir ryziy augaly dalyse), pagal Gopal, M. ir Gupta, A.
(2016) [40].

Detalesnis supratimas apie augaly mikrobiomo poveikj atvéré naujas
augalininkystés gerinimo strategijas. Augaly mikrobiomas gali biiti naudingas
jvairiais budais, jskaitant augaly apsauga nuo patogeny ir infekciniy ligy,
tolerancijos jvairiems abiotiniams ir biotiniams veiksniams didinima, vaidina
svarby vaidmenj augaly sveikatos ir produktyvumo didinimui bei suteikia
augalams atsparuma reaguojant j klimato pokyc¢ius. Nors augaly mikrobiomo
tyrimai pastaraisiais deSimtmeciais sulauké didelio moksliniy tyrimy démesio,
taCiau reikia suprasti, kad sudétingai ir dinaminei augaly ir mikroorganizmy
sgveikai didele jtaka daro pats augalas-Seimininkas, mikroorganizmai ir visa
aplinkos visuma, o tai sudaro trijy daliy kompleksa, kuris nulemia bendra
komunikacijos rezultatg [41]. Dauguma moksliniy tyrimy atlikta su pavieniy
mikroorganizmy lgsteliy jneSimu j dirvoZem; ar ant augaly pavirSiaus, taciau
reikia pabrézti, kad dauguma tyrimy vyksta in vitro ir i§ esmeés steriliomis
salygomis. Tai reiSkia, kad norint gauti tikslesnius tyrimy rezultatus
mikroorganizmo lastelés turi patekti j vieting nesterilig aplinka ir nattiraliai
konkuruoti su vietiniu mikrobiomu. Konkurencija su vietiniu mikrobiomu turi
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didziulj poveikj ir vieno mikroorganizmo adaptacija, pavyzdziui, augaly
rizosferoje, gali biiti nepakankamai sékminga. Kad mikroorganizmai parodyty
teigiamus rezultatus in situ bandymuose, reikia i§samiy Ziniy apie vieting
mikroorganizmy biologing jvairove ir gausg augalo mikrobiome bei
mikroorganizmy sgveika su augalu-Seimininku [42].

Kaip augalai jdarbina sau naudinga mikrobioma ir kaip jie atskiria
mutualistinius mikroorganizmus nuo patogeniniy mikroorganizmy yra dar tik
atsakytinas ir daug tyrimy reikalaujantis klausimas, kuriam neabejotinai reikia
supratimo apie sgveikos tinklus, signalizacijos kelius bei Siuose tinkluose ir
keliuose dalyvaujancias molekules ir metabolitus susijusius su mikrobiomo
suformavimu. Be to, didZiojoje dalyje augaly-Seimininky ir mikroorganizmy
sgveikos tyrimy naudojami modeliniai ir lengvai kultivuojami augalai, tokie
kaip baltaziedis vairenis (Arabidopsis thaliana), pasiZymintis aiskiai iStirtu
genomu ir palankiomis genetinémis savybémis, o duomeny apie zemés iikio
augaly rusis ir jy sgveika su mikroorganizmais vis dar truksta. Visame
pasaulyje egzistuoja daugiau nei 300 000 skirtingy augaly raiSiy, kurios, kaip
tikimasi, turi placius ir jvairius sgveikos budus ir risiai specifinj mikrobiomag.
[43, 44]. Atsizvelgiant | tai ir siekiant suteikti naujy jzvalgy apie molekuline
saveika ir naudingy mikroorganizmy, kuriy funkcija nattiraliose ekosistemose
vis dar iki galo nezinoma, jveiklinimg reikalingi tikslesni ir detalesni tyrimai
mokslo srityje.

1.3. Sintetiniy mikroorganizmy bendruomeniy reikSmé zemés tikyje

Pastaraisiais  deSimtmeciais didéja  susidoméjimas  rizosferoje
egzistuojaniy  mikroorganizmy bei jy bendruomeniy potencialo
panaudojimu, siekiant pagerinti paséliy produktyvuma ir augaly vegetacijos
procesus [45]. Pagrindinis démesys atkreipiamas j manipuliavima rizosferos
mikroorganizmy bendruomene jneSant j dirvoZzemj papildomus nauda
suteikian¢ius  mikroorganizmus.  Jprasti  inokuliantai, sudaryti 1§
mikroorganizmy lgsteliy ir naudojami dabartinéje Zemés tkio praktikoje,
paprastai yra sudaryti i§ monokultiiros, izoliuotos ir atrinktos atliekant in vitro
atrankos tyrimus bei siekiant nustatyti augaly augima skatinancig veikla arba
inokuliavimo eksperimentus kontroliuojamomis augimo sglygomis [46].
Nepaisant to, kad Sios strategijos yra placiai priimtos ir zinomos, jos neapima
svarbiy augaly ir mikroorganizmy saveikos aspekty. Be to, naudojant Siuos
jprastus metodus sukurti inokuliantai daznai nesugeba uzmegzti ir palaikyti
asociacijy su kultivuojamais augalais lauko salygose, o tai duoda
nereik§mingus rezultatus. Sékmingas inokuliantas turi konkuruoti su vietiniais
mikroorganizmais, veiksmingai kolonizuoti augalus ir sukurti stabilias bei

19



atsparias asociacijas, nepaisant aplinkos ir dirvozemio mikroorganizmy
sudéties pokyc¢iy per visa augaly vegetacijg ir kultivavimo sezong [47].
Monokultiiros taikymo Zemés tkyje alternatyva galéty buti sintetiniy
mikroorganizmy bendruomeniy sudarymas, nes Sios bendruomenés turi
didesne galimybe igyventi ir funkcionuoti nesterilioje aplinkoje. Sia
strategija siekiama sukurti SynComs (angl. Synthetic Communities), kurios
galéty teigiamai paveikti dirvozemj bei kultivuojamas augaly riSis [48].
Vienas veiksmingiausiy aspekty susideda i§ galimybés identifikuoti
pagrindinius mikroorganizmus, susijusius su augalu-Seimininku ir suformuoti
tinkamos kompozicijos SynComs. Taciau moksliniai tyrimai susiduria su
problemomis, nes néra atlikty i§samiy analiziy, kurios suteikty ziniy apie
SynComs gebéjima kolonizuoti ir sgveikauti su vietiniu dirvoZemio
mikrobiomu. Siuo metu tipiskos SynComs daznai apima augaly augima
skatinan¢ias bakterijas ir arbuskulinés mikorizés grybus, kuriy tikslas —
padidinti metabolity (pvz. eteriniy aliejy, cukry, organiniy ir neorganiniy
rugsciy, lakiyjy junginiy, vitaminy, fermenty, fitohormony) ir maistiniy
medziagy (pvz., N, P, K) kiekj. Svarbu tai, kad mikroorganizmy ir naujos
aplinkos suderinamumas yra esminis aspektas kuriant SynComs [49].
Atsizvelgiant | mikroorganizmy skirtumus ir dirvozemio nevienalytiSkuma,
tai yra sudétinga uzduotis. Pirmiausiai, mikroorganizmy kilmé yra labai svarbi
kuriant SynComs, o geros kokybés pas¢liy dirvozemio mikrobiomas yra
idealus SynComs $altinis. Atsirandant naujoms technologijoms naujos kartos
sekoskaitos metodai leidzia geriau suprasti visa paséliy mikroorganizmy
bendruomene naudojant metagenomikos metodus, kas anks¢iau buvo
nejmanoma uzduotis. Taikant §iuos metodus nustatyta, kad norint pagerinti
augaly vegetacija reikalinga inokuliuoti tik pagrindinius AASM [50]. Antras
svarbus zingsnis yra S§iy pagrindiniy AASM kultivavimo metodai. Kaip
zinoma, apie 99 % dirvozemio mikroorganizmy negali biiti auginami in vitro
salygomis, todél sunku izoliuoti visas grynas mikroorganizmy kultiiras, kurios
sudaro visg augalo mikrobioma [51]. Norint gauti optimalig SynComs sudétj
labai svarbu rasti tinkamas ir suderinamas mikroorganizmy auginimo salygas.
Trecia, mikroorganizmy saveikos optimizavimas yra labai svarbus kuriant
stabily, efektyvy ir kontroliuojamg SynComs. Bendradarbiavimas tarp
SynComs nariy yra labai svarbus norint sukurti pas¢liy kokybe ir augaly
produktyvumg gerinantj poveikj. I$ tiesy, dirvoZzemio sglygy svyravimai, tokie
kaip dirvozemio tipas, drégmé, maistiniy medziagy kiekis ir pH, gali turéti
itakos SynComs veikimui natiiraliomis lauko sglygomis. Taigi, sukomponuoty
SynComs veiksmingumo vertinimas paskutiniuose analizés etapuose turéty
buti atliktas ir zemés tikio paskirties paséliuose in situ nattiraliomis lauko
sglygomis [49]. Be to, norint nustatyti SynComs poveikio stabilumg realioje
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praktikoje, reikia santykinai ilgesnio bandymy laikotarpio (2—3 mety). Prie$
inesant SynComs | dirbamg Zeme, reikia jvertinti jy invaziskumg. Svarbu
i8siaiSkinti, kaip jvesti mikroorganizmai i§gyvena arba kolonizuoja paséliy
augaly-Seimininky rizosfera, kaip SynComs sgveikauja su vietiniu dirvozemio
mikrobiomu bei kaip vietinis dirvozemio mikrobiomas struktiiriSkai ir
funkciskai reaguoja j inesta SynComs (1.3 pav.). Prie§ diegiant naujus biidus
zemes Ukyje ir naudojant SynComs platesniu mastu svarbu iSsiaiskinti visus
Siuos aspektus [52].

Augaly su geriausiomis Mutualistiniai mikroorganizmai

savybimis pasirinkimas 17 Patogeniniai mikroorganizmai

‘. Patogeniniy
3 mikroorganizmy
>

pasalinimas

-
V-

Mikroorganizmy
izoliavimas i§
Rakay rizosteros Sumodeliuotas
AASM miSinys

AASM miSinys aplikuojamas dirvoZemyje ir
Kkonkuruoja su vietiniu mikrobiomu

1.3 pav. Mikroorganizmy, pasizyminc¢iy augaly augima skatinan¢iomis savybémis, atranka ir
ju misinio sumodeliavimas, pagal Qiu, Z. ir kt. (2019) [53].

Tinkamas inokuliantas turi konkuruoti su kitais mikroorganizmais,
efektyviai kolonizuoti dirvoZzem] ar jvairias augaly dalis bei sudaryti tvirtg rysj
su augalais per visa jy kultivavimo sezong. Manipuliavimas esamomis
nattiraliomis mikroorganizmy bendruomenémis in situ yra svarbus biidas
pagerinti augaly sveikatg ir produktyvuma, o tai padidina mikroorganizmy
populiacijg jau esancig dirvoZzemyje ir augaly aplinkoje, jgimta jvairove ir
funkcionaluma. In situ mikrobiomy inZinerija taip pat apima mikrobiologiniy
inokulianty naudojima, kurie yra specialiai pritaikyti vietiniam mikrobiomui
sustiprinti. Nors SynComs taikymas augalininkystei yra tik pradiniame etape,
technologijy pazanga vyksta nepaprastu tempu ir tai yra pozilris, galintis
pasitlyti sprendimg siekiant tvaresnio zemés tkio. SynComs susideda i$
izoliuoty ir kruops€iai atrinkty mikroorganizmy rusiy, kad buty sukurta
norima mikroorganizmy kompozicija [54]. Pavyzdziui, siekdami iSvalyti
naftos uzterStus dirvoZzemio plotus Asame, Indijoje, biologai sugebéjo sukurti
SynComs, kurios galéjo iSskirti biologiskai aktyvias pavirSiaus medziagas ir
efektyviai skaidyti angliavandenilius. Jy eksperimente buvo naudojami penki
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skirtingi angliavandenilius skaidan¢iy bakterijy deriniai siekiant i$siaiSkinti,
kurios  SynComs  sudétys  geriausiai  suskaidé  poliaromatinius
angliavandenilius. Nustatyta, kad Bacillus pumilus KS2 ir Bacillus cereus R2
derinys buvo veiksmingiausias ir po 5 savaiiy suardé bendrg naftos
angliavandeniliy (angl. Total petroleum hydrocarbons, TPH) kiekij iki 84,15
% [55]. Kitame tyrime nustatyta, kad Zemés ikyje naudojant pesticidus
dirvozemio biologiné jvairové tampa menka, taCiau pastebéta, jog kai kurios
bakterijy rasys, naudojo medziagy apykaitos kelius pesticidams skaidyti.
Nustatyta, kad Bacillus polymyxa ir Pseudomonas fluorescens po 12 pary
suardé net iki 48,2 % pesticido aldrino. Taciau kai Sie mikroorganizmai buvo
panaudoti kartu su kai kuriomis kitomis maziau efektyviomis, taiau
vietinémis bakterijy rusimis j SynComs, pesticidy skilimas tomis paciomis
salygomis padidéejo iki 54,0 %. Padaryta prielaida, kad pesticidy skaidymo
pajégumas gali buti padidintas tik kartu kultivuojant skirtingus
mikroorganizmus, o kadangi Sie mikroorganizmai aplinkoje natiraliai
egzistavo kartu, tai reiSkia, kad jie yra priklausomi vieni nuo kity dél sudétingy
ry$iy bei signalizacijos keliy [56].

Mikroorganizmy inokuliacija zemés iikyje prasideda nuo kruopscios
izoliaty atrankos, siekiant nustatyti augaly augima skatinancias savybes
kontroliuojamomis salygomis. Pagrindinés savybés yra fosfaty tirpinimas,
azoto fiksavimas, siderofory gamyba ir augaly hormony reguliavimas [57].
Izoliatai, kurie parodo teigiamus rezultatus laboratorinémis salygomis, yra
testuojami atliekant analizes Siltnamiuose ir véliau vertinami lauke
nattraliomis salygomis. Tokie veiksniai kaip konkurencija su natiiralia
mikroflora ir kintamieji aplinkos veiksniai gali pakenkti inokulianto
poveikiui. Nauji metodai skatina naudoti AASM miSinius, o ne vienos genties
inokuliantus, kad biity padidintas veiksmingumo patikimumas jvairiomis
lauko salygomis [58]. AASM miSiniai sitlo papildomus augaly augima
skatinan¢ius efektus ir patogeny slopinima, stiprina augaly sveikata ir
atsparuma. SynComs pritaikymas esant jvairioms aplinkos saglygoms ir augaly
genotipams dar labiau padidina jy veiksmingumg. Nepaisant to, btini
nuolatiniai tyrimai, siekiant koreguoti SynComs pasirinkimg ir optimizuoti jy
veiksmingumg lauko salygomis.

1.4. Fosforas zemés tikyje ir jo reik§mé augaly vegetacijos procesams

Fosforas yra vienas i§ labiausiai reikalingy mineraliniy elementy augaly
vystymuisi bei augimui. Augaly lastelése fosforas labai svarbus energijos bei
maisto medziagy apykaitos procesuose, lgsteliy dalijimosi etapuose, skatina
gyvybingumag ir atsparumg ligoms. Labai svarbu apriipinti augalus fosforu jau

22



ankstyvoje jy vegetacijos pradzioje. Daugiausiai fosforo kaupiasi ten, kur
vyksta intensyvi organiniy medZziagy sintezé — jaunose auganciose augalo
dalyse. Daznai fosforas i§ seny lapy pernesamas j intensyvaus augimo zonas,
dél to fosforo trikumo pozymiai pirmiausiai pastebimi senuose augaly
lapuose. Kai augalams truksta fosforo sulétéja jy augimas, sumazéja
produktyvumas ir suprastéja derliaus kokybé. Fosforo trikumo pasekmiy
véliau negalima pasalinti net ir padidinus trg§imo normas, todél biitina augalus
apriipinti fosforu jy vegetacijos pradzioje. Blogas apriipinimas ar tritkumas
zenkliai sumazina augaly augimg ir derliy [59].

Dirvozemyje fosforo yra jvairiose organinése ir neorganininése formose
ir kurios sudaro atitinkamai nuo 30 iki 50 % ir nuo 35 iki 70 % viso bendro
fosforo kiekio [60]. Riugsciuose dirvoZzemiuose neorganinis fosforas
dazniausiai randamas kaip netirptis mineraliniai junginiai, tokie kaip gelezies
ir aliuminio fosfatai. Sarminiuose dirvozemiuose neorganinis fosforas
sulaikomas netirpiy kalcio fosfatiniy junginiy. Augalai nattraliai pasiima
fosforg i§ dirvozemio kaip HoPO4", kurio pH < 7,2, arba kaip HPO4?, kurio
pH > 7,2. Taciau daugeliu atvejy fosforas yra stipriai absorbuojamas ir lengvai
sulaikomas dirvozemyje, tod¢l paprastai tik 0,1 % dirvozemyje esancio
fosforo yra augalams prieinamos formos. Tirpus fosforas augalams jy
vegetacijos ciklo metu yra dazniausiai rekomenduojamas makroelementas
[61].

Norint subrandinti gera derliy neuztenka dirvozemyje esanciy maisto
medziagy, todél augalus biitina papildomai tresti organinémis, mineralinémis
ar mikrobiologinémis tragSomis. Jau nuo seny laiky zZemdirbiai ieskojo budy,
kaip padidinti Zemés derlingumag bei auginamy augaly gausumg. Tuo metu
fosforo trgSas atstodavo organiniai iStekliai, kuriuose daugiausiai yra
gyvulinés ir (arba) augalinés kilmés anglies junginiy — méslas, Siaudai,
pelenai, dumblas, durpés, kauly miltai, kompostas, guanas [62]. Laikui bégant
pramoniniu biidu chemiSkai arba mechaniskai perdirbant neorganines
zaliavas, tokias kaip fosforitg ar apatita, dolomita, kalio druskas ir t.t., pradéti
gaminti neorganinés kilmés produktai — mineralinés trasos. Siy mineraliniy
tragSy atsiradimas buvo viena i§ pagrindiniy priezas¢iy, kodél XX a. 5-ajame
desimtmetyje prasidéjo ,,Zalioji revoliucija”. Siuo laikotarpiu buvo pastebima
labai sparti globalizacija, didelis zemés Gikio gamybos Suolis, pradétos gaminti
jvairios trasos, pesticidai, praplésta Zemés tkio rinka. Zemés dkio trasose
fosforo pentoksidas (P,Os) daznai minimas kaip pagrindiné trasy sudétiné
dalis. Taciau §is tradicinis treSimo budas pastaraisiais deSimtmeciais 1émé
pernelyg didelj fosforo kaupimasi dirvozemyje. Atsizvelgiant j didéjantj
susiriipinimg dél klimato kaitos, butina taikyti inovatyvias technologijas,
kurios pagerinty fosforo panaudojimo efektyvumg ir valdyma [63]. Nors
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mineralinés fosforo trg$os uzima svarbig vietg Zemés tikyje visgi tai turi ir savy
trikumy. Mineraliniy fosforo tragsy sintezé yra labai daug energijos
suvartojantis procesas, o jy naudojimas turi ilgalaikj poveikj aplinkai, susijusj
su eutrofikacija, dirvozemio derlingumo sumazéjimu, anglies iSsiskyrimu.
Tokie aplinkosaugos aspektai paskatino ieSkoti tvaresniy biidy augalus
apriipinti maisto medziagomis [64]. Atsizvelgiant j tai, netirpius fosfatinius
junginius tirpinantys mikroorganizmai buvo laikomi geriausiomis
ekologiskomis priemonémis. Sie mikroorganizmai atvéré nauja horizonta:
pradétos gaminti mikrobiologinés trasos, kurios turéjo nepaprastai gera
pasisekima ne tik apriipinant augalus maisto medziagomis, bet ir saugant bei
tausojant aplinkg [65].

Dirvozemyje mikroorganizmy sukeltas mineralinés fosforo frakcijos
tirpinimas yra susij¢s su fenoliniy junginiy, siderofory, organiniy rigs¢iy ir
protony sekrecija, o pastarieji sukelia dirvozemio pH kitimg ir dél to vyksta
fosforo mobilizacija i§ mineraliniy $altiniy. Kita vertus, organinés riigstys
(OR) dél karboksilo ir hidroksilo funkciniy grupiy, pasizymi dideliu afinitetu
tokiems katijonams kaip Ca**, Fe** ir AI**, todél skatina fosforo mobilizacija
ligandy mainy reakcijomis [66]. Taciau nuo mikroorganizmy priklausomo
fosforo tirpinimo efektyvumas skiriasi priklausomai nuo issiskirianc¢iy OR
kiekio, stiprumo ir jy tipo. PavyzdZziui, tri- ir dikarboksirtigstys (pvz., citriny,
fumaro, glutaro, ketoglutaro, obuoliy, malono, gintaro, oksalo, vyno riigstys)
yra veiksmingesnés tirpinant netirpius fosfatinius  junginius nei
monokarboksirtigstys (pvz., acto, gliukono, glikolio, pieno riigstys) [67]. Be
to, pastebéta, jog gramneigiamos bakterijos dél savo didziausio gebéjimo
gaminti OR veiksmingiau tirpdo mineralinius fosfatus nei gramteigiamos
bakterijos. Gerai zinoma, kad mikroorganizmy OR sintez¢ ir iSskyrimas
nepriklauso nuo jy genetinés giminystés; be to, kiekviena bakterijy rusis
pasizymi savybe iSskirti OR neorganinio fosforo tirpinimo metu. Todél,
atsizvelgiant | bakterijy riisis, auginamas skystoje terpéje, kurios sudétyje yra
Ca3(PO4)2, buvo nustatyti skirtingi OR miSiniai [68, 69]. Pavyzdziui,
Burkholderia multivorans i8skyré oksalo, gliukono ir pieno rugstis, kurios
turéjo teigiamg jtakg netirpiy fosfatiniy junginiy tirpinime [70]. Taip pat
literattiroje aptinkama gana daug informacijos, kurioje nurodyta, kad jvairios
Bacillus 1u8ys, tokios kaip B. subtilis, B. cereus, B. thuringiensis, B. pumilus
ir B. megaterium, i$skiria gliukono, 2-ketoglukono, citriny, oksalo, pieno,
obuoliy, propiono ir fumaro riigstis. Sios organinés riigitys prisideda prie
netirpiy fosfatiniy junginiy tirpinimo ir gali pagerinti augaly prieinamuma prie
fosforo. Mokslinio tyrimo metu nustatyta, jog Bacillus sp. MVY-004 i§skyré
citriny, gintaro, 2-ketogliukono, gliukono, obuoliy, pieno ir oksalo riig§ciy
misinius, kurie dalyvavo fosfatiniy junginiy tirpinimo procesuose [71].
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Sudétingi santykiai tarp dirvoZzemio, rizosferos ir augaly vaidina
pagrindinj vaidmenj nustatant fosforo prieinamumg augaluose. Augalai
sukiiré prisitaikan¢ius mechanizmus, kad susidoroty su fosforo trikumu,
pakeisdami savo Sakny morfologija ir architektiira, o tai pagerina fosforo
isisavinimo efektyvuma. Esant fosforo trikumui, augalai padidina ilgesniy
Sakniaplaukiy formavimg ir didesnj antriniy Sakny augima, kad pagerinty
fosforo absorbcija [72]. Augaly hormonas auksinas vaidina lemiama vaidmenj
reguliuojant Sakny sistemos architektira Zemos koncentracijos fosforo
salygomis. Jis skatina antriniy Sakny augimg ir sustiprina Sakniaplaukiy
vystymasi taip padidindamas pavirSiaus plota, skirta fosforui jsisavinti [73].
Nustatyta, kad kiti augaly hormonai, jskaitant citokininus, giberelinus ir
abscizo rugstj, taip pat yra svarbiis reguliuojant augaly atsakg j fosforo
trikuma. Sakny eksudacija yra dar viena svarbi strategija, kurig augalai
naudoja siekdami susidoroti su fosforo trikumu. Sis procesas apima aktyvy
organiniy junginiy iSsiskyrimg i§ Sakny ] rizosfera, véliau pakeiCiant
dirvozemio savybes ir palengvinant fosforo jsisavinima [74]. Sakny eksudatai
taip pat sgveikauja su mikroorganizmais, gyvenanciais rizosferoje, skatindami
naudingy mikroorganizmy, kurie aktyviai prisideda prie fosforo jsisavinimo,
dauginimasi. Sie mikroorganizmai sukuria sudétingas asociacijas su augaly
Saknimis, palengvindami fosforo pernesimg i§ dirvoZemio mainais j anglies
junginius, gaunamus fotosintezés metu [75]. Sakny eksudatai yra vertingas
anglies Saltinis, skatinantis mikroorganizmy augima ir kolonizacijg ant augaly
Sakny. Be to, Sakny eksudatai atlieka pagrindinj vaidmenj formuojant
mikroorganizmy bendruomene rizosferoje, skatinant fosfatus tirpinanciy
bakterijy dauginimgsi. Apibendrinant galima pasakyti, kad augalai taiko
Ivairias strategijas, kad padidinty fosforo jsisavinimo efektyvuma, jskaitant jy
Sakny morfologijos pakeitimus, organiniy riig§ciy iSsiskyrima, fitohormony
reguliacija ir simbiotiniy asociacijy su mikroorganizmais kiirima. Sakny
eksudatai taip pat daro didele jtaka mikroorganizmy bendruomenei
rizosferoje, skatindami naudingg sgveika, kuri dar labiau prisideda prie
didesnio fosforo prieinamumo augalams [76, 77] (1.4A pav.).
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irvozemyje absorbuojama organiné riigstis

CHHCOO + H + Ca, F(PO4)6 = 10Ca™ + CH3COO + 6H,PO, + Fe™ (CHOY +3H +AI" 9 AI[CHO)+ 3H+ Isplovimas
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1.4 pav. Koncepcinis dirvozemio organiniy rigsciy Saltiniy, dinamikos ir vaidmeny modelis
(A) bei dirvozemio biologiniy rtsiy per organines riigtis vykdomos mineraly mobilizacijos ir
tirpimo dirvoZzemyje schema (B) pagal Adeleke, R. ir kt. (2017) [78].
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Augalinés kilmés dirvozemio organinés rugstys yra augaly Sakny
eksudaty sudedamoji dalis. Sakny eksudatai susideda i§ daugybés sudétingy
junginiy, biitent fermenty, paprasty ir sudétingy cukry, aminoriigsciy, fenoliy,
vitaminy, puriny, nukleozidy, baltymy, flavinoidy ir organiniy rugsciy. I$ $iy
junginiy, aptinkamy Sakny eksudatuose, cukry, aminortig§¢iy ir organiniy
rugsciy koncentracijos paprastai yra didziausios, taCiau variacijos gali biti
labai jvairios. Augaly Sakny eksudacijai didelg jtakg daro jvairlis biotiniai ir
abiotiniai veiksniai dirvoZzemyje. Tokie veiksniai gali apimti mechaninius
trukdzius, turincius jtakos Sakny morfologijai, fiziologinis stresas, pavyzdZziui,
sausra arba metaly toksiSkumas, maistiniy medziagy trukumas dirvozemyje ir
kai kurie fiziniai dirvozemio pokyciai, tokie kaip temperatiira, Sviesa ir
dirvozemio drégmés biklé [78].

Dirvozemio mikroorganizmai, tokie kaip bakterijos ir grybai, taip pat
i§skiria organines riigstis. Sie mikroorganizmai naudoja organines rugstis
jvairiems tikslams, pavyzdziui, kad jiems ir augalams bty prieinami
santykinai netirpts elementai dirvoZzemyje. PanaSiai kaip ir kai kurie kiti
metabolitai, organinés riig§tys gali buti sintetinamos ir i§skiriamos dirvozemio
aplinkoje esan¢iy mikroorganizmy kaip prisitaikymo mechanizmas
reaguojant j biotinj ir abiotinj stresg [79].

Organinés riigstys tirpina ir mobilizuoja mineralus, tokius kaip Ca, Fe, P,
K ir Mg, turin¢ius kompleksy susidarymo potenciala (1.4B pav.). Chelatinés
molekulés sudaro stipry ry§j su mineraliniais jonais ir §is procesas palengvina
netirpiy mineraly tirpimo greitj. Jos prilimpa prie mineraliniy pavirsiy ir
iStraukia i$ jy maistines medziagas elektrony perneSimo biidu arba suardydami
deguonies jungtis kompleksiniuose mineraluose. Elektrony perdavimo
mechanizmas néra iki galo aiSkus, taiau manoma, kad jis vyksta per su
membranomis susijusias molekules, tokias kaip chinonai. IStirta daugybés
mikroorganizmy gebéjimas tirpinti netirpias kalcio fosfato formas [80].
Moksliniuose straipsniuose publikuota, kad augaly vystymosi metu
Pseudomonas, Bacillus 1ir Rhizobium gentys dalyvauja tirpinant ir
mobilizuojant sunkiai tirpias mineralines medziagas, tokias kaip Mn, Cu, Zn,
Fe ir P [81]. Organines rugstis produkuojantys ir dirvoZzemyje fosforg
atpalaiduojantys mikroorganizmai pradéti naudoti mikrobiologinése traSose
jaunuo 1950 m. Tai lémé didelj jy pasisekimg Zemés tkyje: padidintas fosforo
pricinamumas augalams bei optimizuotas jo jsisavinimas. Naudojant
mikrobiologines tragSas buvo paskatintas dirvoZzemio gyvybiniy funkcijy
atsistatymas ir tuo paciu atsizvelgta j aplinkosaugines problemas [80, 82].
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1.5. Svarbiausi veiksniai, turintys jtakos mikroorganizmy kultivavimui ir
metabolity susidarymui

Supratimas apie mikroorganizmy augimo dinamika yra raktas |
biotechnologijy taikymg. Mikroorganizmy lasteliy augimag ir dalijimasi
galima laikyti sudétinga jvairiy reakcijy ir rySiy visuma. Pagrindiniai fiziniai
ir cheminiai veiksniai turintys jtakos mikroorganizmy lgsteliy dalijimuisi yra
maistinés terpés sudétis, temperatiira, drégmé, pH ir deguonies lygis bei
kultivavimo laikas [83]. Viena i§ dabartiniy komercinés produkcijos tyrimy
kryp¢iy yra mikroorganizmy optimaliy augimo salygy paieska ir
optimizavimas. Nustatyta, kad Bacillus gentis yra viena i$ placiausiai
paplitusiy gamtoje ir daZniausiai naudojama pramoninei gamybai [84].
Bacillus risims budingas didelis augimo greitis, gerai prisitaikanc¢ig medziagy
apykaita ir puikias fiziologines savybes [85]. Taciau prie§ didinant gamybos
mastel] masinei produkcijai proceso metodai turi biiti patobulinti ir
optimizuoti atlickant laboratorinio lygio fermentacijos procesus. Be to, norint
sukurti Zzemés tkio preparatus, reikia suprasti metabolity, kitaip vadinamy
natiraliais produktais, susidaryma [86].

Norint sukurti veiksminga komercinj mikrobiologinj produkta reikia
veikti keletg i88iuikiy, jskaitant mikroorganizmy izoliavima, atranka, gamyba
ir bandymus lauko salygomis. Pagrindiné pramoninés gamybos uzduotis yra
gaminti veikligsias medziagas naudojant nebrangias Zaliavas, o procesas turi
buti ekonomiskas, taciau kokybiskas ir veiksmingas [87, 88]. Praktiskas biidas
sumazinti gamybos sanaudas yra optimizuoti auginimo laika, naudoti
nebrangia terpe ir optimizuoti gamybos parametrus, kad biity gauta didesné
lasteliy koncentracija. Terpés sudedamosios dalys turi atitikti pagrindinius
lasteliy augimo reikalavimus, taip pat suteikti pakankamai energijos
metabolizmui ir Igsteliy iSlikimui [89]. Mikroorganizmy augimui jtakos turi
labai daug jvairiy veiksniy, kurie lemia jy vystymasi ir dauginimgsi bei
biologinio proceso efektyvumg. Mitybinés terpés sudétis turi jtakos lasteliy
dauginimuisi ir jose vykstantiems medziagy apykaitos procesams.
DaZniausiai pagrindiné zaliava terpéje yra daug anglies turincios medziagos
(pvz., gliukozé, sacharozé, fruktozé, dekstrozé, krakmolas, hemiceliuliozé
arba celiuliozé, melasa, manitolis), kurios gali bliti gaunamos i§ Zemés tkio
atlieky, tokiy kaip daugiafruktozis kukuriizy sirupas arba cukriniy runkeliy ar
cukranendriy melasa [90, 91]. Fermentacijos technologijy metu naudojami
mikroorganizmai konvertuoja Zaliavines medziagas i platy jvairiy metabolity
asortimentg. Pavyzdziui, gliukozés turinéios medziagos gali biti
konvertuojamos j visiSkai skirtingus produktus: tuos, kuriy cheminé struktiira
yra artima zaliavinei medziagai (pvz., gliukono riigStis) arba tuos, kurie
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praktiskai struktiriSkai nicko bendro neturi su pradine medZziaga (pvz.,
antibiotikai ir fermentai) [92, 93]. Taip pat labai svarbu, kad j mitybinés terpés
sudétj jeity organinés kilmés medziagos (pvz., mieliy ekstraktas, sojy pupeliy
peptonas) savo sudétyje turin¢ios azoto, aminortig§¢iy, mineraliniy medziagy
ir vitaminy [94, 95, 96]. Azoto Saltiniai gali biiti ir neorganiniai (pvz., amonio
ir nitraty druskos) [97]. Atsizvelgiant | fizinius parametrus labai svarbu
parinkti tinkama temperatiira, pH vertg, iStirpusio deguonies koncentracija
mitybinéje terpéje [98]. Teigiama, kad mikroorganizmai gali egzistuoti nuo -
10 iki +95 °C temperatiros diapazone. Temperatira yra svarbus faktorius,
lemiantis lgsteliy augimo intensyvumg. Atsizvelgiant ] tai, kokioje
temperatiiroje mikroorganizmai geba augti ir daugintis, jie yra klasifikuojami
] tris pagrindines grupes. Pirmai grupei priskiriami psichrofiliniai
mikroorganizmai, kurie dauginasi nuo -10 iki +20 °C temperattros diapazone.
Antrai grupei priklauso mezofiliniai mikroorganizmai, kuriy optimali
dauginimosi temperatiira svyruoja nuo +30 iki +40 °C temperatiiros, bet
mikroorganizmy lastelés gali nesivystant egzistuoti ir +1045 °C
temperatiros diapazone. TreCiai grupei priklausantys termofiliniai
mikroorganizmai geriausiai vystosi aukstoje, iki +70 °C, temperattroje [99,
100, 101]. Taip pat labai svarbus faktorius, lemiantis bakterijy biologinj
aktyvumg yra aplinkos, kurioje mikroorganizmai dauginasi pH verte.
Mitybinés terpés pH verté veikia lastelés pavirSiaus elektros kriivi, kuris
reguliuoja citoplazmos membrany laidumg jvairiems jonams. Kintant pH,
keiciasi mitybinés terpés medziagy disociacijos laipsnis, o tai turi jtakos
mikroorganizmy medziagy apykaitai. Pagal terpés pH verte mikroorganizmai
yra klasifikuojami j neutrofilus, kuriems btidinga terpés pH verté varijuoja nuo
4 iki 9, taciau optimaliausias pH tokiems mikroorganizmams yra 7; acidofilus,
kuriems tinkamiausias terpés pH yra maZesnis nei 4; ir alkalofilus — kuriy
lasteliy dauginimuisi optimaliausias terpés pH yra apie 9 [102]. Atsizvelgiant
1 deguonies poreiki mikroorganizmas, nustatyta, kad vieniems
mikroorganizmams svarbus deguonis, o kiti gali egzistuoti ir bedeguonéje
aplinkoje. Pagal tai bakterijos skirstomos j dvi pagrindines grupes: aerobiniai
mikroorganizmai egzistuoja tik laisvo deguonies turinfioje aplinkoje, o
anaerobiniai mikroorganizmai gali daugintis ir laisvo deguonies neturincioje
aplinkoje [103].

Vykstant mikroorganizmy lasteliy  atliekamiems fermentacijos
procesams augimas bitina priklausomas nuo limituojanciy faktoriy atsiradimo
t. y. nuo pagrindiniy terpés komponenty sumazéjimo. Kai $iy sudedamyjy
terpés daliy koncentracija sumazéja, sulétéja ir lgsteliy dalijimasis.
Mikroorganizmy augimas susideda i§ $iy 4 stadijy: pradiné (lag) fazé;
eksponentiné (log) fazé; stacionari fazé; ir letali (Ziities) fazé (1.5 pav.) [104].
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1.5 pav. Grafinis bakteriniy lasteliy auginimo kreivés vaizdas. Lag (pradiné) fazéje lastelés i§
pradziy prisitaiko prie naujos aplinkos; Log (eksponentiné) fazéje lastelés pradeda reguliariai
dalintis ir pasickia maksimaly augimo greitj; stacionarioje fazé¢je lasteliy skaicius lieka
nekintantis dél maistiniy medziagy sumazéjimo mitybinéje terpéje; ir Ziities fazéje lastelés
praranda gebé¢jima dalytis, dalis lasteliy neiSgyvena dél nepalankiy aplinkos salygy, pagal
Wang, L., ir kt. (2015) [104].

Mikroorganizmy augimag fermentatoriuje stabdo mitybinés terpés
sueikvojimas arba toksisky Salutiniy metabolizmo produkty susikaupimas.
Fermentacijos proceso lag fazéje vyrauja maza lasteliy koncentracija, o
mitybinéje terpéje gausu maistiniy medziagy [105]. Laikui bégant pereinama
1 log faze, kai lastelés dauginasi sunaudodamos terpéje esancias reikalingas
maistines medziagas tuo paciu iSskirdamos savo medziagy apykaitos
produktus. Pasiekiamas lasteliy augimo pikas ir prasideda stacionari faze,
kurios metu sumazéja maistiniy medziagy kiekis bei sulétéja lasteliy
dalijimasis. Mazéjant maistiniy medziagy kiekiui bei kaupiantis
kenksmingiems lasteliy medziagy apykaitos produktams dalis lgsteliy Ziista
arba pereina | spory biiseng. Vis dar ieSkoma biidy, kurie kuriant
mikrobiologinius  produktus, leisty pasiekti kuo didesnes lasteliy
koncentracijas, iSlaikyty gyvybinguma ir uztikrinty ilga galiojimo laika, o tuo
paciu buty nesudétingas, ekonomiskas ir tausojantis aplinka procesas [104,
105, 106].

Augaly mikrobiomas vaidina lemiamg vaidmenj tvariame zemés tkyje,
nes jvairios naudingos mikroorganizmy bendruomenés prisideda prie augaly
sveikatos ir produktyvumo. Tik devintajame deSimtmetyje buvo padaryta
didelé pazanga suvokiant ir iSnaudojant jy potencialg [107]. Nors buvo sukurti
mikrobiologiniai inokuliantai, siekiant pagerinti augaly augima ir atsparuma
aplinkos veiksniams, ta¢iau jy veiksmingumas realiose Zemés tikio praktikose
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buvo nezinomas [108]. Tai patvirtina, kad reikia ieSkoti tikslingy strategijy,
skirty optimizuoti mikroorganizmy atranka, formulavima ir pritaikymo
metodus, siekiant pagerinti eksperimentus lauko saglygomis.

Mikrobiologiniy produkty taikymas prie konkre€iy paséliy ir aplinkos
salygy rodo didelj potencialg jveikiant dabartinius i$Stkius. Bisimi tyrimai
turéty buti sutelkti j ziniy spragas, susijusias su tuo, kaip inokuliantai veikia
esamus natiiraliai susiformavusius mikrobiomus, sudétingg mikroorganizmy
bendruomeniy funkcing dinamikg ir veiksnius, turinius jtakos
mikroorganizmy kolonizacijai zemés iikio aplinkoje. ISsamus S$iy procesy
supratimas yra butinas kuriant tinkamus mikrobiologinius inokuliantus ir
komercinius produktus, kurie gali klestéti jvairiose tkininkavimo aplinkose.
Norint sé¢kmingai dirbti zemés tkio laukuose butina sukurti specialiai
pritaikytas formules ir sistemas, atitinkancias specifinius paséliy reikalavimus
ir aplinkos sglygas. Novatoriski metodai, tokie kaip mikrobiologiniy produkty
panaudojimas lauko bandymuose, rodo galimybe padidinant mikroorganizmy
kolonizacijg ir i§gyvenamuma, mazinti atotrikj tarp laboratoriniy tyrimy ir
praktinio pritaikymo Zemés iikio aplinkoje [107, 109].

1.6. Mikroorganizmy lgsteliy produkuojami metabolitai, jy skirstymas ir
funkcijos

Metabolitai yra mazos molekulinés masés (<1000 Dalton) cheminiai
junginiai, kurie atliecka lemiamg vaidmenj mikroorganizmy metabolizme
[110]. Visi konkretaus mikroorganizmo metabolitai bendrai vadinami jo
metabolomu. Terminas ,,metabolomas* pirma karta buvo pasitlytas 1997 m.
ir jis nusako mikroorganizmo biologine funkcija, nes yra glaudziai susijes su
mikroorganizmo fenotipu. Metabolinés veiklos metu metabolitai ne tik
susidaro, bet ir konvertuojami j kitus jvairius junginius [111].

Paprastai biologiniuose méginiuose yra trijy tipy metabolity, kuriuos
galima rasti tiek tarplgstelingje aplinkoje: vandenyje tirpls (poliniai),
vandenyje netirpiis (nepoliniai) ir lakieji metabolitai. Taip pat metabolitai gali
buti klasifikuojami pagal jy kilme j endogeninius arba egzogeninius ir pagal
ju pirming arba antring funkcijg. Endogeniniai metabolitai atsiranda lastelés
viduje, o egzogeniniai metabolitai — lastelés iSoréje. Priklausomai nuo to,
kurioje augimo fazéje yra mikroorganizmy Igstelés, bus produkuojami
pirminiai arba antriniai metabolitai. Pirminiy metabolity metabolizmo keliai
yra susij¢ su metabolity gamyba (anaboliniu aktyvumu) ir skilimu (kataboliniu
aktyvumu), o antriniy metabolity metabolizmo keliai yra susij¢ su mazu
augimo grei¢iu ir reakcija j aplinkos sukeltg stresg. Nors minétos metabolity
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klasifikacijos naudojamos mokslinéje literatiiroje, taciau ribos tarp jy néra
tiksliai apibréztos [112, 113, 114].

Bakterijy augimo metu nuolat sintetinami pirminiai metabolitai. Jie yra
biitini i§gyvenimui ir reikalingi svarbiems lasteliy procesams, tokiems kaip
augimas, vystymasis ir dauginimasis. Pirminiy metabolity sintezés keliai yra
uzkoduoti bakterijy tipuose, todél daugumos riiSiy iSskiriami pirminiai
metabolitai yra pana$iis. Pirminiy metabolity kiekis Igsteléje paprastai yra
mazesnis nei antriniy metabolity, tafiau taip yra ne visada, nes
mikroorganizmai gali gausiai pagaminti tarpinius metabolitus i§ pirminio
metabolizmo ir gali juos isskirti j tarplgsteling terpg [115, 116].

PrieSingai nei pirminiai metabolitai, antriniai metabolitai néra bitini
mikroorganizmy islikimui ir néra biitini normaliam augimui bei vystymuisi
[117]. Atvirksciai, jie suteikia mikroorganizmams iSgyvenimo pranaSuma,
pvz., pagerina maistiniy medziagy pasisavinimg arba apsaugg nuo aplinkos
sukelto streso veiksniy. Maistiniy medziagy truikumas dazniausiai sukelia
antrinj metabolizma, todél antriniai metabolitai dazniausiai susidaro
stacionarioje mikroorganizmy augimo fazéje, kai iSsenka maistinés
medziagos ir kaupiasi toksiskos atliekos. Todé¢l yra iSkelta hipoteze, kad
metabolitai, pagaminti per $ig augimo faze, turés didesnj biologinj aktyvuma
[118]. Ayed ir kt. (2015 m.) atliktas tyrimas jrodé, kad Bacillus
amyloliquefaciens An6 gaminamy bakteriociny antimikrobinis aktyvumas
pasické maksimuma stacionarioje lasteliy augimo fazéje [119]. Be to,
nustatyta, kad antriniai metabolitai pasizymi didesniu kaupimosi grei¢iu nei
pirminiai metabolitai ir kaupiasi mikroorganizmy lastelése arba iSsiskiria j
tarplasteling erdve. Nors pirminis metabolizmas ir antrinis metabolizmas labai
skiriasi savo susidarymo keliais, jie yra glaudziai susij¢, nes pirminis
metabolizmas suteikia energijos ir pirmtaky molekuliy, reikalingy antriniam
metabolizmo keliui [120].

Mikroorganizmy antrinis metabolizmas yra gausus bioaktyviy molekuliy
Saltinis, o medziagy apykaitos keliai yra vieni i§ pagrindiniy biocheminiy
antrinio metabolizmo keliy [121]. Tyc ir kt. (2017 m.) apzvelgé dvi
pagrindines dirvoZzemio bakterijy antriniy metabolity klases, bitent,
lakiuosius organinius junginius (LOJ) ir polinius metabolitus. Si klasifikacija
pagrista metabolity poliskumu ir difuzijos savybémis. LOJ gali iSgaruoti ir
pasklisti per lasteliy poras, uzpildytas vandeniu arba oru, o poliniai
metabolitai dél didelio jy poliSkumo yra tirpiis vandenyje ir pasizymi
rySkesniu biologiniu aktyvumu [122]. Pavyzdziui, bakteriocinai ir
lipopeptidai yra poliniai antriniai metabolitai, o pirazinai, indolas ir tam tikri
sieros turintys junginiai, pavyzdziui, dimetilsulfidas, priskiriami prie LOJ.
Dimetilsulfidas buvo patvirtintas Jungtiniy Valstijy aplinkos apsaugos
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agentliros ir naudojamas kaip fumigantas nuo nematody ir dirvoZemyje
plintan¢iy patogeny, komerciniu pavadinimu Paladin® [123]. Pirminiai
metabolitai apima aminortgstis, nukleotidus ir galutinius fermentacijos
produktus, tokius kaip etanolis ar organinés riigstys, kurios laikomos
bitinomis tinkamam mikroorganizmy augimui [124]. Antriniai metabolitai
yra organiniai junginiai, susidarantys stacionarios augimo fazes pabaigoje ir
néra tiesiogiai susij¢ su mikroorganizmy augimu, vystymusi ir dauginimusi
[125, 126]. Sie produktai daugiausia naudojami sveikatos prieZiiiros srityje
kaip antimikrobinés medziagos, antiparazitinés medziagos, prieSnavikiniai
vaistai, fermenty slopikliai, imunosupresantai ir kt. [127].

1929 m. Aleksandras Flemingas atrado antibiotika peniciling ir paskatino
mokslininkus i$tirti mikrobiologiniy produkty terapinj vaidmenj kovojant su
gyvybei pavojingomis infekcijomis. Tai Iémé masing antibiotiky gamyba
Antrojo pasaulinio karo metu, o laikotarpis iki 1960 m. buvo vadinamas
antibiotiky aukso amziumi [128]. Uz antibiotiky atradimg ir koncepcijg
infekciniy ligy terapijoje 1945 m. A. Flemingas, H. Florey ir E. B. Chainas
jvertinti Nobelio premija farmakologijos / medicinos srityje. Nuo to laiko
buvo istirta daugybé mikroorganizmy dél jy panaudojimo jvairiose medicinos
ir pramongs Sakose [129].

Taip pat atlikti moksliniai tyrimai apie antrinius metabolitus, kurie veikia
kaip augaly augimo stimuliatoriai, herbicidai ar insekticidai. Cheminiai
pesticidai, tokie kaip karbamatai ir organiniai fosforo junginiai, buvo placiai
naudojami zemes iikio sistemoje. Jy naudojimas kenkeéjy kontrolei sukelia
keleta problemy, tokiy kaip toksinis poveikis gamtai, zmonéms ir gyviinams;
iSauges nepageidaujamy vabzdziy, kenkéjy ir parazity atsparumas cheminéms
medziagoms, gruntinio vandens uzterStumas [130, 131]. Biopesticidai apima
biofungicidus (Trichoderma spp.), bioherbicidus (Phytophthora spp.) ir
bioinsekticidus (Bacillus thuringiensis, Bacillus sphaericus) dél biologinio
skaidymo pobiidzio, didelio efektyvumo, tikslinio specifiSkumo ir mazesnio
pavojaus aplinkai [132].

Biologiniai pesticidai yra specifiniai tiksliniam kenké&jui ir kelia mazesng
grésme ekosistemoms. Nustatyta, kad Bacillus thuringiensis (Bt) yra
gramteigiama endosporas formuojanti bakterija, turinti didZziausig reikSme
kaip insekticidiné bakterija kovojant su viksrais, musiy ir uody lervomis bei
vabalais. Bt formuojantis sporoms, gamina insekticidinj endotoksino baltyma,
kuris jungiasi prie vabzdzio virSkinamojo trakto lastelinio pamusalo ir jj
sunaikina, todél vabzdys nustoja funkcionuoti ir mirSta. Baltymai naikina
daugiausia Lepidoptera viksrus (drugelius ir drugius), uody lervas ir juodasias
muses. Bt naudojami vaisiy ir darzoviy pasé¢liams, didelio masto paséliams,
tokiems kaip kukuriizai, sojos pupelés ar vilnamedis [133]. Bacillus

33



sphaericus yra dar viena insekticidiné bakterija, kuri buvo naudojama uody
rusiy populiacijai kontroliuoti [134]. Taip pat tam tikros Bacillus subtilis,
Bacillus pumilus, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aureofaciens ir
Streptomyces spp. gali uzkirsti kelig augaly ligoms konkuruojant su augaly
patogenais rizosferoje, gaminant prieSgrybinius junginius ir skatinant augaly
bei Sakny vystymasi [135].

Biofungicidai naudojami filosferoje, endosferoje ir rizosferoje siekiant
kontroliuoti augaly ligas, kurias sukelia grybai, bakterijos ar nematodai,
iskaitant kai kuriuos vabzdzius kenkéjus ir piktzoles. Labiausiai paplite
komerciniai gryby biopesticidai, naudojami Zemés ikyje yra Trichoderma
spp. it Beauveria bassiana [136, 137]. Trichoderma harzianum yra
Rhizoctionia sp., Pythium sp., Fusarium sp. ir kity dirvozemyje plintanciy
patogeny antagonistas [138]. Beauveria bassiana veiksminga kovojant su
augaly kenkéjais, tokiais kaip amarai, tripsai ir baltasparniai [139]. Dar vienas
gerai zinomas biopesticidas yra grybas Metarhizium anisopliae naudojamas
skériy kenkéjy kontrolei, ypatingai Afrikoje ir Australijoje [140].
Coniothyrium minitans yra mikoparazitas, taikomas nuo Sclerotinia
sclerotiorum patogeno. Jis prasiskverbia j tikslinj patogena sudarydamas
mazas poras arba suardo jo pavirSiy iSskirdamas tokius fermentus kaip
chitinazé, gliukanazé ir proteazé. Sis grybas naudojamas apsaugoti augalus,
tokius kaip aliejiniy augaly séklos, pupelés, zirniai, salotos ir kt. [141].

Bioherbicidai pla¢iai naudojami Zzemés ikyje, pramonéje ir miesto
teritorijose piktZzoléms naikinti. Didéjant pasauliniam aplinkosauginiam
samoningumui, bioherbicidai yra labai veiksmingi kovojant su piktZzolémis
ekologisku biidu [142]. Mikrobiologinius herbicidus galima suskirstyti j
mikrobiologinius preparatus (piktzoles naikinan¢ius mikroorganizmus) ir j
mikroorganizmy metabolizmo keliu gautus bioherbicidus [143]. Preparatai,
kuriy pagrinda sudaro Colletotrichum spp. ir Phytophthora, yra naudojami
komerciniais tikslais nuo zemés tikio piktzoliy [144, 145]. Bioherbicidy rinkos
augimg skatinantys veiksniai yra ekologiskas bioherbicidy pobudis, didéjantis
visuomenés supratimas ir maZesnis atsparumo kenké&jams vystymasis.
Tyrimai ir plétra biopesticidy taikymo srityje labai sumazina cheminiy
sintetiniy herbicidy sukeliamg aplinkos tar$a ir skatina tvarig zemés tkio
pletra [146].

Augaly augimo reguliatoriai, dar vadinami augaly hormonais ar
fitohormonais, yra junginiai, kurie yra signalinés molekulés, reguliuojancios
augaly augimg ir lasteliy diferenciacija. Sie augaly hormonai veikia kartu
regulivodami lgsteliy augima ir vystymasi [147]. Tarp augaly augimo
reguliatoriy tipy didziausig rinkos dalj uzima giberelinai, po jy — citokininai ir
auksinai. Fitohormonus pagal poveikj augalams galima suskirstyti j dvi
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grupes: augima skatinancius ir augimg slopinan¢ius hormonus [ 148, 149]. Prie
augaly augima skatinan¢iy hormony yra priskiriami auksinai, giberelinai,
citokininai, salicilo rigstis, o prie augima slopinan¢iy hormony priskiriamas
etilenas ir abscizo rugstis [ 150, 151]. Bakterijy buvimas dirvoZzemyje ir augaly
audiniuose gali pakeisti fitohormony kiekj, o tai lemia augaly augimo,
vystymosi ir gebéjimo susidoroti su stresu pokycius. Nustatyta, kad daugybé
augaly augimg skatinanciy bakterijy turi gebéjima sintetinti arba skaidyti tam
tikrus augaly fitohormonus [152]. Be to, AASM gali gaminti keleta LOJ
tiesiogiai skatinanCiy augaly augima arba netiesiogiai paveikti fitohormony
raiSkg. Fitohormonai vaidina lemiamg vaidmenj leidziant augalams
prisitaikyti tiek prie biotiniy, tiek prie abiotiniy aplinkos veiksniy. Jie
regulivoja augaly geny ekspresija, palengvindami augalo reakcija j aplinkos
svyravimus [153]. Be to, svarbu pabrézti, kad augalai gali iSnaudoti vidinj
fitohormony skaidymo aktyvumg, kuris budingas jvairioms dirvozemio
bakterijoms, kad islaikyty optimaly skirtingy fitohormony lygj. Pasaulyje
pirmaujantys augaly hormony gamintojai yra FMC Corporation it The Dow
Chemical Company (JAV), Syngenta AG (Sveicarija), BASF SE (Vokietija) ir
Nufarm Limited (Australija) [154].

1.7. Augaly hormony sintezé ir reguliacijos keliai naudojant augaly augima
skatinancius mikroorganizmus

Fitohormonai yra organiniai junginiai, atsakingi uz augaly vystymasi.
Zinoma, jog augaly rizosferoje yra nemazai AASM, galin¢iy moduliuoti
fitohormony signalizacijos kelius. Siuo metu yra isskiriamos aStuonios
pagrindinés augalams reikalingy augaly hormony grupés: tai auksinai,
giberelinali, citokininai, abscizo rtigstis, etilenas, jazmonatai, brasinosteroidai,
salicilo rugstis ir strigalaktonai (1.6 pav.) [155].
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1.6 pav. Augaly hormony grupés, pagal Durmusoglu, S. ir kt. (2024) [156].
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Tarp auksiny, kuriuos sintetina bakterijos, indol-3-acto rigstis (IAA) turi
didziausig reikSmg¢. Tyrimai parodé, kad IAA gamina mazdaug 80 %
rizosferoje gyvenanciy bakterijy, jskaitant tas, kurios uzmezga rySius su
augalais. Tai rodo, kad jy poveikij augaly augimui daugiausia jtakoja su TAA
susije procesai [157, 158]. Be to, zinoma, kad mikroorganizmai gali gaminti
fermentg 1-aminociklopropan-1-karboksilato (ACC) deaminaze, kuri veikia
kaip etileno koncentracijos augaluose reguliatorius. Veikdami nepalankiomis
salygomis augalai gamina etileng — augaly streso hormona, kuris gali turéti
zalinga poveikj, kai jo koncentracija tampa per didelé. Etilenas placiai
pripazjstamas kaip daugiafunkcis augaly hormonas, atsakingas ir uz augimo,
ir uz sen¢jimo reguliavima. Vadinasi, ACC deaminazés buvimas yra itin
svarbus palaikant §io fitohormono balansg [159].

AASM gali pakeisti fitohormony, tokiy kaip auksiny ir etileno,
koncentracija rizosferoje, naudodami hormonus arba jy pirmtakus kaip anglies
ir (arba) azoto Saltinius [160]. Pavyzdziui, buvo nustatyta, kad Serratia
proteamaculans gali naudoti sintetinj citokining N6-benziladening kaip
vienintelj anglies Saltinj [161]. AprasSyta, kad keletas Pseudomonas risiy
katalizuoja salicilo ruigSties skaidyma, taip pat yra Zzinoma, kad
Achromobacter, Burkholderia ir Pseudomonas gentys skaido indol-3-acto
rugst] ir salicilo rogsti [150, 162]. Nustatyta, kad Azospirillum sp.
panaudojimas padidino kukuriizy Sakny tiirj bei augaly aukstj, o kvieCiuose —
tigliy skai¢iy. Sio tyrimo autoriai iskélé hipoteze, kad poveikis kvieiams gali
biti siejamas su bakterijy generuojamais fitohormonais, o viena i§ pagrindiniy
Azospirillum sp. savybiy yra pagrista fitohormony ir kity junginiy, jskaitant
giberelinus, abscizo rigstj, auksinus, citokininus, etileng ir salicilo ragstj,
sinteze [163, 164].

Tarp jvairiy biologiSkai aktyviy auksiny mokslinéje literatiiroje
daugiausia démesio skiriama IAA. AASM gali paskatinti augaly Sakny
vystymasi sintetindami auksing. Augaly inokuliacija su AASM sukelia Sakny
architekttiros pokycius, kuriems pirmiausia buidingas Sakniaplaukiy ir antriniy
$akny padidéjimas, taip pat $akny ilgio sumazéjimas. Saknies pavirsiaus ploto
i8siplétimas gali paskatinti didesnj $akny eksudaty susidarymga, kurie veikia
kaip substratas vystytis mikroorganizmy bendruomenei augaly rizosferoje
[165]. Buvo apraSyta apie IAA produktus jvairiose AASM gentyse, tokiose
kaip Acetobacter, Acinetobacter, Azospirillum, Arthrobacter, Azotobacter,
Bacillus, Bradyrhizobium, Burkholderia, Herbaspirillum, Klebsiella,
Mesorhizobium, Pantobacillus, Paenibacillus, Rhizobium, Rhodococcus,
Serratia, Strenotophomonas, Streptomyces ir Rouxiella [166, 167, 168].

Citokininai (CK), kurie yra endogeniniai augaly hormonai, maZomis
koncentracijomis atlieka lemiamg vaidmenj daugelyje fiziologiniy procesy.
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Sie procesai, be kita ko, apima augaly lasteliy dalijimasi, agliy ir $akny
vystymasi, pumpury formavimasi, chlorofilo biosinteze ir maistiniy medziagy
transportavima [169]. Paplites augaluose randamas CK tipas yra zeatinas,
kuris pirmg karta buvo aptiktas Zea mays kultiroje pragjusio amziaus
SeStajame deSimtmetyje. [rodyta, kad daugelis bakterijy riisiy gali sintetinti
CK. Literaturoje aptinkamos Methylobacterium sp., Bacillus licheniformis,
Pseudomonas fluorescens, Bradyrhizobium japonicum ir Pseudomonas
putida mikroorganizmy raSys gali produkuoti zeatina, zeatino ribozida ir
izopenteniladening. CK sintezéje dalyvaujanciy geny raiska AASM gali
reikSmingai pakeisti inokuliuoty augaly fitohormony sudétj [150, 170].

Giberelino rigstis (GA) moduliuoja jvairius augaly vystymosi procesus,
jskaitant dygima, augimo procesus, stiecbo pailgéjima, sékly sudygima,
zydéjima ir vaisiy mezgimasi. Be to, zinoma, kad jie padidina fotosintezés
efektyvuma ir chlorofilo kiekj [171]. Nustatyta daugiau nei 130 skirtingy GA
tipy, kurie yra suskirstyti ] kategorijas nuo GAl iki GA136. Bakterijose
nustatytas ribotas GA skaicius, konkreciai GA1, GA3, GA4 ir GA20. Verta
pazyméti, kad nors augaluose tik GAl ir GA4 pasizymi fiziologiniu
aktyvumu, taciau labiausiai paplites Sio fitohormono variantas yra GA3, o
komerciskai iSgrynintas §is junginys yra placiai prieinamas [172, 173].
Keletas tyrimy parodé Streptomyces, Sinorhizobium, Bacillus, Rhizobia ir
Bradyrhizobium gentys gali i$skirti jvairius GA, tode¢l Sie AASM Zymiai
pagerina augaly vegetacijos procesus [174].

Abscizo rigstis (ABA) reguliuoja augaly gyvavimo ciklo procesus. Ji
moduliuoja augaly fiziologiniy procesy, tokiy kaip atsparumas stresui ir
sen¢jimo procesui, slopinimg. Dar visai neseniai buvo manoma, kad bakterijos
ABA nesintetina [175]. Taciau 2007 m. ABA buvo aptikta Helianthus annuus
Sakny endofitiniy bakterijy kultirose [176]. Tada gebéjimas sintetinti ABA
buvo nustatytas keliuose AASM, jskaitant Azospirillum lipoferum,
Arthrobacter koreensis, Achromobacter xylosoxidans, Bacillus licheniformis
ir Bacillus pumilus [177]. Manoma, kad bakterijos turi daugiau nei vieng ABA
katabolinj kelig. Pavyzdziui, jrodyta, kad bakterijos ABA skaido iki faziniy ir
dihidrofaziniy riig§¢iy. Dirvozemio bakterijy gentis Corynebacterium skaido
ABA ir susidaro junginys, kurio spektrinés charakteristikos panaSios ]
dehidrovomifoliolj [176].

Siuo metu AASM jtaka augaly hormony reguliavimui tirti naudojami
jvairts metodai. Viena i§ galimy strategijy yra nustatyti fitohormonus, kuriuos
sintetina bakterijos arba medziagas, kurios daro jtaka fitohormony gamybai
augaluose. Antroji strategija apima atskiry geny, atsakingy uz fitohormony
gamyba, identifikavimg [178]. Pavyzdziui, vienas i$ budy aptikti AASM su
ACC deaminazés aktyvumu yra geny, tokiy kaip acdS genas, paieSka. acdS
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geno buvimas buvo dokumentuotas keliose endo- ir epifitinése bakterijose,
iskaitant Pseudomonas gentj. Atliekant acdS geny paieska buvo nustatyta
reik§Sminga Poaceae Seimos ir kity augaly rasiy rizosferos bakterijy jvairove.
Kai kurie tyréjai taiko acdS geny atranka pirminei bakterijy atrankai
tolesniems tyrimams. Tre€ioji strategija apima mutantiniy rasiy, turinéiy
fitohormony trilkuma arba ypatingai didele produkcija, generavima, o po to
tyrimus dél AASM mutantiniy rasiy poveikio augaly augimui ir vystymuisi,
palyginant su laukinio tipo rii§imis [179].

Norint maksimaliai padidinti AASM ir augaly sgveikos potencialg
pasaulingje augalininkystéje, reikia i§samiai apibiidinti Sias sgveikas, ypatinga
démesj skiriant fitohormonams, kuriuos i$skiria ir metabolizuoja bakterijos.
Kaip minéta, AASM gali endogeniskai sintetinti fitohormonus ir gaminti
medziagas, reguliuojancias augaly fitohormony lygj. Taigi, AASM vaidina
esminj vaidmenj hormoniniame augaly gyvenimo reguliavime, ypac esant
sudétingoms aplinkos salygoms. Nepaisant ilgalaikio organiniy trasy
naudojimo ir mineraliniy trasy jvedimo XVIII-XIX amziuje, reikia atlikti
daug tyrimy ir analiziy, kad mikrobiologinés trasos tapty neatskiriama zemés
iikio, sodininkystés ir miskininkystés praktikos dalimi. Norint geriau suprasti
augaly ir AASM saveika, reikia atlikti tolesnius i§samius tyrimus, apimancius
jvairius aspektus [180].

1.8. Veiksniai, turintys jtakos mikrobiologiniy preparaty panaudojimo
s¢kmei tvariame zemés iikyje

Dirvozemis yra nevienalyté aplinka leidzianti vystytis daugeliui
mikroorganizmy, kurie nuolat sgveikauja su kitais organizmais simbiozés,
antagonizmo, parazitizmo salygomis ar kaip saprofitai. Dauguma AASM
egzistuoja dirvozemio augaly rizosferos zonoje sudarydami simbiotinj abipusj
ry§j su augalais [181]. Zinios apie mikrobiologinio inokulianto ir augalo-
Seimininko fiziologines savybes yra biitinos nustatant geriausig inokuliavimo
metodg. Sékmingas mikrobiologiniy preparaty inokuliavimas priklauso nuo
inokuliacijos metodo, inokulianto lgsteliy koncentracijos, augalo-Seimininko
Sakny kolonizacijos, kuri kinta priklausomai nuo mikroorganizmy
dauginimosi ir pasiskirstymo rizosferoje, mikroorganizmy antagonizmo,
augaly fiziologinés biklés, dirvozemio drégmés, pH, temperatiiros, bei
augalo-$eimininko ir jo i§skiriamy $akny eksudaty. Sakny eksudaty junginiai
skiriasi priklausomai nuo augaly genotipo bei amZiaus ir yra pagrindiniai
mikroorganizmy kolonizacija lemiantys veiksniai. Todél bitina jvertinti
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skirtingy inokuliavimo metody poveikj, nes tai daro jtakg AASM
kolonizacijai ir sékmei skatinant augaly vegetacija [182].

Abiotinés salygos, pavyzdziui, dirvoZzemio maistinés medziagos, pH,
sunkieji metalai, vandens balansas, saulés Sviesos intensyvumas ir
temperatira gali pakeisti augaly rizosferos mikroorganizmy sudétj, paveikti
mikroorganizmy i$likimg, jvairove ir AASM potencialg gerinant augaly
augimg bei sveikata. Dirvozemio cheminé sudétis, drégmé ir organinés
medziagos keiia dirvozemio pH verte, todél tai turi jtakos maistiniy
medziagy prieinamumui ir metaly toksiSkumui. Esant krastutinéms pH
vertéms, mikroorganizmai savo citoplazmoje naudoja protony perdavimo
sistemas, kad i$laikyty osmosing pusiausvyra, kontroliuoty medziagy apykaita
ir Igsteliy gyvybinguma [183]. Kai kurios mikroorganizmy gentys, tokios kaip
Azospirillum, Pseudomonas ir Bacillus, gali paveikti dirvozemio
mikroelementy prieinamuma tirpindami, sudarydami chelatus, vykdydami
oksidacijos redukcijos reakcijas ir pakeisdami dirvozemio pH, riigStindami
aplinkg ir slopindami kitus mikroorganizmus. Saulés spinduliy poveikis
dirvoZzemio pavirSiui gama ir ultravioletiniais spinduliais gali sukelti DNR
mutacijas mikroorganizmuose arba jy zitj. Esant dideliam S§viesos
intensyvumui, kai kurie mikroorganizmai, tokie kaip Bacillus ir Serratia, yra
pigmentuoti, kurie filtruoja spinduliuotg ir apsisaugo nuo DNR pazeidimo
[181, 184].

Riigs¢iuose dirvoZzemiuose susidaro palankesnés salygos grybams, o
Sarminiuose dirvozemiuose daugiau dominuoja bakterijos. Maza dirvozemio
drégmé daugiausiai turi neigiamos jtakos bakterijoms, kita vertus, gryby
sporos yra atsparesnés ir ilgiau iSgyvena neaktyvioje blisenoje. Esant Zemai
dirvozemio drégmei mikroorganizmai kaupia aminortigstis, sumazindami
vandens potencialg iSvengia dehidratacijos ir ziities. mikoriziniai grybai
modifikuoja rizosferg kaupdami glomalino baltyma, padidindami
sugeriamojo pavirSiaus plota ir vandens sulaikymo pajéguma. Didelé
dirvozemio drégmé sumazina deguonies kiekj dél kurio sumazéja dirvozemio
redokso potencialas ir organiniy medziagy mineralizacija, todél sumazéja
mikroorganizmy biologiné jvairové [185]. Abiotiniy veiksniy sukelti augaly
metabolizmo, Sakny eksudaty sudéties ir rizosferos aplinkos poky¢iai gali
neigiamai paveikti inokuliacijg ir sudaro butinybe naudoti pakartotinés
inokuliacijos metodus. Naudinga AASM ir augaly sgveika reikalauja, kad
mikroorganizmai galéty panaudoti Sakny eksudatus Sakny kolonizavimui,
gebéty greitai daugintis, konkuruoti su vietiniu mikrobiomu ir prisitaikyti prie
aplinkos poky¢iy [186].

Kad iSgyventy stresinéje aplinkoje ir skatinti augaly augima,
mikroorganizmai sukiiré keleta mechanizmy. Kai kurie i§gyvena Zemoje ir
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aukstoje temperatiiroje (psichrofilai ir termofilai), druskingomis sglygomis
(halofilai) ir rugstinémis bei Sarminémis sglygomis (acidofilai ir alkalofilai).
Lastelés sienelés modifikacija, metaboliniy reakcijy ir geny raiskos
pasikeitimas taip pat yra mechanizmai moduliuojantys atsaka j aplinkos
stresg. Kvorumo jutimas yra rySio sistema, leidzianti kolonizuoti Seimininka
ir iSgyventi mikroorganizmams streso salygomis. Tai apima tarplastelinj
signalizavimg ir mikroorganizmy populiacijos reguliavima [187].

Inokuliacijos metodai jveda AASM | augala Seimininka ir daro jtaka
mikroorganizmy populiacijy jsitvirtinimui ir iSlikimui rizosferoje bei jy
augimg skatinan¢iam poveikiui. Inokuliavimas turéty buti atlickamas kuo
arCiau rizosferos, nes tam tikra prasme mikroorganizmai negali judéti i§
inokuliacijos vietos j rizosferg. Taip yra todél, kad mikroorganizmai paprastai
néra labai judriis dirvozemyje. Po inokuliacijos mikroorganizmy populiacijos
sumazgjimas gali buiti susijes su sunkumais prisitaikant prie naujos aplinkos
[188]. Kai kurie abiotiniai ir biotiniai veiksniai turi jtakos mikroorganizmy
bendrijy struktiirinei ir funkcinei jvairovei, todél butina jvertinti ir atrinkti
mikroorganizmus i§ konkreciai vietai budingy augaly asociacijy [189].

Mikroorganizmy inokuliacija gali buti atliekama su viena
mikroorganizmo risimi (monoinokuliacija) arba su daugiau nei viena
mikroorganizmy ri$imi vadinama koinokuliacija (misrioji inokuliacija).
Koinokuliacijos metu mikroorganizmai saveikauja sinergiskai, padidindami
inokuliacijos efektyvuma [190]. Lopes ir kt. (2018 m.) tyrime, kuriame buvo
lyginamas atskiras Pseudomona fluorences ir Burkholderia pyrrocinea
inokuliavimas ir bendras §iy mikroorganizmy koinokuliavimas, nustatyta, kad
Sie AASM inokuliuoti kartu paskatino Brachiaria brizantha $akny vystymasi
bei paskatino jy augima ir produktyvuma. Teigiami rezultatai, gauti naudojant
koinokuliacijg, iSry$kina papildomy tyrimy svarba, siekiant iSsiaiskinti
mikroorganizmy saveika, numatant misriy inokulianty gamyba kaip didesnés
mikrobiologinés biotechnologijos sékmés alternatyva [191].

Augaly inokuliavimui naudingais mikroorganizmais naudojami jvairiis
metodai, jskaitant sékly, Sakny, dirvozemio ir lapy inokuliavimg su AASM.
Reciausiai naudojamas inokuliavimas per lapus, o dazniausiai — per séklas.
Nepaisant to, Sakny eksudaty sudéties ir kiekio kitimas augaly vegetacijos
metu, o taip pat aplinkos abiotiniai ir biotiniai veiksniai gali turéti jtakos
mikroorganizmy inokulianty pritaikymo sékmei. AASM inokulianty
naudojimas yra potenciali priemoné, padedanti padidinti augaly augimg ir
paséliy derliy tvaresniu budu, sumazinant cheminiy ir mineraliniy trasy
poreikj ir uztikrinant augaly tolerancijg stresams. Inokuliacijos metodai turi
didele jtaka mikroorganizmy jsitvirtinimui ir i$likimui rizosferoje bei jy
augima skatinan¢iam poveikiui augalams [181, 192].
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Atrankos tyrimuose rekomenduojama naudoti nesterilia dirva bei
iSbandyti skirtingus inokuliavimo biidus. Atliekant atrankos eksperimentus su
AASM biitina turéti informacijos apie tikslinio augalo aplinkos salygas,
kuriomis jis bus auginamas. Be to, kadangi AASM priklauso nuo augalo
teikiamy eksudaty, o tai turi jtakos sudarant specifinj ry§j, idealus tyrimy
scenarijus yra atrankos testuose naudoti mikroorganizmus izoliuotus i§ $iy
augaly rizosferos natiiraliose aplinkos salygose [193].

Ateities mikroorganizmy taikymo perspektyvos turi apimti atrankos
metody tobulinima, pvz., antioksidaciniy fermenty kiekybinj nustatymg ar
kitus metodus, kurie gali buiti naudingi augaly vystymuisi. Be to, atrankos
bandymai turéty biiti atliekami esant skirtingoms temperatiiroms, dirvozemio
maistinéms medziagoms, drégmei ir pH. Ateities tyrimai turi apimti
patobulintus inokuliavimo metodus, i$samiai apraSant kiekvienos tiriamos
augaly rusies rizosferos mikrobiomg ir augaly bei AASM saveikas. Tikimasi,
kad ateityje bus sukurti patobulinti metodai, kurie nurodys idealy AASM
misinj, naudinga konkreciai augaly rtsiai bei geriausig inokuliavimo metoda
ir jo veikimg esant skirtingoms aplinkos salygoms [181, 194].
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

Disertacinio darbo skyriuje "Medziagos ir metodai" yra pateikiamos
biologinés kilmés medziagos, reagentai, tirpalai ir substratai bei tyrimy
metodai naudoti Siame darbe. Tyrimams ir eksperimentams atlikti pritaikyti
klasikinés mikrobiologijos ir molekulinés mikrobiologijos, bioinformacinés
analizés, molekulinés biologijos, pramoninés biotechnologijos ir augaly
fiziologijos metodai. Daugelis mokslinio tyrimo metody protokoly yra
modifikuoti ir pritaikyti bitent Sio tiriamojo darbo rezultatams pasiekti.

2.1. Medziagos
2.1.1. Reagentai, tirpalai ir substratai

Visi disertacijoje naudojami reagentai ir tirpalai yra pripazintos analitinés
kokybés Merck (Vokietija), Sigma-Aldrich (JAV), AppliChem (Vokietija),
Thermo Fisher Scientific (JAV), VWR Chemicals (JAV), Biosigma S.r.l.
(Italija), CarlRoth (Vokietija), Chempur (Lenkija) gamintojy sitilomi
produktai, jei darbo eigoje nenurodyta kitaip. Substratai, naudoti tiriamajame
darbe, yra nattralios kilmés medziagos, jprastai randamos gamtoje, jei
nenurodyta kitaip.

2.1.2. Biologinés kilmés medziagos

Visi Siame darbe naudoti bakterijy kamienai yra i$skirti i§ Lietuvos Zemés
ikio paskirties laukuose auganciy skirtingy augaly Sakny rizosferos. Izoliuoty
ir tyrimui atlikti pasirinkty bakterijy kamieny sarasas pateiktas 2.1 lenteléje.

2.1 lentelé. Tiriamajame darbe naudoty bakterijy kamieny sarasas.

Kamienas Apibudinimas Saltinis (augalas-§eimininkas)
2020 metai
1JAK92 Bacillus gentis
1JAK41 Pseudomonas gentis
JAK17 Rhodococcus gentis
IIBEI11 Bacillus gentis
[BEIL9 Pseudomonas gentis Paprastasis kukuriizas (lot. Zea mays)
1IBEI38 Rhodococcus gentis
IIIDEG4 Priestia gentis
IIIDEGS59 Pseudomonas gentis
IIIDEG40 Rhodococcus gentis
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2021 metai

JAK2 Pararhizobium gentis
JAK19 Paenibacillus gentis
IJAK94 Bacillus gentis
IIBEI8O Pararhizobium gentis
IIBEI61 Paenibacillus gentis Darziné pupelé (lot. Phaseolus vulgaris)
IIBEI14 Bacillus gentis
IIIDEG9 Pararhizobium gentis
IIIDEG36 Paenibacillus gentis
IIIDEG93 Priestia gentis
2022 metai
JAK27 Bacillus gentis
1JAK44 Pseudomonas gentis
IJAK91 Streptomyces gentis
[IBEI32 Bacillus gentis Paprastasis kvietys (lot. Triticum
TIBEI40 Pseudomonas gentis aestivum)
1IBEI22 Streptomyces gentis
IIIDEG45 Bacillus gentis
IIIDEG41 Pseudomonas gentis
IIIDEG72 Streptomyces gentis

Lentel¢je pateikti trys i§ eilés einantys s¢jomainos metai tuose paciuose
trijuose Zemés ukio paskirties laukuose bei nurodytos juose kultivuojamos
augaly kultiiros. I§ kultivuojamos augaly kultiiros bei tolimesniy tyrimy
rezultaty kiekvienais séjomainos metais buvo atsitiktinai atrinktos labiausiai
dominavusios trys skirtingos bakterijy gentys i§ kiekvieno Zemés ikio
paskirties lauko.

2.2. Metodai
2.2.1. Biraus dirvoZemio ir rizosferinio dirvozemio méginiy surinkimas

Dirvozemio méginiai buvo surinkti 2020-2022 metais i§ trijy skirtingy
vietoviy zemés tkio paskirties lauky, esan¢iy Pusaloto kaime, Pasvalio raj.,
Panevézio apskr., Lietuvoje, kuriuose buvo taikyta ta pati séjomainos
technologija. Kiekvienas zemés tikio paskirties laukas buvo uzkoduotas trimis
skirtingais pavadinimais: Jakuboniai (JAK), koordinatés 55°54'00.3"N
24°06'44.3"E, priskirtas neutraliems (pH 7,08) dirvozemiams; Beicarké
(BEI), koordinatés 55°55'53.6"N 24°16'46.2"E, priskirtas silpnai riig§tiems
(pH 6,11) dirvozemiams; ir Deglénai (DEG), koordinatés
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55°56'17.8"N24°08'26.9"E, priskirtas silpnai Sarminiams (pH 8,00)
dirvozemiams. Pirmieji dirvoZemio méginiai i§ visy trijy Zemés iikio
paskirties lauky buvo surinkti 2020 mety rugs€jo ménesj, 14 dieny pries
nuimant Z. mays (veislé ,,CRANBERRI CS%; Lidea, Prancuzija) derliy;
sekantys dirvozemio méginiai buvo surinkti 2021 mety rugpjti¢io ménesj, 14
dieny prie§ nuimant P. vulgaris (veisle ,FANFARE C2%; NPZ, Vokietija)
derliy; paskutiniai dirvozemio méginiai buvo surinkti 2022 mety rugpjicio
ménesj, 14 dieny pries$ nuimant 7. aestivum (veislé ,,ARTIST C2%; Deutsche
Saatveredelung, Vokietija) derliy (2.1 pav.).

2020 m. 2021 m. 2022 m.

Z mm P. vulgaris /_\ T. aestivum
N7 AV

2.1 pav. S¢jomainos technologija, atlikta 2020-2022 metais, trijuose skirtinguose zemés tikio
paskirties laukuose (Jakuboniai, Beicarké, Deglénai).

Tyrimo vietose biraus dirvoZemio méginiai buvo surinkti i§ 0-20 cm gylio
sluoksnio. Kiekvienas dirvozemio méginys buvo surinktas i$ septyniy
skirtingy tasky kiekviename zemés oikio paskirties lauke ir sumaiSytas, kad
buty gautas kompleksinis homogeniskas dirvozemio méginys. Trys
kompleksiniai biriojo dirvozemio méginiai (1 kompleksinis dirvozemio
meginys x 3 laukai), buvo supilti j atskirus 150 mL sterilius polipropileno
maiSelius, uzkoduoti pavadinimais JAK, BEI ir DEG bei nedelsiant
transportuojami j laboratorijg dirvozemio agrocheminéms charakteristikoms
atlikti [195].

Z. mays CRANBERRI CS, P. vulgaris FANFARE C2 ir T. aestivum ARTIST
C2 augaly kulttros buvo naudojamos kaip modeliniai augalai norint i§skirti
augaly augima skatinancias rizobakterijas i§ S§iy augaly Sakny rizosferos
dirvozemio. I$ kiekvieno pasélio buvo iSrauta po septynis kultiirinius augalus
kartu su dirvozemiu aplipusiu aplink augaly Saknis ir naudojant sterilius,
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uzsegamus méginiy paémimo maiselius nedelsiant nugabenti j laboratorijg
tolimesniems tyrimams atlikti. Dideli dirvozemio agregatai ir ne rizosferinis
dirvozemis buvo pasalinti stipriai purtant augalus. Kiekviename i§ septyniy
augaly dirvozemis, prilipes prie Sakny, buvo atskirai surinktas tam tikslui, kad
bty gautas kompleksinis rizosferos dirvozemio meéginys. Trys kompleksiniai
rizosferos dirvozemio meéginiai (1 kompleksinis rizosferos dirvozemio
méginys X 3 laukai) buvo paimti ir uzkoduoti tais paciais pavadinimais kaip ir
biraus dirvozemio méginiai. Visi rizosferinio dirvoZzemio méginiai buvo
laikomi tamsioje vietoje 4 °C temperatiiroje tolimesnéms analizéms atlikti
[196].

2.2.2. Agrocheminé dirvozemio méginiy analizé

Surinkti biraus dirvozemio éminiai buvo dZiovinami oru termostatiniame
inkubatoriuje SNOL 220/300 LSN11 (SnolTherm, Lietuva) mazdaug 20-25
°C temperatiiroje apie 24 valandas. ISdZiovinti dirvoZemio éminiai buvo
sijojami per 2 mm sietg atskiriant ir pasalinant stambesnius agregatus, o
persijoti dirvozemio éminiai kruops¢iai homogenizuoti [197]. Dirvozemio
éminiy vandenilio potencialas (pHcaciz) buvo nustatytas elektrocheminés
(potenciometrinés) analizés metodu (ISO 10390:2021) naudojant 0,01M
koncentracijos CaCl, druskos tirpala [198]. Kalcio chlorido tirpalas ruoSiamas
1,47 g CaCl, x H,O druskos istirpinant 1 L dejonizuoto H,O. Homogenizuoti
dirvoZemio éminiai buvo uzpilami 75 mL 0,01M CacCl, x H,O tirpalu. Kalcio
chlorido ir dirvozemio miSiniai kratomi 60 min. 130 aps./min. greiéiu,
naudojant inkubacinj purtykle Biosan ES-20/60 (Biosan, Latvija). Sumaisyti
dirvozemio éminiai ir druskos tirpalas paliekami nusistovéti dviems
valandoms. Dirvozemio pH matuotas pH elektrodu su stikliniu korpusu edge®
HI2002-0 (Hanna instruments, Italija) trimis pakartojimais [198].

P,0s ir K,0 buvo nustatyti naudojant Mehlich 3 (M3) ekstrakcijos metoda
[199]. Mehlich 3 tirpalas susideda i$ trijy pagrindiniy komponenty: 0,2M
CH3;COOH, 0,25M NH4NOs ir 0,015M NH4F (tirpalo pH apie 2,5). Siekiant
nustatyti P>Os dirvoZzemio méginiai pirmiausiai buvo ekstrahuojami 5 min.
naudojant Mehlich 3 tirpala, o fosforas nustatomas fotometriniu budu su
molibdato-amonio reagentu, sukuriant fosforinio molibdato kompleksa, kurio
koncentracija nustatyta pagal spalving reakcijg, tuo tarpu K,O buvo
nustatomas naudojant liepsnos fotometrija.

Organiné anglis (Corg) buvo nustatyta Heraeus aparatu (Heraeus, Vokietija)
deginant dirvozemio méginius maziausiai iki 900 °C temperatiiros (ISO
10694:1995) [200]. Metodas pagrjstas K>Cr,O7 oksidacijos reakcija, kurig
katalizuoja H>SO. riigstis. Pagrindinis proceso tikslas yra oksiduoti su
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organine anglimi susijusig medziagg dirvozemyje, kad biity galima nustatyti
jos kiekij pagal oksidacijos metu sunaudota kalio dichromato kiekj.

Azotas (N) buvo nustatytas Kjeldalio metodu naudojant koncentruota
H>SO. rugsti ir skaidymo katalizatoriy (vario sulfata) bei organinj N
pavercCiant neorganiniu amoniu (NH4") [201]. Amonis (NH4") distiliuojamas
naudojant natrio hidroksida (NaOH), o susidargs amoniakas (NHas)
iStirpinamas distiliuotame vandenyje. Gautas amoniako tirpalas titruojamas
naudojant HCI ir indikatoriy, kuris spalvinés reakcijos metu padéty nustatyti
kiek HCI rugsties buvo sunaudota, siekiant neutralizuoti NHs.

2.2.3. Augaly augimg skatinanciy mikroorganizmy izoliacija

Vienas gramas dirvozemio i§ kiekvieno kompleksinio rizosferos méginio
buvo sumaiSytas su 9 mL sterilaus distiliuoto vandens, kuris praskiedZziamas
santykiu 1:10 ir inkubuojamas purtykléje BJPX-2102 (Biobase, Kinija) 30 +
0,5 °C temperatiiroje, 130 aps./min. grei¢iu 30 min. Pasibaigus inkubaciniam
laikotarpiui, taikant serijinio praskiedimo metodg, 100 pL pradinio tirpalo
buvo perkeltas i 1,5 mL meégintuvéelj, kuriame buvo 900 pL sterilaus
distiliuoto vandens, kad biity gautas 107! praskiedimas. Serijinio skiedimo
metodas buvo kartojamas iki 10~ praskiedimo. Toliau po 100 uL kiekvieno
praskiedimo suspensijos buvo paskleista ant LB terpés agaro leéksteliy, kuriy
sudétyje buvo $ie ingredientai (L): triptonas, 10 g; mieliy ekstraktas, 5 g;
NaCl, 10 g; ir agaras 15 g. Terpés pH buvo sureguliuotas iki 7,0 & 0,2 pries
autoklavavimg 121 °C temperatiiroje 15 minuéiy ir po sterilizavimo proceso
terpé supilstoma j sterilias Petri 1ékSteles (mazdaug po 20 mL j kiekvieng
lekstele). Serijinio skiedimo suspensijos buvo paskirstytos ant atitinkamo
agaro pavirSiaus ir inkubuojamos 30 °C temperatiiroje 24—72 valandas.
Morfologiskai skirtingos kolonijos, kurios galimai buvo inicijuotos augaly
augimg skatinanCiomis bakterijomis, buvo pakartotinai perkeltos ir kelis
kartus pagausintos ant agarizuotos LB terpés, kad biity iSgrynintos pavienés
kolonijos ir inkubuojamos 30 °C temperatiiroje 24—72 valandas [98, 103]. Visi
tiriamajame darbe naudoti izoliatai tolimesnéms analizéms alikti buvo
uzsaldyti -80 °C temperatiiroje naudojant 50 % glicerolio (v/v) tirpalg ir
deponuoti UAB ,Bioenergy LT“ jmonés kolekcijoje pavadinimu ,,I$
CRANBERRI CS, FANFARE C2 ir ARTIST C2 rizosfery iSskirtos augaly
augima skatinancios bakterijos®.
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2.2.4. Mikroorganizmy molekulinis identifikavimas ir filogenetiné
analizé

Daliné bakterijy kamieny 16S rRNR geny seka buvo amplifikuota
naudojant bakterijoms biidingus universalius pradmenis: 27F (5'-
GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') ir 1492R (5’ACCTTGTTACGACTT-3").
DNR fragmenty pagausinimui paruoSiamas misinys i§ §iy komponenty: 10x
Tagq buferinis tirpalas, pradmenys po 0,5 uM, 2 mM dNTP misinys po 0,2 mM
kiekvieno dNTP, 1 mM MgCl2, 10 ng matricinés DNR, Taq polimerazés 2,5
U/100 pL reakcijos miSinio ir vandens iki 100 pL. Paruosti miSiniai
patalpinami j termociklerj (Bio-Rad Laboratories, JAV). Naudotos tokios
amplifikacijos salygos: pradiné denattiracija 5 min. 94 °C temperatiiroje, 35
denattiravimo ciklai 30 sek. 94 °C temperattiroje, kaitinimas 30 sek. 58 °C
temperatiiroje, pratesimas 30 sek. 72 °C temperatiiroje ir galutinis pratesimas
7 min. 72 °C temperatiiroje. Po reakcijos iki analizés méginiai laikomi 4 °C
temperatiroje. Gauti DNR fragmentai analizuojami DNR elektroforezés
agaroziniame gelyje.

DNR fragmenty vizualizacijai elektroforezés budu (Maxi Horizontal
Electrophoresis System, Thistle Scientific, Skotija) atlikti naudojamas
horizantalus 1 % agarozinis gelis (SIGMA®). Agarozés gelis uzpilamas 1x
TAE buferiniu tirpalu (40 mM Tris-acetatas, 0,1 mM EDTA, pH 8,3) ir
virinamas keleta minuciy, kol tampa homogeniskas ir skaidrus, o tada
vésinamas iki 40-50 °C temperatiiros ir jdedama etidzio bromido iki galutinés
0,5 ug mL"' koncentracijos. Palaukiama, kol agarozés tirpalas atvés ir jis
iSpilamas j specialia gelio formavimo sistema su jstatytomis Sukomis, kurios
suformuoja takelius. Sustingus agarozés geliui j Sulinélius jneSamas DNR
ilgio standarty misinys (GeneRuler DNA Ladder Mix, 100-10000 bp, Thermo
Fisher Scientific, JAV) ir tiriami méginiai. Elektroforezé atliekama esant 100
V jtampai apie 30—40 min. Pasibaigus elektroforezei gelis apsvieciamas UV
Sviesa, naudojant DNR Bio-Imaging System elektroforezés rezultaty
fiksavimo sistemg (MiniBIS Pro, Vokietija) [103]. Analizés metu nustatyta
nukleotidiné seka lyginama su NCBI GenBank duomeny bazéje esanciomis
sekomis. Tarpusavio panaSumy paieSka ir konservatyviy sekos domeny
identifikavimas atliktas naudojant NCBI BLAST ir EBI FASTA
programomis.

Filogenetiniai medziai buvo sukonstruoti remiantis 16S rRNR geny
sekomis, taikant artimo jungimo (angl. Neighbor-Joing) metoda naudojant
MEGA 11 (angl. Molecular Evolutionary Genetics Version 11 Analysis)
programing jranga (Pensilvanijos universitetas, Filadelfija, JAV). Pasirinkus
didziausios sudétinés tikimybés (angl. Maximum Composite Likelihood)
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metoda suskaiciuoti haplotipy kitimo (evoliucijos) eigg parodantys atstumai.
Filogenetinio medzio statistinis patikimumas jvertintas klasterinés analizés
im¢iy kartojimo (angl. bootstrap) analizés metodu, MEGA 11 programoje
pasirenkant 1000 permutacijy matricy.

2.2.5. ZymoBIOMICS® tikslinis sekos nustatymas

Rizosferos dirvozemiy méginiai buvo apdoroti ir analizuojami naudojant
ZymoBIOMICS® Targeted Sequencing Service (Zymo Research, Irvinas,
Kalifornija, JAV) sistema pagal gamintojo nurodytas instrukcijas. | bakterijy
16S ribosominés RNR genus nukreiptas sekos nustatymas buvo atliktas
naudojant Quick-16S™ NGS bibliotekos paruosimo rinkinj (Zymo Research,
Irvinas, Kalifornija, JAV). Bakteriniai 16S pradmenys amplifikavo 16S rRNR
geno V3—V4 sritj. Siuos pradmenis sukiiré ,,Zymo Research®, kad biity
uztikrinta geriausia 16S geno apréptis, iSlaikant auksta jautruma. Sekoskaitos
biblioteka buvo paruosta naudojant naujoviska bibliotekos paruoSimo
procesg, kurio metu buvo atlieckamos realiojo laiko PGR, siekiant kontroliuoti
ciklus ir taip apriboti PGR chimery susidaryma. Galutiniai PGR produktai
buvo kiekybiskai jvertinti naudojant kiekybinés PGR fluorescencijos
rodmenis ir sujungti pagal vienoda molisSkuma. Galutiné sujungta biblioteka
buvo iSvalyta naudojant Select-a-Size DNA Clean & Concentrator™ (Zymo
Research, Irvinas, Kalifornija, JAV), tada kiekybiSkai jvertinta naudojant
TapeStation® (Agilent Technologies, JAV) ir Qubit® (Thermo Fisher
Scientific, JAV).

ZymoBIOMICS® mikroorganizmy bendruomenés standartas (Zymo
Research, JAV) buvo naudojamas kaip teigiama kiekvienos DNR ekstrakcijos
kontrolé. ZymoBIOMICS® mikroorganizmy bendruomenés DNR standartas
buvo naudojamas kaip teigiama kiekvieno tikslinio bibliotekos paruosimo
kontrolé. Taip pat buvo jtraukta neigiama kontrolé (t.y. tuscioji ekstrahavimo
kontrolé). Galutiné biblioteka buvo sekvenuota Illumina® MiSeq™ naudojant
v3 reagenty rinkinj (600 cikly). Sekoskaita buvo atlikta naudojant 10 % PhiX
spike-in.

Unikal@is amplikony seky variantai buvo nustatyti i§ neapdoroty skaitymy
naudojant ,,DADA?2 pipeline* algoritmg. Galimos sekos klaidos ir chimerinés
sekos taip pat buvo pasalintos naudojant ,,DADA2 pipeline®. Taksonomijos
priskyrimas buvo atliktas naudojant Uclust (angl. Universal Clustering) 18
Qiime v.1.9.1 (angl. Quantitative Insights Into Microbial Ecology)
programinés jrangos su Zymo tyrimy duomeny baze. Kompozicijos
vizualizacija atlikta naudojant Qiime v.1.9.1 (University of Colorado at
Boulder, JAV) programing jranga.
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2.2.6. Izoliuoty mikroorganizmy kamieny charakterizavimas

Tiksliniy izoliuoty mikroorganizmy charakterizavimas buvo naudojamas
siekiant nustatyti bakterijy riiSis, savybes, biologing reikSme¢ ir galima
pritaikymg Zemés ukyje. Izoliuoty skirtingy bakteriniy kamieny
charakterizavimas buvo atliktas taikant jvairias Zemiau pateiktas metodikas,
kurios leido jvertinti funkcines mikroorganizmy savybes.

2.2.6.1. Amoniako (NH3) iSskyrimo nustatymas

Tyrimo metu bakteriniy izoliaty gebéjimas iSskirti NHs buvo nustatytas
naudojant peptono vandens sultinj, kuriame buvo panaudotos Sios
sudedamosios dalys L': peptonas 10,0 g ir NaCl 5,0 g; pH 7,2 + 0,2;
sterilizacija 121 °C temperatiiroje 15 min. Po vieng mililitra kiekvienos
bakterijy suspensijos (apie 1,0 x 107 kolonijas formuojantys vienetai mililitre,
KFV mL™) buvo jnesta j 10 mL peptono vandens sultinio ir inkubuojama
purtykléje 30 °C temperatiroje, 130 aps./min. grei¢iu 48 valandas. Po
inkubacinio laikotarpio j kiekvieng méginj buvo papildomai pridéta 0,5 mL
Nesslerio reagento. Nesslerio reagentas ruoSiamas | stiklinj indg jpylus 100
mL 40 % KOH tirpalo, jbérus 1 g gyvsidabrio chlorido (HgCl.) ir viska
sumaisius, kol pilnai istirpsta, o tuomet | miSinj jmaiSoma 10 g kalio jodido
(KI). Paruostas Nesslerio reagentas reaguodamas su amoniaku formuoja
kompleksine jungtj [Hg(NHs)1:2]**, kurios metu atsiradusi spalva priklausomai
nuo susidariusio amoniako koncentracijos tirpale gali biiti nuo Sviesiai
geltonos iki ramsiai rudos spalvos [166].

2.2.6.2. Vandenilio cianido (HCN) gamybos nustatymas

Po 100 pL kiekvienos izoliuotos mikroorganizmy suspensijos (apie 1,0 X
10 KFV mL™") buvo uzneSama ant LB agaro 1éksteliy. Bakterijy suspensijos
terpés agaro pavirSiuje buvo tolygiai iSsklaidytos Drigalskio mentele.
Whatman filtravimo popierius buvo mirkomas 2 % natrio karbonato (Na,COs)
tirpale, dziovinamas ir po to prisotintas 0,5 % pikrino rigsties
(CsHsOH(NOy)3) tirpalu, uzdétas ant virSutiniy Petri 1¢ksteliy dangteliy bei
uzsandarintas orui nepralaidzia ir elastinga Parafilm sandarinimo plévele.
Uzsandarintos lékstelés buvo inkubuojamos 30 °C temperatiiroje 48 valandas.
Spalvos poky¢iai filtravimo popieriuje nuo rusvos iki rySkiai raudonos spalvos
buvo laikomi HCN susidarymo poZymiu.
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2.2.6.3. Siderofory gamybos nustatymas

Siderofory susidarymui nustatyti buvo naudojama Chrome Azurole (CAS)
agaro terpé ir paruoSimo eiga atlikta pagal gamintojo nurodyta instrukcijg.
Pirmiausiai buvo ruosiamas CAS tirpalas, kurio gamyba susideda i$ trijy
skirtingy etapy. Pirmojo etapo metu j 100 mL distiliuoto H,O pridéta 27,0 mg
FeCl; x 6H,0 ir 83,3 pL konc. HCI. Antrojo etapo metu i 50 mL distiliuoto
H,O jdéta 60,5 mg Chrome Azurol ir viskas kruopséiai iSmaiSyta. Tre¢iojo
etapo metu j 40 mL distiliuoto H>O jdéta 72,9 mg heksadeciltrimetilamonio
bromido (HDTMA) ir viskas taip pat kruopsciai iSmaiSyta. ParuoSus Siuos tris
atskirus tirpalus j 50 mL Chrome Azurol tirpalo (antras etapas) pridéta 10 mL
paruosto FeCls; x 6H,O tirpalo (pirmas etapas) ir 40 mL HDMA tirpalo (trecias
etapas). Bendras tirpalo tiris turi sudaryti 100 mL, o tirpalo spalva tampa
tamsiai mélyna. Bazinés agaro terpés paruoSimo metu j 830 mL distiliuoto
H,O pridéta 30,0 g 3-(N-morfolino) propano sulfoninés ragsties (MOPS), 0,5
g NaCl, 0,3 g KH,POs, 0,10 g NH4Cl, 5 g L-asparagino ir 15 agaro; pH
pakoreguojamas iki 6,8 naudojant 1M NaOH. Terp¢ iSpilstoma po 220 mL |
500 mL borosilikatinio stiklo butelius. Gliukozés tirpalo (50 %) paruosimo
metu | 50 mL distiliuoto H O po truputj beriant ir Sildant pridéta 25 g
gliukozés. Tirpalas maiSomas kol reikiamas gliukozés kiekis pilnai iStirpsta ir
nelieka nuosédy.

CAS tirpalas, baziné agaro terp¢ ir 50 % gliukozés tirpalas autoklavuojami
121 °C temperaturoje 30 min. Po autoklavavimo visi trys tirpalai atvésinami
iki 50 °C temperatiiros. | 220 mL bazing agaro terp¢ jpilama 5 mL 50 %
gliukozes tirpalo, tolygiai sumaiSoma ir pridedama 25 mL indikatorinio CAS
tirpalo, kuris létai pilamas palei buteliuko stiklo sienelg, kad nesusidaryty oro
burbuliukai bei atsargiai sumaiSoma. Paruosta terpé iSpilstoma i sterilias
vienkartines Petri 1¢ksteles.

Augaly augimg skatinantys mikroorganizmai buvo uzséti ant CAS agaro
terpés 1eksteliy taskinés inokuliacijos metodu ant terpés uznesus po 100 pL
kiekvieno izoliato 1gsteliy suspensijos (apie 1,0 x 10" KFV mL"). Lékstelés
po inokuliacijos inkubuojamos 30 °C temperatiiroje 7 paras. Praéjus
inkubacijos periodui aplink uznestg izoliaty suspensijg susiformavusi oranziné
ar raudona skaidri zona Zymi siderofory susiformavima.

2.2.6.4. 1-aminociklopropan-1-karboksilato (ACC) deaminazés gamybos
nustatymas

ACC deaminazés aktyvumas buvo kokybiSkai nustatytas naudojant pagal
gamintojo nurodytg instrukcijg paruostg minimalios drusky koncentracijos DF
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terpe (Dworkin ir Foster), kurioje buvo panaudotos Sios sudedamosios dalys
(LY): gliukozé 10,0 g; (NH4)2S04 2,0 g; MgSOs4 0,5 g; K:HPO4 1,0 g; Tris
(hidroksimetil)amino metanas 20,0mM; EDTA 0,1 g ir agaras 15,0 g;
sterilizacija 121 °C temperattroje 15 min. Po sterilizacijos proceso terpé buvo
iSpilstyta j sterilias Petri l¢kSteles. Naudojant serijiniy skiedimy metoda buvo
atlikti reikiami skiedimai (nuo 102 iki 10°) ir kiekvienos izoliuotos
mikroorganizmy suspensijos reikiamo skiedinio 100 pL kiekis buvo perkeltas
1 Petri l¢kSteles su agarizuota mitybine terpe bei tolygiai paskleistas
Drigalskio mentele. Lékstelés inkubuotos termostate 30 °C temperatiroje 48—
72 valandas. Po inkubacijos periodo kultiiry kolonijos buvo dar kartg perkeltos
pakartotinai j leékSteles su agaru, kuriose buvo ta pati DF terpé, taciau joje
vietoje (NHa)2SOs, kaip vienintelio azoto Saltinio, buvo naudotas ACC.
Pakartotinai uzsétos lékstelés buvo inkubuojamos 30 °C temperatiiroje 7 paras
[159, 179]. Buvo laikoma, kad augaly augimg skatinantys izoliatai, kurie
gebéjo augti terpéje, kurios kompozicijoje buvo ACC kaip vienintelis azoto
Saltinis, turi teigiama ACC deaminazés aktyvuma.

2.2.6.5. Katalazés aktyvumo nustatymas

Katalazés fermento aktyvumui nustatyti ant Svaraus mikroskopinio
stiklelio inokuliacinés kilpelés pagalba buvo uzlasintas bakterijy suspensijos
133as (apie 1,0 x 10’ KFV mL™") ir j suspensija papildomai jlainamas 1 laSas
3 % vandenilio peroksido (H»0,). Dujy burbuliuky susidarymas ant
mikroskopinio stiklelio miSinio buvo laikomas teigiamu katalazés fermento
susidarymo pozymiu.

2.2.6.6. Azoto fiksavimo aktyvumo nustatymas

Biologinés azoto fiksacijos aktyvumas buvo kokybiskai jvertintas
naudojant pagal gamintojo nurodyta instrukcija paruosta GNFM (angl.
Glucose Nitrogen-Free Mineral medium) agarizuota terpe, taip pat naudojant
bromtimolio mélyngjj (BTB) kaip indikatoriy. Terpés sudétj sudaré Sie
ingredientai (L™'): gliukozé, 10,0 g; K;HPO4, 1,0 g; MgSO4, 0,2 g; NaCl, 0,2
g; CaCOs, 1,0 g; Na;MoOs, 0,005 g; FeSOy, 0,1 g; ir agaras, 20 g; terpés pH
buvo sureguliuotas iki 7,0 + 0,2 ir sterilizuojama 121 °C temperatiiroje 15 min.
BTB buvo paruostas istirpinant 0,5 g BTB 100 mL distiliuoto vandens ir
sterilizuotas filtruojant pro 0,2 pm politetrafluoroeteno (PTFE) filtra.
Kiekvieno izoliato suspensija (apie 1,0 x 107 KFV mL"') buvo paséta ant
GNFM agaro 1éksteliy pavirsiaus ir inkubuojama 28 °C temperatiiroje 7 paras.
Po inkubacijos periodo 1ékstelés buvo uzpilamos BTB tirpalu. Spalvos
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poky¢iai aplink bakterijy kultiiras nuo Zalios iki tamsiai mélynos spalvos
parod¢ izoliatus, galinCius turéti azoto fiksavimo potencialg.

2.2.6.7. Kalio junginiy tirpinimo efektyvumo nustatymas

Izoliuoty mikroorganizmy suspensijos (apie 1,0 x 10’ KFV mL™") taskinio
inokuliavimo metodu buvo uzsétos ant, pagal gamintojo nurodyta instrukcija
paruostos, Aleksandrow agaro terpés pavirSiaus, susidedancios i§ Siy
ingredienty (L' distiliuoto vandens): dekstroze, 5,0 g; CaCOs, 0,1 g; FeCls,
0,005 g; MgS04 x 7TH20, 0,5 g; CazPOs, 2,0 g; kalio aliuminio oksido silikatas,
2,0 g; ir agaras, 20,0 g; terpés pH pries sterilizavima buvo sureguliuotas 7,2 +
0,2 ir autoklavuojama 121 °C temperattroje 15 min. Lékstelés su paruosta ir
uzséta terpe buvo inkubuojamos 30 °C temperatiiroje 7 paras. Praéjus
nurodytam inkubaciniam periodui buvo analizuojamas bakterijy izoliaty
gebéjimas istirpinti kalio junginius, remiantis aiskiy skaidriy zony atsiradimu
aplink susiformavusias izoliaty kolonijas.

2.2.6.8. Fosfatiniy junginiy tirpinimo efektyvumo nustatymas

Fosfatiniy junginiy tirpinimo efektyvumas buvo nustatytas naudojant
pagal gamintojo nurodytg instrukcija paruosta Pikovaskaya's (PVK) agaro
terpe, kurig sudaré $ie ingredientai (L' distiliuoto vandens): mieliy ekstraktas,
0,50 g; dekstrozé, 10,00 g; Casz(POa4)2, 5,00 g; (NH4)2SO4, 0,500 g; KCl, 0,20
g; MgS04, 0,10 g; MnSO4, 0,0001 g; FeSO4, 0,0001 g; ir agaro, 15,00 g; terpés
pH buvo sureguliuotas iki 7,0 + 0,2 pries autoklavavima 121 °C temperatiiroje
15 min. Kiekvienas izoliatas buvo uzséjamas ant PVK agaro léksteliy
inokuliacinés kilpelés pagalba, o uzsétos 1¢kstelés buvo inkubuojamos 30 °C
temperatiiroje 7 paras. Skaidriy zony susidarymas aplink izoliuoty
mikroorganizmy kolonijas po inkubacijos laikotarpio parodé teigiama
fosfatiniy junginiy tirpinimo efektyvumo rezultata.

2.3. Kiekybinis fosfaty tirpinimo aktyvumo jvertinimas

Kiekybinis neorganinio fosfato tirpinimo jvertinimas atliktas modifikuotos
receptiiros skystoje NBRIP (angl. National Botanical Research Institute's
phosphate growth medium) terpéje [202]. Trikalcio fosfatas (Cas(POs).)
maistingje terpéje buvo pakeistas natiiralia iSkastine fosfatine uoliena i§
Maroko kaip vieninteliu netirpiu fosfatiniu Saltiniu. Mikroorganizmy
suspensijos prie$ inokuliacijg j $ig terpe buvo paruostos uzséjant izoliatus j
skystos fazés LB terpg ir inkubuojamos 30 °C temperatiiroje, 130 aps./min.
16-20 valandy. Vienas mililitras paruostos izoliato suspensijos (apie 1,0 x 107
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KFV mL!) arba dviejy ar trijy izoliaty mikroorganizmy suspensijy misinys
lygiomis dalimis (apie 1,0 x 10" KFV mL"') buvo pasétas j 100 mL
modifikuota NBRIP terpe ir inkubuojamas 30 ° C temperatiroje, 130
aps./min. grei¢iu 30 pary. Kaip kontrolinis méginys buvo paruosta skysta
modifikuota NBRIP terpé be jokio mikroorganizmy inokuliavimo. Po 30 pary
inkubacinio periodo suspensijos buvo centrifuguojamos Saldancioje
centrifugoje 10 000 x g greic¢iu 30 minuciy, kad biity paSalintos suspensijose
esanCios netirpios nuosédos ir Igsteliy biomasé. Tirpus fosforas (P, mg L)
méginiuose buvo nustatytas spektrometriniu metodu, matuojant optinj tankj
esat bangos ilgiui 850 nm (OTssonm) bei naudojant amonio molibdata
(NH4)2Mo0Os, kuris reaguodamas su fosfatais sukuria spalvota kompleksa
Spektrometriniu  biidu matuojamas susidargs spalvos intensyvumas yra
tiesiogiai proporcingas fosforo koncentracijai méginyje. Kiekvieno méginio
analizé atlikta trimis pakartojimais.

2.4. Mitybinés terpés maistiniy medziagy sudéties ir kontroliuojamy augimo
parametry optimizavimas

Mitybinés terpés maistiniy medziagy sudéties ir kontroliuojamy augimo
parametry laipsniskas koregavimas buvo atliktas siekiant stebéti ir optimizuoti
mikroorganizmy augima keiciant terpés sudedamasias dalis bei augimo
parametry diapazonus. Pirmiausiai, tyrimams atlikti buvo pasirinkta baziné
terpé, kuri yra sudaryta pagal bendras mikroorganizmy augimo ir maisto
poreikiy rekomendacijas. Siems eksperimentams atlikti pasirinkta baziné
terpé modifikuota ir pritaikyta pagal Sio darbo tiklg ir autoklavuojama 121 °C
temperattiroje 15 min. Mitybinés terpés optimizavimas buvo pradétas nuo
pradinés terpés sudéties laipsnisko koregavimo, atsizvelgiant j gaunamag
mikroorganizmy augimo greitj ir biomasés kiekj. Pirmiausiai, bandymai
atlikti sudarant tris pagrindines bandymy grupes, atsizvelgiant j tris
pagrindinius maistiniy medziagy Saltinius. Pirmoje bandymy grupéje, kaip
pagrindinis mitybinés terpés komponentas atsakingas uz suteikiamg energija
mikroorganizmams, buvo pasirinktas anglies Saltinis (gliukozé, sacharozé,
krakmolas, glicerolis ir melasa). Antroje bandymy grupéje, kaip mitybinés
terpés komponentas atsakingas uz jvairius fermentus ir biocheminius
procesus, buvo pasirinktas kompleksinis organinis azoto Saltinis, savo
sudétyje taip pat turintis jvairiy peptidy, baltymy, mineraly, vitaminy bei
aminoriig§¢iy  (mieliy ekstrakto milteliai, sojy pupeliy peptonas,
agropeptonas, mésos ekstrakto milteliai ir bulviy ekstrakto milteliai). Trecioje
bandymy grupéje buvo pasirinktas neorganinis azoto Saltinis, atsakingas uz
lasteliy augimg ir metabolizma (KNOs;, CH4N,O, (NH4)H2PO4, (NH4)2SO4,
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NH4CI). Kiekvienu bandymo atveju mikroorganizmai buvo uzséti j 2000 mL
tirio Erlenmejerio kolbas, kuriose buvo po 200 mL kintancios sudéties
skystos fazés mitybinés terpés. Mikroorganizmais uzsétos kolbos
inkubuojamos 30 °C temperaturoje, 130 aps./min. greic¢iu 48 valandas [98].

Sudarius optimalig kiekvieno mikroorganizmo/-y auginimo terpés sudétj,
tolimesni eksperimentai atlikti su kontroliuojamais augimo parametrais.
Pirmiausiai optimizavimui pasirinkta inkubacijos temperatira su 2040 °C
laipsniy diapazonu ir 5 °C intervalais. Pasirinkus tinkamiausig temperattirg
buvo optimizuojama terpés pH verté su 6,0-8,0 diapazonu ir 0,5 intervalais
(prie$ sterilizavimo procesa) [105]. Mitybinés terpés maistiniy medziagy
sudéties ir kontroliuojamy augimo parametry optimizavimo bandymai buvo
atlikti trimis pakartojimais. Analizé atlikta VR-2000 spektrofotometru
naudojant optinj tankj esant 600 nm bangy ilgiui (OTso) ir taikant serijinj
skiedimo metodg jvertinant KFV mL™".

2.5. Biologiniy fermentacijos procesy optimizavimas

Biologiniy fermentacijos procesy optimizavimas buvo atliekamas
naudojant laboratorinj bioreaktoriy EDF 5.4 1 (Bioreactors.net AS, Ryga,
Latvia), kurio bendras turis yra iki 5,4 L. Fermentacijos procesy mitybinés
terpés sudétis ir augimo parametrai buvo parinkti pagal mitybinés terpés
maistiniy medziagy sudéties ir kontroliuojamy augimo parametry
optimizavimo eksperimenty metu gautus rezultatus.

Laboratorinio bioreaktoriaus indas buvo sterilizuotas 125 °C temperatiiroje
60 minuciy ir po autoklavavimo proceso aseptinémis saglygomis prijungtas
prie pagrindinio bioreaktoriaus valdymo bloko. Bioreaktoriaus valdymo
ekrane nustatyti visi kontroliuojami fermentacijos proceso parametrai:
maiSyklés apsisukimy greitis per minute (aps./min.), dalinis deguonies slégis
(pOy), oro srautas (L/min.), temperatira (°C) ir pH verté. Naudotos trys
specialiai bioreaktoriui paruoStos sterilios sistemos su silikoninémis
zarnelémis, o Siose sistemose buvo Sarminis tirpalas (2M NaOH), rtigstinis
tirpalas (2M H,SOs) ir silikono pagrindo antiputokslis Lucrafoam 1573
(LEVACO Chemicals GmbH, Kelnas, Vokietija). pH vert¢ buvo
kontroliuojama dviem peristaltiniais siurbliais, kurie silikoniniy zarneliy
pagalba automatiskai dozavo 2M H,SO,; arba 2M NaOH tirpalus tiesiai j
bioreaktoriuje esancia mitybine terpe. Susidargs puty lygis buvo
registruojamas per laidumo jutiklj, kuris buvo sumontuotas bioreaktoriaus
indo virSutiniame dangtyje. Pasiekus maksimaly putojimo lygj, priskirtas
peristaltinis siurblys automatiSkai dozavo antiputokslj iki kol puty lygis
sumazédavo iki optimalaus lygio. Dalinis deguonies slégio lygis buvo
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palaikomas pagal kaskadinj algoritma, kuris veiké dviem valdymo principais,
t. y. pirmiausiai buvo reguliuojamas maiSymo greitis (nuo 100 iki 800
aps./min.) ir galiausiai jleidziamas oro kiekis, kuris jsotino mitybine terpe
deguonimi. Viso fermentacijos proceso metu dujy srautas buvo palaikomas 2
standartiniais litrais per minute (angl. Standard Liters Per Minute, SLPM).

Viena i§ steriliy sistemy buvo prijungta prie peristaltinio siurblio ir jo
pagalba sterili mitybiné terp¢ ir mikroorganizmo lgsteliy suspensija (apie 1,0
x 107 KFV mL™) arba mikroorganizmy lIgsteliy suspensijy misinys lygiomis
dalimis (apie 1,0 x 10"’ KFV mL™") laminarinéje traukos spintoje aseptinémis
salygomis buvo sudozuota j bioreaktoriaus indg. Pradéjus fermentacijos
procesa | bioreaktoriaus ertme aplink pagrindinj reaktoriaus inda buvo
tickiamas vanduo, norint iSlaikyti reikiamg fermentacijos proceso
temperaturag.

Fermentacijos procesy metu kas 3 fermentacijos valandas buvo surinkti
lasteliy suspensijy méginiai, siekiant nustatyti lgsteliy biomasés kiekj ir
gliukozés koncentracijos kitimg. Biomasés méginiai buvo surinkti aseptiskai,
kad biity galima matuoti lgsteliy koncentracija ar metabolitus. Biomasés
koncentracija buvo nustatyta matuojant optinj tankj esant 600 nm bangos
ilgiui (OTeoonm), naudojant VR-2000 spektrofotometrg (J.P. SELECTA,
Barselona, Ispanija). Gliukozés koncentracija fermentacijos méginiuose metu
buvo nustatyta naudojant 2900 Biochemistry Analyzer analizatoriy (YSI Inc.,
Veilheimas, Vokietija). Analizése kaip kontrolinis méginys buvo naudojama
mitybiné terpé be lasteliy kulttry.

Biologiniy fermentacijos procesy pabaiga nustatyta naudojant
mikroskoping analize mikroskopu 3000A-B LED (Comecta, Ispanija) ir
stebint fermentacijos proceso parametry tendencijy pokycius. Fermentacijy
méginiai buvo surenkami j 500 mL sterilius indus ir laikomi 4 °C
temperatiroje tolimesniems tyrimams atlikti.

2.6. Organiniy rugsciy analizé naudojant skysc¢iy chromatografijg-masiy
spektrometrija (LC-TOF/MS)

Surinkti fermentacijos meéginiai buvo centrifuguojami 10 min. 4200 x g
grei¢iu. Gautas supernatantas praskiedziamas acetonitrilu (santykiu 1:1).
Apatiné frakcija surenkama ir praskiedziama vandeniu santykiu 1:3. Gautas
tirpalas filtruojamas per 0,45 um PTFE filtrus ir analizuojamas HPLC-MS.
Organiniy riig8¢iy koncentracija buvo nustatyta naudojant Agilent 6230 TOF
LC/MS sistema (Agilent Technologies, Waldbronn, Vokietija) su
elektropurskimo jonizacija (ESI). Chromatografinis atskyrimas buvo atliktas
Phenomenex Rezex ROA-Organic Acid H" (8 %) kolonéléje (150 x 4,6 mm),
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kuri buvo inkubuota 55 °C temperatiiroje. Naudotas izokratinis 0,5 % (v/v)
vandeninés skruzdziy rigsties eliuavimas 0,30 mL min"' srauto greiciu.
Ipurskimo turis buvo 2 pL. ESI-MS buvo atliktas neigiamos jonizacijos
rezimu su tokiais nustatymais: fragmentoriaus jtampa, 75 V; dziovinimo dujy
srautas, 10,0 L min'; dZiovinimo dujy temperatiira, 285 °C; kapiliariné
itampa, 3500 V; purkstuvo slégis, 40 psi. Visas skenavimo mases diapazonas
buvo 50-1100 m/z. Naudotos vidinés atskaitos masés 112,9856 m/z ir
1033,9881 m/z. Matavimai buvo atlikti trimis pakartojimais. Visi duomenys
buvo apdoroti naudojant MassHunter 7.00 programing jrangg (Agilent
Technologies, Waldbronn, Vokietija) [70, 71]. Organiniy rigsciy
koncentracija méginiuose buvo nustatyta pagal sudarytas standartines kreives.

2.7. Fitohormony analizé naudojant skys¢iy chromatografijg-masiy
spektrometrija (LC-TOF/MS)

Méginiy paruosimo metodas buvo pritaikytas Castillo ir kt. [203]. Méginiai
buvo centrifuguojami 13 000 X g grei¢iu 10 min., 0 po to supernatanto
alikvotiné dalis (3 mL) buvo sureguliuota iki pH 2-3 su 3M HCI. Gautas
misinys buvo ekstrahuotas 3 mL etilo acetato, purtant 5 minutes 130 aps./min.
greiciu ir centrifuguojamas 4200 x g grei¢iu 5 minutes. Ekstrahavimas buvo
pakartotas tris kartus. Sujungta etilo acetato frakcija iSgarinama iki sausumo
azoto srove 40 °C temperatiiroje ir iStirpinama 1,0 mL 20 % metanolio
vandenyje, kuriame yra 0,1 % skruzdziy riigsties. Gautas tirpalas filtruojamas
pro 0,45 um hidrofilinj filtrg ir analizuojamas naudojant LC-TOF/MS. Indol-
3-acto ruigsties, zeatino, giberelino rigsties ir abscizo riigsties identifikavimas
ir kiekybinis jvertinimas buvo atliktas naudojant Agilent 6230 TOF LC/MS
sistemg (Agilent Technologies, Waldbronn, Vokietija), turinig
elektropurSkimo jonizacija (ESI). Chromatografiniam atskyrimui 40 °C
temperattiroje buvo naudojama Kinetex C18 kolonélé (3,0 x 100 mm, 2,6 pm).
Judanti fazé sudaryta i§ 0,1 % vandeninés skruzdziy rtgsties (A) ir 0,1 %
skruzdziy riigSties metanolyje (B). Gradientinis eliuavimas buvo atliktas
tokiomis sglygomis: 0 min., 10 % B; 2 min., 10 % B; 3 min., 30 % B; 4,5 min.,
30 % B; 5,5 min., 50 % B; 8,5 min., 50 % B; 14,5 min., 70 % B; 16 min., 98
% B; 18 min., 98 % B; 19 min., 10 % B; ir 23 min., 10 % B. Srauto greitis
buvo 0,2 mL min’!, o injekcijos thris buvo 20 uL. Masiy spektrometro
nustatymai buvo tokie: dziovinimo dujy srautas, 12 L min'; dZiovinimo dujy
temperatiira, 320 °C; purkstuvo slégis, 40 psi; kapiliariné jtampa, 3500 V; ir
fragmentoriaus jtampa, 130 V. ESI-MS buvo naudojamas teigiamos
jonizacijos rezimu, o visas skenavimo masés diapazonas buvo 50-1000 m/z.
Kalibravimas atliktas naudojant vidines atskaitos mases 121,0509 m/z ir
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922,0098 m/z. Kickvieno méginio analizé buvo atlikta trimis pakartojimais.
Duomenims analizuoti naudota MassHunter 7.00 programiné jranga (Agilent
Technologies, Waldbronn, Vokietija). Indol-3-acto rigsties, zeatino,
giberelino riigsties ir abscizo riigsties kiekis méginiuose buvo nustatytas pagal
sudarytas standartines kreives.

2.8. Bendros inokuliacijos bandymas nesteriliomis saglygomis

Augaly séklos gautos i§ Zemés tikio bendrovés ,,Krekenava®, esancios
Pusaloto kaime, Pasvalio raj., Panevézio apskr., Lietuvoje. Sékly pavirSius
buvo dezinfekuojamas 2 % NaClO tirpale 5 minutes, o po to 70 % etanolio
tirpale dar 5 minutes. Praplovimas steriliu H,O truko 30 sekundziy ir buvo
pakartotas penkis kartus, o galutinis praplovimo vanduo buvo panaudotas
dezinfekavimo kokybei jvertinti uzneSant jj ant agarizuotos LB mitybinés
terpés léksteliy ir po inkubacinio 48 valandy laikotarpio 30 °C temperatiiroje
vertinamas kolonijas sudaranciy vienety skaiCius. IS anksto atrinktos,
dezinfekuotos, sveikos bei panaSaus dydzio séklos buvo pasodintos j
plastikinius vazonus (tiris = 2,5 L), kuriuose buvo du kilogramai
nesterilizuoto dirvoZzemio, vermikulito, durpiy substrato ir perlito miSinio
(santykis 5:1:1:1 v/v). Vienas mililitras lasteliy (apie 1,0 x 10’ KFV mL™)
suspensijos ar buvo jnestas j kiekvieng tyrimo vazong pragjus 7 dienoms po
sékly pasodinimo. Bendrai inokuliavimo procediirai atlikti buvo paruostas
lasteliy suspensijy miSinys, sudarytas i§ dviejy ar trijy mikroorganizmy
lasteliy suspensijy misinio lygiomis dalimis santykiu 1:1 arba 1:1:1 (apie 1,0
x 107 KFV mL™"). Kaip kontrolé buvo naudojamas 1 mL skystos mitybinés
terpés be bakterijy inokuliato. Po 14 dieny buvo atlikta pakartotiné bakteriniy
suspensijy inokuliacija tomis paciomis salygomis. Kiekvieng bandymo
variantg sudaré penki pakartojimai.

Augalai buvo auginami 28 °C temperatiiroje, 16:8 dienos ir nakties
fotoperiodu laboratoringje augaly augimo kameroje (NADE RGQ-360N) 55
paras. Vazonai su augalais buvo reguliariai laistomi vandentiekio vandeniu
siekiant imituoti lauko salygas. Po 55 vegetacijos pary buvo iSmatuoti augaly
parametrai, jskaitant Saknies ilgj, augalo aukstj; Sakny ir vir§Zeminés dalies
zaligja mase bei Sakny ir vir§zeminés dalies sausgjg mase (dziovinant augalus
70 °C temperatiiroje 48 valandas). Analizés atliktos konsultuojantis su tyrimy
ir bandymy laboratorija NovaCropControl, Nijverheidsweg 30, 5061 KL
Oisterwijk, Nyderlandai.
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2.9. Statistiné analizé

Visi eksperimentai buvo atlikti maziausiai trimis pakartojimais. Prie$
statistinius palyginimus buvo jvertintas duomeny normalumas naudojant
Shapiro—Wilk testa, o dispersijy lygybé naudojant Levene testg. Abi prielaidos
buvo tenkinamos. Duomeny dispersijai apskaic¢iuoti buvo naudojama
vienpusé ANOVA, o vidurkiai buvo apskaiciuoti remiantis Tukey testu (p <
0,05), naudojant GraphPad Prism 10.4.1 programin¢ jranga (GraphPad
Software Inc., Kalifornija, JAV).
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3. REZULTATAI
3.1. Eksperimentiniy ploty analizé ir meteorologinés salygos

Panevézyje, Pusaloto rajone, ZUB ,Krekenava® buvo pasirinkti trys
zemeés ukio paskirties laukai, kuriuose buvo taikyta vienoda sé¢jomainos ir
zemes apdirbimo technologija. Atlikta Siy Zemés tkio paskirties lauky
bendroji apzvalga, kurioje nurodytos lauky geografinés koordinatés ir aukstis
vir§ juros lygio. Eksperimentiniy teritorijy klimatas pagal Kepeno-Geigerio
klasifikacijos sistema (angl. Koppen-Geiger climate classification) buvo
priskirtas prie Dfb tipo, kuriam biidingas drégnas Zemyninis klimatas su
Siltomis vasaromis [204]. Bendri apzvalgos duomenys pateikti 3.1 lenteléje.

3.1 lentelé. Zemés tkio lauky geografinés koordinatés, aukstis vir§ jaros lygio ir klimato
ypatybés.

Zemés iikio

AR Koordinatés' Aukstis (m)? Klimato tipas®
paskirties Zemé
JAK 55°54'00.3" N 24°06'44.3" E 54
BEI 55°55'53.6" N 24°16'46.2" E 41 Dfb
DEG 55°56'17.8" N 24°0826.9" E 48

'Platuma, ilguma; 2virs jiiros lygio; *pagal Kepeno-Geigerio klasifikacijg.

Dirvozemiy sudétiniuose méginiuose nustatyta, kad pirmojo zemés iikio
paskirties lauko (JAK) dirvozemio pH artimas neutraliam, t. y. 7,08. Tuo tarpu
antrojo zemés ukio paskirties lauko (BEI) dirvozemis buvo artimas silpnai
rugstiems dirvozemiams, kurio pH buvo 6,11, o tre¢iojo Zemés tikio paskirties
lauko (DEG) dirvozemio pH buvo priskirtas prie silpnai Sarminiy dirvoZemiy
ir jo pH verté sieké 8,00 [198].

Lyginant organinés anglies (Corg) kiekius Zemés tkio paskirties
dirvozemiuose nustatyta, kad Zemiausia organinés anglies koncentracija
nustatyta BEI dirvoZzemyje — 0,95 % ir tai rodo dirvozemj, kuris priskiriamas
prie Zemga organinés anglies kiekj turin¢iy dirvozemiy (maZziau nei 1 %). JAK
ir DEG dirvoZemiuose nustatytos Cor reikSmés buvo 1,19 ir 2,12 %,
atitinkamai, o tai rodo, kad dirvoZzemiai yra priskiriami prie vidutiniy
organinés anglies koncentracijy dirvozemiy, kuriuose Corg reikSmé svyruoja
nuo 1,0 % iki 3,0 % [205].

Sekantis analizuotas agrocheminis rodiklis buvo P.Os kiekis
dirvozemiuose: JAK dirvozemyje nustatyta 115 mg Kg!, BEI dirvozemio
méginyje 199 mg Kg!ir DEG dirvozemio méginyje 159 mg Kg'!'. Remiantis
literatiiros analize, geriausias fosforo jsisavinimas (100 %) yra tada, kai
dirvozemio pH yra neutralus (7,0), tuo tarpu kai dirvozemio pH svyruoja nuo
6,0 iki 6,5, fosforo jsisavinimas svyruoja nuo 52 % iki 95 %, o esant
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dirvoZzemio pH reikSmei vir§ 7,5 fosforo jsisavinimas krenta nuo 70 % iki 20
%. Vertinant P,Os koncentracija pasirinktuose dirvozemiuose nustatyta, kad
zemés ukio paskirties laukas JAK, pagal vertinimo grupes Zemés iikio
naudmenose, priskiriamas III grupei, kuriai priklauso viduting fosforo
koncentracija mineraliniuose dirvoZzemiuose turintys dirvoZemiai (nuo 101 iki
150 mg Kg), o kiti du dirvozemiai, BEI ir JAK, priskirti IV grupei, kurios
vidutiné fosforo koncentracija mineraliniuose dirvozemiuose siekia nuo 151
iki 200 mg Kg'. I§ dalies daug fosforo turin¢iy dirvoZemiy nustatoma
Panevézio savivaldybéje — net iki 53,7 % [206].

Analizuojant K,O koncentracijas zemés tkio paskirties lauky
dirvozemiuose nustatyta, kad JAK dirvozemio méginys turi maziausig jo
koncentracijg — 129 mg Kg!, o BEI ir DEG dirvoZemio méginiuose nustatyta
koncentracija sieké 141 ir 265 mg Kg'!, atitinkamai. Remiantis K,O
koncentracijos vertinimu mineralinivose dirvozemiuose, JAK ir BEI
dirvozemiai priskirti III grupei, kurioje jo koncentracija svyruoja nuo 101 iki
150 mg Kg!, o DEG dirvozemis priskirtas V grupei, kuriai priklauso labai
didele K>O koncentracijg turintys dirvoZzemiai (nuo 201 iki 300 mg Kg!). Tiek
laisvojo P»Os, tiek laisvojo K>O nustatyti parametrai biidingi Vidurio Lietuvos
zemumai [207].

Nitratinis azotas (N-NO;) dirvozemyje yra viena i§ svarbiausiy azoto
formy augalams. Jo koncentracija tiriamuose Zemes iikio paskirties laukuose
labai skyrési tarpusavyje: JAK — 1,43 mg Kg'!', BEI - 8,32 mg Kg'! ir DEG —
15,20 mg Kg!. Maziau nei 10 mg Kg™! N-NOs turintys dirvoZemiai priklauso
zemos koncentracijos dirvoZzemiams, kur azoto kiekis yra ribotas arba nitratai
greitai iSplaunami i§ dirvozemio ir Siuo atveju JAK ir BEI dirvozemiai buvo
priskirti biitent §iai grupei, tac¢iau DEG dirvoZzemis tur¢jo didziausiag N-NO;
koncentracija ir jis buvo priskirtas prie vidutinés koncentracijos dirvozemiy,
kuriuose N-NOs koncentracija svyruoja nuo 10 iki 30 mg Kg™'. Amonio azotas
(N-NHa) yra kita azoto forma, kurig augalai gali pasisavinti. Visuose tirtuose
dirvoZemiuose nustatytas mazas N-NH, kiekis ir visi trys dirvozemiai buvo
priskirti Zemai N-NH, koncentracijy grupei (maziau nei 5 mg Kg™'): JAK, BEI
ir DEG dirvozemiuose nustatytos koncentracijos 2,35, 0,74 ir 0,50 mg Kg!,
atitinkamai. Mineralinis azotas (Nmin) dirvoZemyje apima visas augalams
jsisavinamas azoto formas, t. y., nitratinj azota (N-NO3) ir amonio azotg (N-
NH,). Pirmieji du analizuoti dirvozemiai, JAK ir BEI, buvo priskirti prie
Zemos Nmin koncentracijos grupés (maziau nei 10 mg Kg'): 3,77 ir 9,06 mg
Kg!, atitinkamai, o tre¢iasis tiriamasis dirvozemis DEG buvo priskirtas prie
vidutinés Nmin koncentracijos grupés (nuo 10 iki 30 mg Kg™) ir sieké 15,70
mg Kg'[208]. Informacija apie kiekvieno Zemés ukio lauko agrocheminés
analizés rezultatus pateikta 3.2 lenteléje.
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3.2 lentelé. Sudétiniy dirvozemiy méginiy (0—20 cm) agrocheminés savybés.

Gylis pH‘ Organ.me P,0: K,0 N-NO; N-NH, Nuin
Plotas (cm) verté anglis
% mg Kg!
JAK 7,08 1,19 115 129 1,43 2,35 3,77
BEI 0-20 6,11 0,95 199 141 8,32 0,74 9,06
DEG 8,00 2,12 159 265 15,20 0,50 15,70

Lietuvos hidrometeorologijos tarnybos duomenys buvo panaudoti
aptariant meteorologines salygas eksperimento vykdymo laikotarpiu 2020—
2022 metais Panevézio apskrityje. Vidutinés ménesiy paros temperatiiros ir
vidutiniai ménesiy krituliy kiekiai buvo lyginti su standartine klimato norma
(SKN), kuri yra apskaic¢iuojama pagal i§ eilés einanciy 30 mety laikotarpio
vidurkj (Siuo atveju nuo 1991 m. sausio 1 d. iki 2020 m. gruodzio 31 d.). Visi
duomenys apibendrinti 3.1 pav.
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2022 mety ménesiai

Yidutin¢ ménesio oro iemperatiira (°C) Vidutiné ménesio oro temperatara (°C)

Vidutiné ménesio oro femperatiir (°C)

Vidutiné ménesio oro temperatitra (*C)
Viduting ménesio oro temperatiira, SKN (5C)
Vidulinis méngsio krituliy kickis (mm)
Vidutinis ménesio krintliy kickis. SKN ¢mm)

[ )

Viduting ménesio ot temperatiira (C’)
Viduting ménesio oro temperatiia, SKN (°C)
Vidutinis ménesio krituliy kickis (mn)
Vidutinis ménesio krinuliy kickis., SKN (mm)

# Vidutiné ménesio oro temperatiira (°C)

-~ Viduliné ménesio uro Lemperatiica, SKN (°C)
W Vidutinis ménesio krituliy kickis (mm)
= Viduinis méncsio krituliy kickis, SKN (mm)

3.1 pav. Vidutiné ménesio paros temperatira ir krituliy kiekis eksperimenty vykdymo
laikotarpiu 20202022 metais lygiant juos su standartinémis klimato normomis (SKN) (1991—
2020 m.) (A — 2020 metai; B — 2021 metai; C — 2022 metai). Saltinis — www.meteo.lt.
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2020 m. sausio mén. buvo $il¢iausias nuo pat 1961 m. — vidutiné ménesio
oro temperatiira Lietuvoje sieké net 2,8 °C. Tuo tarpu, 2021 m. sausio mén.
vidutiné oro temperatiira Lietuvoje sieke -3,4 °C, o 2022 sausio mén. -0,2 °C.
Pagal taikytg SKN (1991-2020 m.) tai yra 5,7 °C Sil¢iau; 0,5 °C $alciau; ir 2,7
°C SalCiau; atitinkamai (sausio mén. SKN -2,9 °C). Lyginant trijy i$ eilés
einanciy mety vasario ménesius nustatyta, kad 2020 m. vasario ménesio
temperatira sieké 2,4 °C, o tai yra 4,9 °C §il¢iau nei vasario mén. SKN (-2,5
°C), tuo tarpu 2021 m. vasario mén. temperatiira sieké -5,7 °C (-3,2 °C Sal¢iau
lyginant su SKN), 0 2022 m. vasario mén. sieké 1,2 °C (3,7 °C sil¢iau lyginant
su SKN). Kovo mén. vidutinés oro temperatiiros 2020 m., 2021 m. ir 2022 m.
buvo 3.3 °C, 1,6 °C ir 1,5 °C, atitinkamali, o tai yra 2,4 °C, 0,7 °C ir 0,6 °C
Sil¢iau, atitinkamai lyginant su kovo mén. SKN (0,9 °C). 2020 m., 2021 m. ir
2022 m. balandzio ménesiais nustatyta vidutiné oro temperattra buvo 6,5 °
C, 5,9 °C ir 5,7 °C, atitinkamai ir tai, lyginant su balandzio mén. SKN (7,2
°C), buvo 0,7 °C, 1,3 °C, 1,5 °C 8al¢iau. 2020 m. geguzés mén. vidutiné oro
temperattira buvo 10,2 °C ir tai buvo 2,3 °C vésiau nei SKN (geguzés meén.
SKN 12,5 °C), tuo tarpu 2021 m. geguzés mén. vidutiné oro temperattira sické
11,1 °C ir tai buvo 1,4 °C vésiau nei SKN, o0 2022 m. geguzés mén. vidutiné
oro temperatiira sieké 10,7 °C ir tai buvo 1,8 °C zemesné temperatiira lyginant
su SKN norma. Birzelio ménesis visus trejus metus i$ eilés buvo Siltesnis uz
nustatytag SKN (15,9 °C) ir 2020 m. sieké 18,7 °C (2,8 °C Ssil¢iau), 2021 m.
sieké 19,2 °C (3,3 °C sil¢iau), o 2022 m. sieké 17,3 °C (1,4 °C silciau)
temperattiros. Liepos ménesio temperatiira 2020 metais siekeé 17,2 °C ir tai
buvo 1,1°C vésiau nei SKN norma (18,3 °C), tuo tarpu 2021 metais liepos
mén. temperatiira sieké 22,1 °C (3,8 °C §il¢iau), o 2022 metais sieké 17,7 °C
(0,6 °C vésiau). Rugpjtcio mén. vidutinés oro temperatiiros 2020 m., 2021 m.
ir 2022 m. buvo 17,2 °C, 16,1 °C °C ir 20,4 °C, atitinkamai, o tai yra 0,4 °C,
1,5 °C sil¢iau ir 2,8 °C vésiau, atitinkamai lyginant su rugpjiicio mén. SKN
(17,6 °C). Pirmajj rudenio ménesi, rugséji, nustatyta vidutiné oro temperatiira
2020 metais sieké 14,8 °C ir buvo 2,0 °C Siltesné uz SKN normag (12,8 °C),
tuo tarpu 2021 metais nustatyta vidutiné oro temperatiira sieké 11,4 °C ir ji
buvo 1,4 °C vésesné lyginti SKN, o 2022 mety rugséjo ménesj sieké tik 10,6
°C ir buvo 2,2 °C vésesné lyginti SKN. 2020 m., 2021 m. ir 2022 m. spalio
mén. vidutiné oro temperatiira sieké 10,2 °C, 8,3 °C ir 9,8 °C, atitinkamai ir
tai, lyginant su spalio mén. SKN (7,3 °C) buvo 2,9 °C, 1,0 °C ir 2,5 °C
aukStesné temperatira. Lapkri¢io ménesj nustatyta SKN temperatiira sieké 2,6
°C ir tai buvo 2,8 °C vésiau lyginant su 2020 m. temperatira (5,4 °C), 1,4 °C
vésiau lyginant su 2021 m. temperattra (4,0 °C) ir 0,2 vésiau lyginant su 2021
m. temperatiira (2,8 °C). Paskutinjjj mety ménesj, gruodj, 2020 m. nustatyta
vidutiné oro temperatiira sické 0,5 °C, 2021 m. sieké -3,3 °C ir 2022 m. sieké
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-2,6 °C ir tai buvo 1,6 °C Sil¢iau, 2,2 °C vésiau ir 1,5 °C vésiau, atitinkamai
uz nustatyta SKN normga (-1,1°C).

2020 m. sausio mén. vidutinis krituliy kiekis Lietuvoje buvo apie 59 mm,
tuo tarpu 2021 m. sausio mén. 58 mm, o 2022 m. sausio mén. 67,3 mm ir tai
buvo 6, 5 ir 14,3 mm daugiau lyginant su 1991-2020 m. SKN norma (53 mm).
2020 m., 2021 m. ir 2022 m. vasario mén. vidutinis krituliy kiekis Lietuvoje
sieké 62 mm, 12 mm ir 69,5 mm, atitinkamai ir tai buvo 19 mm daugiau, 31
mm maziau ir 26,5 mm daugiau palyginus su SKN (43 mm). Kovo mén. 2020
m. ir 2021 m. nustatytas 39 mm lygus su SKN norma (39 mm) ir 32 mm
vidutinis krituliy kiekis, kuris yra mazesnis 7 mm lyginant su SKN norma,
atitinkamai, tac¢iau 2022 m. nustatytas labai mazas vidutiniy krituliy kiekis —
tik 1,9 mm ir tai yra net 37,1 mm mazesnis kiekis lyginant su SKN. Balandzio
meén. SKN norma sieké 37 mm ir tai 28 mm, 1 mm maziau ir 6 mm daugiau,
atitinkamai nei lyginant su 2020 m., 2021 m. ir 2022 m. vidutiniais krituliy
kiekiais, kurie buvo 9 mm, 36 mm ir 43 mm, atitinkamai. 2020 m. geguzés
mén. vidutinis krituliy Lietuvoje buvo 58 mm, tuo tarpu 2021 m. ir 2022 m.
sieké 103 mm ir 74 mm atitinkamai, o tai lyginant su SKN (53 mm) buvo 5
mm, 50 mm ir 21 mm daugiau. Prasidéjus vasaros sezonui 2020 m. birzelio
ménes] vidutinis krituliy kiekis Lietuvoje siek¢ 101 mm, 0 2021 m. ir 2022 m.
—45 mm ir 98,3 mm, atitinkamai, o tai lyginant su birzelio mén. SKN (68 mm)
buvo 33 mm daugiau, 23 mm maziau ir 30,3 mm daugiau, atitinkamai. Liepos
ménesio nustatyta vidutiné krituliy SKN norma sieké 84 mm, tuo tarpu 2020
m. ji sieké 63 mm, 2021 m. sieké 58 mm, o 2022 m. sieké net 106,7 mm ir tai
buvo 21 mm, 26 mm maziau ir 22,7 mm daugiau lyginant su SKN,
atitinkamai. Rugpjii¢io mén. 2020 m. vidutinis krituliy kiekis Lietuvoje sieké
70 mm, 2021 m. rugpjiitis buvo trecias lietingiausias nuo 1961 m. ir jo
vidutinis krituliy kiekis Lietuvoje sieké net 141,7 mm, o 2022 mety rugpjucio
mén. buvo vos 40 mm ir lyginant Siy trejy mety kiekius su SKN norma (77
mm) tai buvo 7 mm maziau, 64,7 mm daugiau ir 37 mm maziau, atitinkamai.
Toliau vertinant rudens sezong nustatyta, kad rugséjo mén. vidutinis krituliy
SKN kiekis Lietuvoje sieké¢ 60 mm, o 2020 m., 2021 m. ir 2022 m. buvo 30
mm, 48 mm ir 44 mm, atitinkamai, o tai buvo 30 mm, 12 mm ir 16 mm maziau.
2020 m. spalio mén. vidutinis krituliy kiekis Lietuvoje sické 68 mm ir tai
neturé¢jo skirtumo su nustatyta SKN norma (68 mm), tac¢iau 2021 m. spalio
mén. jis sieké 48,2 mm, o 2022 m. spalio mén. sieké 37 mm ir tai buvo 19,8
mm ir 31 mm maziau nei nustatyta SKN norma. 2020 m lapkri¢io ménesj
vidutinis krituliy kiekis Lietuvoje buvo 51 mm, tuo tarpu 2021 m. ir 2022 m.
81,2 mm ir 28,8 mm, atitinkamai ir tai buvo 6 mm maziau, 24,2 mm daugiau
ir 28,2 mm maziau, atitinkamai, lyginant su lapkri¢io mén. SKN norma (57
mm). Paskutinj mety ménesj, gruodj, nustatyta SKN norma sieké 56 mm, o
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2020 m., 2021 m. ir 2022 m. — 34,3 mm, 37,4 mm ir 64,6 mm, atitinkamai,
kas buvo 21,7 mm 18,6 mm maziau ir 8,6 mm daugiau uz nustatyta SKN
norma.

3.2. Mikroorganizmy izoliavimas, molekulinis identifikavimas ir
filogenetiné analizé

Tiriamojo darbo metu kiekvienais trimis i§ eilés einanciais s€¢jomainos
metais (2020-2022 m.) i§ kiekvieno tiriamojo objekto ir jame kultivuojamos
augaly kultiiros rizosferos dirvozemio méginiy buvo iSskirti mikroorganizmai,
pasizymintys skirtinga morfologija ir augaly augimg skatinanciomis
savybémis. 2020 metais visuose trijuose zemés tikio paskirties laukuose buvo
auginama Z. mays kultira. Kompleksiniame rizosferos dirvozemio méginyje
i8 JAK dirbamos zemés ploto buvo isskirti 92 skirtinga morfologija
pasizymintys mikroorganizmai.

3.3 lentelé. Bendras izoliuoty mikroorganizmy skaicius tyrimo metu (2020—2022 metai).

DirvoZemio 2020 m. 2021 m. 2022 m.
meéginiy surinkimo (Z. mays) (P. vulgaris) (T. aestivum)
laikas
Lokacija JAK BEI DEG JAK BEI DEG JAK BEI DEG
Bendras izoliuoty 92 120 113 101 112 108 104 105 100
mikroorganizmy
skaicius Viso: 325 Viso: 321 Viso: 309

Lygiagreciai atliekant tuos pacius bandymus su BEI ir DEG zemés tikio
laukuose augusiy Z. mays kompleksiniy rizosferos dirvozemio méginiy buvo
i8skirti atitinkamai 120 ir 113 morfologiskai skirtingy mikroorganizmy. Viso
2020 m. i§ visy trijy Zemés tkio paskirties ploty ir juose auginamy paprastyjy
kukurtizy rizosferos dirvozemiy buvo izoliuoti 325 morfologiskai skirtingi
mikroorganizmai. Sekanciais 2021 tyrimo metais, JAK, BEI ir DEG Zemés
tkio paskirties laukuose buvo kultivuojama P. vulgaris kultira. 1§ Siy
kultivuojamy augaly kulttiros kompleksinio rizosferos dirvozemio méginio,
kuris buvo surinktas i§ JAK lauko buvo izoliuotas 101 morfologiskai
skirtingas mikroorganizmas, o i§ BEI ir DEG kompleksiniy rizosferos
dirvoZzemio méginiy — 112 ir 108 morfologiskai skirtingi mikroorganizmai,
atitinkamai. Bendrai, 2021 metais, i§ visuose Zemés tikio paskirties plotuose
augintos P. vulgaris kultiros rizosferos izuoliuotas 321 morfologiskai
skirtingas mikroorganizmas. Paskutiniais 2022 tyrimo metais ir JAK, BEI ir
DEG Zemés tikio paskirties Zemés ir juose kultivuojamos 7. aestivum augaly
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kultiiros rizosferos dirvozemio méginiy buvo i$skirti 104, 105 ir 100
morfologiskai  skirtingy mikroorganizmy, atitinkamai, o bendras
morfologiskai izoliuoty mikroorganizmy skaicius sieké 309 (3.3 lentelé).

Kiekvienais tyrimo metais buvo atrinkta po devynis skirtingus izoliuotus
mikroorganizmus, t.y. po tris izoliatus i§ kiekvienos zemés iikio paskirties
zemes (trys zemés iikio paskirties zemés X trys izoliuoti mikroorganizmai =
devyni skirtingi izoliuoti mikroorganizmai). Mikroorganizmy atrankos metu
svarbiausias  aspektas buvo atsitiktinai  izoliuoti tris  skirtingas
mikroorganizmy gentis i$ tos pacios zemés iikio paskirties zemés.

Pirmaisiais tyrimo metais, i§ JAK, BEI ir DEG Z mays rizosferos
dirvozemio méginiy iSskirty izoliaty buvo atrinkta po tris skirtingas
mikroorganizmy gentis, o 16S rDNR sekos analizé priskyré juos Bacillus spp.
(arba Priestia spp.), Pseudomonas spp. ir Rhodococcus spp. gentims.
Kiekvienu tyrimo atveju, kiekvienam i§ Zemés tikio paskirties naudmeny buvo
priskirta po viena Bacillus sp. (arba Priestia sp.), Pseudomonas sp. ir
Rhodococcus sp. gentj. Palyginamoji analizé parodé, kad pirmoje grupéje
(DAK) izoliatai 1JAK92, 1JAK41 ir IJAK17 turé¢jo sekos padengimg su
Bacillus altitudinis 41KF2b (100 %), Pseudomonas thivervalensis DSM
13194 (100 %) ir Rhodococcus qingshengii JCM 15477 (100 %) rusimis,
atitinkamai. Antroje tyrimy grupéje (IIBEI) izoliatai IIBEI11, IIBEI19 ir
IIBEI38 gautuose analizés rezultatuose buvo prilyginti su Bacillus
licheniformis ATCC 14580 (100 %), Pseudomonas laurylsulfatiphila AP3 16
(100 %) ir Rhodococcus erythropolis NBRC 15567 (100 %), atitinkamai.
Paskutingje tyrimo grupéje (IIIDEG) 16S rRNR geno palyginamoji analizé
parodé, kad izoliuoti mikroorganizmai IIIDEG4, I[IIDEG59 ir IIDEG40 buvo
artimiausi  Priestia aryabhattai B8W22 (100 %), Pseudomonas
laurylsulfativorans AP3 22 (100 %) ir Rhodococcus erythropolis NBRC
15567 (100 %), atitinkamai (3.4 lentelé).

Sekanciais tyrimo metais, i§ JAK, BEI ir DEG zemés tkio naudmeny,
kurivose buvo kultivuojama P. wvulgaris kultlira, surinkty rizosferos
dirvozemio meéginiy buvo izoliuotos ir atrinktos trys skirtingos
mikroorganizmy gentys: Pararhizobium spp., Paenibacillus spp. ir Bacillus
spp. (arba Priestia spp.). Pirmoje tyrimy grupéje (IJAK) atlikus 16S rDNR
palyginamajg analiz¢ nustatyta, kad izoliatai [JAK2, [JAK19 ir [JAK94 yra
filogenetiskai artimiausi atitinkamai Pararhizobium giardinii H152 (100 %),
Paenibacillus xylanexedens B22a (100 %) ir Bacillus mycoides DSM 2048
(100 %) bakterijy kultory rusims. Antroje grupéje (IIBEI) izoliuoti
mikroorganizmai [IBEI80, IIBEI61 ir IIBEI14 buvo prilyginti atitinkamai
Pararhizobium giardinii H152 (100 %), Paenibacillus amylolyticus NBRC
15957 (100 %), ir Bacillus pumilus ATCC 7061 (100 %) raSims. Trecioje
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tyrimo grupéje (IIIDEG) po atrankos pasirinkti izoliuoti mikroorganizmai
HIDEGY9, MHIDEG36 ir IIIDEGY93 identifikuoti kaip atitinkamai
Pararhizobium giardinii H152 (100 %), Paenibacillus farraposensis UY 79
(100 %) ir Priestia megaterium NBRC 15308 (100 %).

Paskutiniais tyrimo metais, kuomet JAK, BEI ir DEG zemés iikio
paskirties zemése buvo kultivuojama 7. aestivum kultira, nustatyta, kad
izolivoti ir atrinkti augaly rizosferos mikroorganizmai priklausé trims
skirtingoms gentims: Bacillus spp. (arba Priestia spp.), Pseudomonas spp.,
Streptomyces spp. Pirmoje tyrimy grupéje (IJAK) 16S rDNR sekos analizé
parodé, kad izoliatai IJAK27, 1JAK44 ir IJAKO91 filogenetiskai buvo
artimiausi su atitinkamai Bacillus toyonensis CNCM 1-1012 (100 %),
Pseudomonas bijieensis 1.22-9 (100 %) ir Streptomyces gardneri NBRC 3385
(100 %) rusimis. Antroje tyrimy grupéje (IIBEI) atlikta analizé parode, jog
izoliuoti mikroorganizmai IBEI32, IIBEI40 ir [IBEI22 buvo filogenetiskai
panasiis atitinkamai | Priestia aryabhattai BEW22 (100 %), Pseudomonas
helmanticensis OHA11 (100 %) ir Streptomyces anulatus NBRC 13369 (100
%). Trecioje tyrimo grupéje (IIIDEG) atlikus pirminius sekoskaitos duomenis,
surinkus DNR sekas nustatyta, jog izoliuoti mikroorganizmai I[IDEG45,
IIDEG41 ir IIDEG72 tur¢jo sekos padengimag su Bacillus tequilensis N1O-
Zn4 (100 %), Pseudomonas granadensis F-278,770T (100 %) ir Streptomyces
badius NBRC 12745 (100 %), atitinkamai. Visa bendra molekulinés
identifikacijos informacija pagal 16S rRNR seka pateikta 3.4 lenteléje.
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3.4 lentelé. 16S rRNR geno palyginamoji analizé su tipiniais bakterijy kultiiry 16S genais.

Sekai priskirtas

Neatitike nukleotidai/viso

Sekos

Sekos ID Rasis Kamienas numeris Sekos panasSumas (%) nuKleotidy padengimas (%)
1JAK92 Bacillus altitudinis 41KF2b ASJC01000029 99,86 2/1429 100
1JAK41 Pseudomonas thivervalensis DSM 13194 LHVE01000021 99,50 7/1420 100
JAK17 Rhodococcus qingshengii JCM 15477 LRRJ01000016 99,85 2/1390 100
IIBEI11 Bacillus licheniformis ATCC 14580 AE017333 99,43 8/1427 100
IIBEI19 Pseudomonas laurylsulfatiphila AP3 16 KY462012 99,71 4/1390 100
IIBEI38 Rhodococcus erythropolis NBRC 15567 BCRMO01000055 99,26 10/1367 100
IIIDEG4 Priestia aryabhattai B8W22 KY882273 100,00 0/1150 100
IIIDEG59 Pseudomonas laurylsulfativorans AP3 22 MF554631 99,43 8/1415 100
IIIDEG40 Rhodococcus erythropolis NBRC 15567 BCRMO01000055 99,20 11/1390 100
IJAK2 Pararhizobium giardinii H152 ARBG01000149 99,92 1/1350 100
IJAK19 Paenibacillus xylanexedens B22a EU558281 98,72 18/1410 100
1JAK94 Bacillus mycoides DSM 2048 ACMU01000002 99,72 4/1436 100
IIBEI80 Pararhizobium giardinii H152 ARBG01000149 99,47 7/1340 100
IIBEI61 Paenibacillus amylolyticus NBRC 15957 BIMJ01000009 99,65 5/1429 100
IIBEI14 Bacillus pumilus ATCC 7061 ABRX01000007 99,92 1/1406 100
IIIDEG9 Pararhizobium giardinii H152 ARBG01000149 99,40 8/1340 100
IIIDEG36 Paenibacillus farraposensis UY79 MT973969 99,25 10/1348 100
IIIDEG93 Priestia megaterium NBRC 15308 JIMHO01000057 100,00 0/1390 100
1JAK27 Bacillus toyonensis CNCM I-1012 AJ310101 99,71 4/1390 100
1JAK44 Pseudomonas bijieensis L.22-9 MT835388 99,78 3/1386 100
1JAKO91 Streptomyces gardneri NBRC 3385 NR 041204 100,00 0/1360 100
1IBEI32 Priestia aryabhattai B8W22 EF114313 99,78 3/1415 100
IIBEI40 Pseudomonas helmanticensis OHA11 HG940537 99,12 12/1376 100
[IBEI22 Streptomyces anulatus NBRC 13369 NR_ 112527 99,57 6/1421 100
IIIDEGA45 Bacillus tequilensis NIO-Zn4 KJ847721 99,85 2/1410 100
IIIDEG41 Pseudomonas granadensis F-278,770T HG764746 99,35 9/1380 100
IIIDEG72 Streptomyces badius NBRC 12745 AB184114 99,50 7/1421 100
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Pirma tyrimy grupe sudaré Bacillus (arba Priestia) spp., Pseudomonas spp.
ir Rhodococcus spp. genCiy izoliatai. Filogenetinés analizés metu izoliatai
IJAK92, IIBEI11 ir HIDEG4 buvo palyginti su kitomis filogenetiSkai
artimiausiomis Bacillus ir Priestia genciy ruSimis bei nustatyta, kad kamienai
yra artimiausi Bacillus altitudinis 41KF2b, Bacillus licheniformis ATCC
14580 ir Priestia aryabhattai BSW22 riiSims, atitinkamai (3.2A pav.).

A Bacillus safensis subsp. osmophilus BC09
74 Bacillus pumilus NBRC 12622
e Bacillus altitudinis 41KF2b
100 95 @ Bacillus sp. IJAKS2
Bacillus xiamenensis HYC-10
‘ Bacillus paralicheniformis KJ-16
oo | ‘ Bacillus sonorensis NBRC 101234
73 Bacillus haynesii NRRL B-41327
\—35‘—: Bacillus licheniformis ATCC 14580
8 @ Bacillus sp. IBEI11
Priestia flexa NBRC 15715
57 Priestia paraflexa RC2T
100 Prestia gingshengii G19
80 Priestia aryabhattai B8W22
95 @ Priestia sp. IIDEG4
E——
oo
B 81 Pseudomonas sp. IIBEI19
34 P onas laurylsulfatiphila AP3 16
Pseudomonas sp. IDEG59
65 30 Pseudomonas laurylsulfativorans AP3 22
54 Pseudomonas moorei RW10T
Pseudomonas mohnii [pA-2
20 35 P nas sis PS14
55 P >nas granadensis F-278 770T
I: Pseudomonas iridis P42
5t Pseudomonas anateliensis P9
‘ P; onas proteolytica CMS 64T
‘ ‘ P; onas corrugata ATCC 29736
5| T P onas bijieensis L22-9
54 P nas sp. [JAK41
50 Pseudomonas thivervalensis DSM 13194
—_—
oot
C

Rhodococcus sp. IJAK17
Rhodococcus gingshengii JCM 15477

Rhodococcus sp. IIBEI38

Rhodococcus sp. IDEG40
Rhodococcus erythropolis NBRG 15567
Rhodococcus sovatensis HO04
Rhodococcus kyotonensis DS472
Rhodococcus cerastii CCM 7906
Rhodococcus jostii IFO16295
Rhedococcus tukisamuensis DSM 44783
— Rhedococcus defluvii Cat11
100 L Rhodococcus antrifimi D7-21T
Rhodococcus aerolatus PAMC 27367

100 \_: Rhodococcus lactis DW1518
74 Rhodococcus aetherivorans 10bc312

3.2 pav. Pirmosios tyrimy grupés (2020 m.) trijy skirtingy genciy: Bacillus (ir Priestia) spp.
genties izoliaty Bacillus sp. 1JAK92, Bacillus sp. IIBEI11 ir Priestia sp. IIIDEG4 (A)
(dendrogramose pazyméta Sviesiai mélyna spalva); Pseudomonas spp. genties izoliaty
Pseudomonas sp. 1JAK41, Pseudomonas sp. 1IBEI19 ir Pseudomonas sp. IIIDEGS9 (B)
(dendrogramose pazyméta rausva spalva); ir Rhodococcus spp. genties izoliaty Rhodococcus
sp. IWAK17, Rhodococcus sp. 1IBEI38 ir Rhodococcus sp. IIIDEG40 (C) (dendrogramose
pazyméta Sviesiai zalia spalva) filogenetinés padétys. Evoliuciniai ry$iai sudaryti naudojant
Neighbor-Joining metoda. BriikSnys zymi 0,01 nukleotido pasikeitimy vienoje padétyje.
Evoliuciné analiz¢é atlikta naudojant MEGA11 programing jranga.
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Siekiant nustatyti Pseudomonas spp. genties izoliaty I[JAK41, IIBEI19 ir
IIIDEGS59 kamieny filogeneting padétj tarp kity Pseudomonas genties riisiy,
sudarytas filogenetinis medis naudojant kitas filogenetiSkai artimiausias
Pseudomonas genties rusis ir nustatyta, jog izoliatai yra artimiausi
Pseudomonas thivervalensis DSM 13194, Pseudomonas laurylsulfatiphila
AP3 16, Pseudomonas laurylsulfativorans AP3 22 rtiSims, atitinkamai (3.2B
pav.). Filogenetinés analizés rezultatai parodé, kad izoliatai [JAK17, [IBEI38
ir IIDEG40 priklauso Rhodococcus genciai ir lyginant juos su Rhodococcus
genties riusimis izoliatas [JAK17 nurodé didziausiag panasuma rusiai
Rhodococcus gingshengii JCM 15477, o izoliatai [IBEI38 ir [IIDEG40 tur¢jo
didziausia panaSuma su Rhodococcus erythropolis NBRC 15567 riisimi (3.2C
pav.).

Antroje tyrimo grupéje filogenetinio medzio rezultaty analizé patvirtino,
kad izoliatai IJAK2, IIBEI&0 ir IIIDEGY priklausé Pararhizobium genties
bakterijoms ir visi trys izoliatai buvo artimiausi Pararhizobium giardinii
H152 rtsiai (3.3A pav.). Taipogi patvirtinta, kad izoliatai [JAK19, [IBEI61 ir
HIDEG36 priklausé Paenibacillus genciai, o analizuojant detaliau izoliatas
IJAK19 buvo artimiausias Paenibacillus xylanexedens B22a risiai, izoliatas
IBEI61 — Paenibacillus amylolyticus NBRC 15957 rusiai, o izoliatas
HIDEG36 — Paenibacillus farraposensis UY79 rusiai (3.3B pav.). Likusieji
antrosios tyrimy grupés izoliatai [JAK94, [IBEI14 ir IIIDEG93 po atliktos
filogenetinés analizés patvirtino, kad izoliuoti kamienai priklausé Bacillus
arba Priestia genCiy bakterijoms. Izoliatas IJAK94 buvo artimiausias Bacillus
mycoides DSM 2048 riiSiai, izoliatas IIBEI14 buvo artimiausias Bacillus
pumilus ATCC 7061 rusiai, o izoliatas [IIDEG93 Priestia megaterium NBRC
15308 rasiai (3.3C pav.).
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@ Pararhizobium sp. IJAK2
Pararhizobium giardinii H152
@ Pararhizobium sp. IIBEI80
@ Pararhizobium sp. IIDEGS
Pararhizobium herbae CCBAU 83011
Pararhizobium polonicum F5.1
Pararhizobium capsulatum IFAM 1004
Pararhizobium arenae MIM27
Pararhizobium gamdonense T808
Pararhizobium gei ZFJT-2
Pararhizobium i NAQVI 59
Pararhizobium haloflavum XC0140
’WC Pararhizobium mangrovi BGMRC 6574
100 \_|: Pararhizobium helanshanense Qtx-14
93

Pararhizobium sphaerophysae CCNWGS0238

—
oot
B o
Paenibacillus sp. IJAK19
0 Paenibacillus xylar B22a
7 Paenibacillus sp. IBEI61
8 Paenibacillus amylolyticus NBRC 15957
89
‘ Paenibacillus tundrae Ab10b
100 Paenibacillus taichungensis BCRC 17757
Paenibacillus zanthoxyli JH29
50 Paenibacillus phoenicis 3PO2SA
5 T Paenibacillus polymyxa DSM 36T
| I Paenibacillus farraposensis UY79
100 " Paenibacillus sp. IDEG36
61 Paenibacillus brasilensis PB172
— Paenibacillus susongensis M327
o Paenibacillus ripae HZ1
70 Paenibacillus xanthanilyticus AST
—_—

@ Bacillus sp. JAK92

Bacillus mycoides DSM 2048
Bacillus albus MCCC 1A02146
Bacillus altitudinis 41KF2b
Bacillus amyloliquefaciens NBRC 15535
Bacillus mojavensis IFO 15718
Priestia flexa NBRC 15715
Priestia paraflexa RC2T

@ Priestia sp. IDE93

Priestia aryabhattai B8\W22
Prestia megaterium NBRC 15308
Bacillus aby is SCSIO 15042
Bacillus manusensis Ma50-6

@ Bacillus sp. IBEI14

100 L—— Bacillus pumilus ATCC 7061

oot

3.3 pav. Antrosios tyrimy grupés trijy skirtingy genciy: Pararhizobium spp. genties izoliaty
Pararhizobium sp. 1JAK2, Pararhizobium sp. IIBEI8O ir Pararhizobium sp. IIIDEGY9 (A)
(dendrogramose pazyméta mélyna spalva); Paenibacillus spp. genties izoliaty Paenibacillus
sp. IJAK19, Paenibacillus sp. IIBEI61 ir Paenibacillus sp. IIDEG36 (B) (dendrogramose
pazyméta raudona spalva); ir Bacillus (Priestia) spp. genties izoliaty Bacillus sp. 1JAK92,
Bacillus sp. 1IBEI14 ir Priestia sp. IIIDEG93 (C) (dendrogramose pazyméta zalia spalva)
filogenetinés padétys. Evoliuciniai rySiai sudaryti naudojant Neighbor-Joining metoda.
Briksnys zymi 0,01 nukleotido pasikeitimy vienoje padétyje. Evoliuciné analizé atlikta
naudojant MEGA11 programing jranga.

Paskutingje, tre¢ioje tyrimo grupéje, siekiant nustatyti Bacillus toyonensis
IJAK27, Priestia aryabhattai IBEI32 ir Bacillus tequilensis TIIDEG45
kamieny filogeneting padeétj tarp kity Bacillus ir Priestia genties rusiy,
nubraizytas filogenetinis medis naudojant tipinius Bacillus ir Priestia genties
kamienus. Sudaryto filogenetinio medzio rezultaty analizé patvirtino, kad
IJAK27, IIBEI32 ir IIIDEG45 kamienai priklausé Bacillus (ar Priestia)
genciai ir rodé didziausig panaSuma tipinéms Bacillus toyonensis CNCM I-
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1012/NCIB 40112, Priestia aryabhattai BSW22 ir Bacillus tequilensis N1O-
Zn4 risims, atitinkamai (3.4A pav.).

Bacillus cereus ATCC 14579
%0 Bacillus proteolyticus MCCC 1A00365
78 Bacillus thuringiensis IAM 12077
100 97 Bacillus toyonensis CNCM I-1012/NCIB 40112
@ Bacillus sp. IJAK27
100 Bacillus licheniformis DSM 13
@ Bacillus sp. IDEG45
Bacillus tequilensis NIO-Zn4
9 Bacillus amyloliquefaciens NBRC 15535
n Bacillus velezensis NRRL B-41580
‘ Priestia terium IAM 13418
Priestia paraflexa RC2T
1 Priestia aryabhattai B8W22
o @ Priestia sp. IIBEI32
8 Priestia qingshengii G19

@ Pseudomonas sp. [JAK44
Pseudemonas bijieensis L22-9
Pseudemonas mucoides P154a
Pseudomonas syringae ATCC 19310
Pseudomonas proteclytica CMS 64T
Pseudomonas japonica
Pseudomonas rhizosphaerae
Pseudomonas thermotolerans CM3
Pseudemonas sp. Ps 9-14
Pseudomonas baetica a390
Pseudomonas atagonensis PS14
Pseudomonas icensis OHA11
® Pseudomonas sp. IBEI40

10 — ® Pseudomonas sp. IIDEG41

L Pseudomonas granadensis F-278770T

a3 @ Streptomyces sp. IJAKS1
68 Streptomyces gardneri NBRC 3385
99 Streptomyces omiyaensis NRRL B-1587
s6 Streptomyces zaomyceticus NRRL B-2038
99 Streptomyces exfoliatus NRRL B-2924
68 @ Streptomyces sp. IBEI22
59 Streptomyces anulatus NBRC 13369
7 @ Sstreptomyces sp. IIDEG72
Streptomyces badius NBRC 12745
Streptomyces cinereus NBRC 12247
‘ Streptomyces rhizophilus JR-41
n ‘ Streptomyces albus DSM 40313T
Streptomyces variegatus NBRC 15462
6 Streptomyces thinghirensis S10
Streptomyces violaceus LMG 20257T

3.4 pav. Treciosios tyrimy grupés trijy skirtingy genciy: Bacillus (Prestia) spp. genties izoliaty
Bacillus sp. 1JAK27, Priestia sp. IIBEI32 ir Bacillus sp. IIIDEG45 (A) (dendrogramose
pazyméta tamsiai mélyna spalva); Pseudomonas spp. genties izoliaty Pseudomonas sp.
1JAK44, Pseudomonas sp. 1IBEI40 ir Pseudomonas sp. IIIDEG41 (B) (dendrogramose
pazyméta oranzine spalva); ir Streptomyces spp. genties izoliaty Streptomyces sp. 1JAK91,
Streptomyces sp. I1BEI22 ir Streptomyces sp. IIDEG72 (C) (dendrogramose pazyméta tamsiai
zalia spalva) filogenetinés padétys. Evoliuciniai rySiai sudaryti naudojant Neighbor-Joining
metoda. Briksnys zymi 0,01 nukleotido pasikeitimy vienoje padétyje. Evoliuciné analizé
atlikta naudojant MEGA11 programing jranga.

Siekiant nustatyti Pseudomonas bijieensis 1JAK44, Pseudomonas
helmanticensis 1IBEI40 ir Pseudomonas granadensis 11IIDEG41 izoliaty
evoliucinius rySius tarp kity tipiniy Pseudomonas genties rusiy sudarius
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filogenetinj medj nustatyta, kad izoliatai 1JAK44, IIBEI40 ir IIIDEG41
priklausé Pseudomonas genciai ir parodé didziausig panasumg tipinéms
Pseudomonas bijieensis 1.22-9, Pseudomonas helmanticensis OHAI1l ir
Pseudomonas granadensis F-278, 770T rusims, atitinkamai (3.4B pav.).
Atlikus filogeneting analize tarp izoliuoty mikroorganizmy Streptomyces
gardneri 1JAK91, Streptomyces anulatus 1IBEI22 ir Streptomyces badius
IIIDEG72 nustatyta, kad Sie i$skirti mikroorganizmai priklauso Streptomyces
genciai ir lyginant juos su tipinémis Streptomyces genties rii§imis kamienai
IJAK91, IIBEI22 ir IIIDEG72 rodé didziausia panasSumg tipinéms
Streptomyces gardneri NBRC 3385, Streptomyces anulatus NBRC 13369 ir
Streptomyces badius NBRC 12745 rii$ims, atitinkamai (3.4C pav.).

3.3. Bakterijy mikrobiotos sudéties analizé rizosferiniuose dirvozemio
meéginiuose

Pagal biologing gyvyjy organizmy klasifikacijg, bakterijose tipy lygmeniu
i§ viso nustatyta po 20 skirtingy taksony kiekviename i§ 9 analizuoty
rizosferos dirvoZzemio méginiy. Actinomycetota, Pseudomonadota, Bacillota,
Chloroflexota ir Acidobacteriota pagal santykinj gausumg buvo penki
gausiausi bakterijy tipai visuose tirtuose rizosferos dirvozemio meéginiuose. Jy
santykinis gausumas rizosferos dirvoZzemio méginiuose svyravo nuo 32,2 %
iki 47,9 %, nuo 20,7 % iki 25,1 %, nuo 8,7 % iki 12,8 %, nuo 7,4 % iki 9,1 %
ir nuo 3,0 % iki 8,4 %, atitinkamai.
Pirmaisiais tyrimo metais (2020 m.) nustatyta, jog Actinomycetota buvo
labiausiai dominuojantis bakterijy tipas IJAK (38,6 %), IIBEI (40,8 %) ir
HIDEG (43,3 %) tirtuose Z. mays rizosferos dirvozemio méginiuose.
Pseudomonadota buvo sekantis pagal santykinj gausumg labiausiai vyraves
bakterijy tipas [JAK (24,7 %), IIBEI (24,6 %) ir IIIDEG (23,3 %) rizosferos
dirvozemiuose. Nors Bacillota pagal santykinj gausuma buvo trecioje vietoje,
§is tipas taip pat dominavo IJAK (12,8 %), IIBEI (8,7 %) ir IIIDEG (10,3 %)
dirvoZzemiuose. Chloroflexota bakterijy tipo santykinis gausumas sieké 8,5 %,
8,6 % ir 9,1 % IJAK, IIBEI ir IIIDEG rizosferiniuose dirvozemio méginiuose,
atitinkamai. Paskutinysis i§ penkiy, labiausiai dominavusiy bakterijy tipy
buvo Acidobacteriota ir analizuotuose méginiuose sudaré IJAK — 3,6 %,
IIBEI — 7,0 % ir IIIDEG - 3,4 % santykinj gausumg. Nenustatytos ar nei
vienam bakterijy tipui nepriskirtos bakterijos sudaré 2,8 %, 1,5 % ir 2,4 %
santykinio gausumo IJAK, IIBEI ir IIIDEG rizosferos dirvoZzemio
meéginiuose, atitinkamai. Likusiy bakterijy tipy sudétis IJAK, IIBEI ir HIDEG
rizosferos dirvozemio méginiuose pasiskirsté atitinkamai 9,0 %, 8,8 % ir 8,2
% nuo likusio bendro santykinio gausumo (100 %).
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Antraisiais tyrimo metais (2021 m.), P. vulgaris rizosferos dirvozemio
méginiuose labiausiai dominaves bakterijy tipas taip pat buvo Actinomycetota
IJAK (47,9 %), IIBEI (39,8 %) ir IIIDEG (42,3 %). Antroje vietoje, pagal
santykinj gausuma vyravo Pseudomonadota bakterijy tipas IJAK (20,7 %),
IIBEI (24,9 %) ir IIIDEG (25,0 %) dirvozemio éminiuose. Bacillota IJAK (8,9
%), IBEI (9,6 %) ir IIIDEG (9,4 %) méginiuose pagal santykinj gausuma
buvo trecioje vietoje, o Chloroflexota bakterijy tipas buvo panasaus santykio
gausumo su Bacillota tipu: IJAK (8,2%), IIBEI (7,8 %) ir IIIDEG (9,1 %).
Penktasis, labiausiai vyraves tipas [JAK (3,8 %), IIBEI (5,8 %) ir IIIDEG (3,0
%) rizosferos dirvozemio méginiuose buvo Acidobacteriota. Nezinomos ir nei
vienam tipui nepriskirtos bakterijos sudaré 3,9 %, 4,1 % ir 2,7 % nuo bendro
santykinio gausumo IJAK, IBEI ir IIIDEG rizosferos dirvoZzemio
meéginiuose, atitinkamai. Likusiy bakterijy tipy sudétis [JAK, IIBEI ir IIDEG
rizosferos dirvozemio méginiuose pasiskirsté atitinkamai 6,6 %, 8,0 % ir 8,5
% nuo likusio bendro santykinio gausumo (100 %).

Treciaisiais tyrimo metais (2022 m.), remiantis gyvyjy organizmy
taksonomijos klasifikacija, Actinomycetota buvo labiausiai dominuojantis
1IJAK (32,2 %), IIBEI (39,9 %) ir IIDEG (39,4 %) bakterijy tipas T. aestivum
rizosferos dirvozemio méginiuose. Antrasis, labiausiai vyraves, bakterijy tipas
buvo Pseudomonadota 1JAK (25,1 %), IIBEI (22,8 %) ir IIDEG (23,6 %).
Bacillota pagal santykinj gausuma buvo trecioje vietoje IJAK (11,9 %), IIBEI
(9,0 %) ir IIIDEG (9,8 %) rizosferos dirvozemio méginiuose. Bakterijy
Chloroflexota tipas buvo ketvirtoje vietoje pagal labiausiai dominuojancius
tipus IJAK (6,9 %), IIBEI (8,4 %) ir IIIDEG (7,6 %) tirtuose méginiuose. Tuo
tarpu, Acidobacteriota tipas sudaré maziausig santykinj gausuma i§ penkiy
labiausiai dominuojanciy tipy: IJAK (4,2 %), IIBEI (7,4 %) ir IIDEG (5.4
%). Nezinomos ir nei vienam tipui nepriskirtos bakterijos sudaré 4,4 %, 4,2 %
ir 4,7 % santykinio gausumo IJAK, IIBEI ir IIIDEG rizosferos dirvozemio
méginiuose, atitinkamai. Likusiy bakterijy tipy sudétis IJAK, IIBEI ir HIDEG
rizosferos dirvozemio méginiuose sudaré atitinkamai 15,3 %, 8,3 % ir 9,5 %
nuo likusio bendro santykinio gausumo (100 %) (3.5 pav.).
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3.5 pav. Bakterijy tipy santykinis gausumas tirtuose rizosferos dirvozemio méginiuose (2020—
2022 m.). Kiekvienas stulpelis zymi vieng rizosferos dirvozemio éminio pavyzdj, o skirtingos
spalvos stulpeliuose skirtingus bakterijy tipus.

Pagal gautus tyrimo rezultatus tolimesnei ir detalesnei mikrobiotos analizei
atlikti pasirinkti tie bakterijy tipai, kuriems priklausé Siame moksliniame
tyrime izoliuoti mikroorganizmai. Nustatyta, kad visi izoliuoti
mikroorganizmai priklausé Actinomycetota, Pseudomonadota ir Bacillota
bakterijy tipams. Pasirinkta po 20 labiausiai dominuojanciy genciy
kiekviename bakterijy tipe. Mikroorganizmai Bacillus sp. IAJK92, Bacillus
sp. [IBEI11 ir Prestia sp. IIIDEG priskirti Bacillus (Priestia) genciai ir atlikus
mikrobiotos sudéties analizg iki genties lygmens nustatyta, kad Bacillus yra
labiausiai dominuojanti Bacillota bakterijy tipo gentis [JAK (43,8 %), [IBEI
(43,0 %) ir LIDEG (35,0 %) Z. mays rizosferos dirvozemio méginiuose, kurie
buvo surinkti 2020 m. Bacillota bakterijy tipe taip pat ryskiai dominavo
Paenibacillus gentis, kuri IJAK, IIBEI ir IIIDEG Z. mays rizosferos
dirvozemio méginiuose sudaré¢ 14,1 %, 10,5 % ir 12,6 %, atitinkamai.
Tumebacillus gentis buvo treCioje vietoje pagal labiausiai dominavusiy
Bacillota tipo genciy skaiciy IJAK (1,7 %), IIBEI (9,3 %) ir IIIDEG (2,0 %)
éminiuose. Likusiy 17 bakterijy genciy santykinis gausumas kiekviename i$

74



IJAK, IIBEI ir IIIDEG rizosferos dirvoZzemio méginiy sudaré atitinkamai 9,6
%, 14,0 % ir 12,8 %. Nei vienai genciai nepriskirti ar maziau nei 0,1 %
santykinio gausumo sudar¢ mikroorganizmai IJAK, IIBEI ir IIIDEG
méginiuose sudaré po 30,8 %, 23,2 % ir 37,6 %, atitinkamai nuo likusiy
bendry santykiniy gausumy (100 %) (3.6A pav.). Mikroorganizmai
Pseudomonas sp. 1IJAK41, Pseudomonas sp. IIBEI19 ir Pseudomonas sp.
IIIDEGS59 priklauso Pseudomonas genciai, kuri priklauso Pseudomonadota
bakterijy tipui. Mikrobiotos analizés rezultatai parodé, jog Pseudomonas
gentis i§ 20 labiausiai dominavusiy genciy Pseudomonadota bakterijy tipe
sudaré sglyginai labai mazg santykinj gausuma IJAK (0,8 %), IIBEI (0,8 %)
ir IIIDEG (0,9 %) Z. mays rizosferos dirvozemio méginiuose. Nustatyta, kad
pagal santykinj gausumg IJAK, IIBEI ir [IIDEG Pseudomonadota bakterijy
tipe labiausiai dominavo trys gentys: Haliangium, Variibacter ir
Pedomicrobium. Haliangium gentis IJAK, IIBEI ir IIIDEG dirvoZemiuose
sudaré 3,3 %, 4,9 % ir 3,0 % santykinio gausumo, atitinkamai. Variibacter
gentis sudaré¢ 3,2 %, 3,7 % ir 4,3 % santykio gausumo, atitinkamai, o
Pedomicrobium gentis sudaré 3,2 %, 1,6 %, 3,0 % santykinio gausumo,
atitinkamai. Likusiy 17 labiausiai dominavusiy Pseudomonadota genciy
bendras santykinis gausumas kiekviename i§ IJAK, IIBEI ir IIIDEG Z. mays
rizosferos dirvoZzemio méginiy sudaré 19,2 %, 19,1 % ir 22,9 %, atitinkamai.
Nei vienai genciai nepriskirti ar maziau nei 0,1 % santykinio gausumo sudare
mikroorganizmai [JAK, IIBEI ir [IIDEG méginiuose sudaré po 71,1 %, 70,7
% ir 66,8 %, atitinkamai nuo likusiy bendry santykiniy gausumy (100 %)
(3.6B pav.). Nors pagal gautus analizés rezultatus nustatyta, jog
Actinomycetota yra labiausiai dominuojantis bakterijy tipas visuose 2020 m.
Z. Mays rizosferos dirvoZzemio méginiuose, taCiau genties lygmeniu
Rhodococcus gentis buvo santykinai mazo gausumo 1IJAK (1,5 %), IBEI (1,2
%) ir IIIDEG (1,5 %). Nustatyta, kad Gaiella gentis sudaré didZiausig
santykinj gausuma tirtuose dirvozemiuose ir sudaré¢ 9,1 %, 8,3 % ir 7,9 %,
atitinkamai. Taip pat pagal dominavimg pirmavo Nocardioides gentis, kurios
santykinis gausumas IJAK, [BEI ir HIDEG rizosferos dirvoZzemio
méginiuose sieké 4,4 %, 7,8 % ir 7,9 %, atitinkamai. Mycobacterium buvo dar
viena gentis, kuri labiausiai dominavo Actinomycetota tipe 1JAK (4,9 %),
IBEI (5,6 %) ir HIDEG (3,2 %) rizosferos dirvoZzemiuose. Likusiy 17
labiausiai dominavusiy Actinomycetota tipo gen¢iy bendras santykinis
gausumas kiekviename i§ IJAK, IIBEI ir IIIDEG rizosferos dirvozemio
méginiy sudaré 20,4 %, 23,2 % ir 18,7 %, atitinkamai. Nei vienai genciai
nepriskirti ar maziau nei 0,1 % santykinio gausumo sudar¢ mikroorganizmai
IJAK, IIBEI ir IIIDEG méginiuose sudaré po 61,2 %, 55,1 % ir 62,3 %,
atitinkamai nuo likusiy bendry santykiniy gausumy (100 %) (3.6C pav.).
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3.6 pav. Bacillota (A), Pseudomonadota (B) ir Actinomycetota (C) tipy ir Siems tipams
priklausanciy 20 labiausiai dominuojanéiy genéiy santykinis gausumas Z. mays rizosferos
dirvozemio méginiuose IJAK, IIBEI ir IIIDEG 2020 metais.
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Nustatyta, kad 2021 mety tyrimo grupéje i§ IJAK, IIBEI ir IIIDEG Zemés
tikio paskirties zemés ir juose kultivuotos augaly kultiiros P. vulgaris rizoferos
dirvozemio iSskirti izoliatai priklausé Pseudomonadota ir Bacillota bakterijy
tipams. Pseudomonadota tipui priklausé Pararhizobium sp. 1JAK2,
Pararhizobium sp. IBEI8O ir Pararhizobium sp. IIIDEGY mikroorganizmai,
o visi like, Paenibacillus sp. IJAK19, Bacillus sp. 1IJAK94, Paenibacillus sp.
IBEI61, Bacillus sp. IBEI14, Paenibacillus sp. IIIDEG36 ir Priestia sp.
IDEGY93 — Bacillota bakterijy tipui. Nustatyta, kad Pseudomonadota tipe
IJAK, IIBEI ir IIIDEG éminiuose labiausiai dominavo RhAizobium gentis
(Pararhizobium jam priklausantis pogentis) ir sudaré 4,8 %, 4,8 % ir 5,2 %
santykinio gausumo, atitinkamai. Taip pat pagal santykinj gausumg dominavo
Haliangium gentis, kuri IJAK sudaré 4,3 %, IIBEI ir IIIDEG po 3,2 %
santykinio gausumo. TreCioje vietoje pagal santykinj gausuma I[JAK
rizosferos dirvozemio méginyje dominavo Pseudomonas gentis (3,9 %), tuo
tarpu IIBEI rizosferos dirvozemio méginyje dominavo Bradyrhizobium gentis
(3,1 %), o IIIDEG rizosferos dirvozemio méginyje Rhodoplanes ir Ensifer
gentys sudarydamos po 3,1 % santykinio gausumo. [JAK méginyje likusios
17 genciy sudaré 28,8 %, [IBEI — 22,4 %, o IIDEG likusiy 16 genciy sudaré
21,6 % bendrg santykinj gausumg. Nezinomi ir nei vienai genciai nepriskirti
ar maziau nei 0,1 % santykinio gausumo sudar¢ mikroorganizmai IJAK, I[IBEI
ir IIIDEG méginiuose sudaré po 41,8 %, 33,5 % ir 36,2 %, atitinkamai nuo
likusiy bendry santykiniy gausumy (100 %) (3.7A pav.). Nustatyta, kad
Bacillota bakterijy tipe IJAK, IIBEI ir IIIDEG méginiuose labiausiai
dominavo Bacillus gentis, kuri sudaré 43,6 %, 43,1 % ir 35,2 % santykinio
gausumo. Paenibacillus buvo antra pagal santykinj gausumg dominuojanti
Bacillota bakterijy tipo gentis IJAK (14,3 %), IIBEI (10,2 %) ir IIDEG (12,7
%) P. wvulgaris rizosferos dirvozemio méginiuose. IJAK ir IIBEI
dirvozemiuose dominavo Tumebacillus gentis: 1,6 % ir 9,3 %, atitinkamai.
PrieSingai, IIDEG méginyje Tumebacillus genties nenustatyta (0,0 %), bet
Siame méginyje dominavo Lysinibacillus ir Psychrobacillus gentys,
sudarydamos po 1,9 % santykinio gausumo. IJAK meéginyje likusios 17
genciy sudaré 9,4 %, [IBEI — 14,2 %, o IIDEG likusiy 16 genciy sudaré 8,7 %
nuo bendro santykinio gausumo. Nezinomi ir nei vienai genciai nepriskirti ar
maziau nei 0,1 % santykinio gausumo sudar¢ mikroorganizmai IJAK, IIBEI
ir IIIDEG méginiuose sudaré po 31,1 %, 23,2 % ir 39,6 %, atitinkamai nuo
likusiy bendry santykiniy gausumy (100 %) (3.7B pav.).
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3.7 pav. Pseudomonadota (A) ir Bacillota (B) tipy ir Siems tipams priklausanciy 20 labiausiai

dominuojanc¢iy genciy santykinis gausumas P. vulgaris rizosferos dirvozemio méginiuose
IJAK, IIBET ir IIIDEG 2021 metais.

Rezultatai parodé, kad 2022 m. tyrimo grupés izoliuotai Bacillus sp.
IJAK27, Priestia sp. IIBEI32 ir Bacillus sp. IIDEG45 priklauso Bacillota
bakterijy tipui. Izoliatai Pseudomonas sp. 1JAK44, Pseudomonas sp. IIBEI40
ir Pseudomonas sp. IIIDEG41 Pseudomonadota tipui, o izoliatai
Streptomyces sp. 1JAK91, Streptomyces sp. 1IBEI-22 ir Streptomyces sp.
HIDEG72 Actinomycetota tipui ir Sreptomyces genciai. Tarp Bacillota tipo
2022 m. tyrimy grupéje taipogi labiausiai dominavo Bacillus (Priestia) gentis,
kuri IJAK, IIBEI ir IIIDEG dirvoZzemiuose sudaré 39,0 %, 33,3 % ir 37,4 %
santykinio gausumo, nurodyta tvarka. Paenibacillus gentis taip pat dominavo
1IJAK, IIBEI, IIIDEG dirvozemiuose ir sudaré 6,1 %, 6,3 % ir 3,3 % santykinio
gausumo, atitinkamai. IJAK dirvozemyje net 5 skirtingos gentys sudaré po 2.4
% santykinio gausumo: Cohnella, Psychrobacillus, Renibacterium,
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Clostridium ir Romboutsia. 1IBEI dirvoZzemyje dominavo Tumebacillus
gentis, kuri sudaré 5,4 % santykinio gausumo, o IIIDEG dirvozemyje
Clostridium gentis, kuri sudare 3,0 % santykinio gausumo. IJAK dirvozemyje
likusios 13 labiausiai dominuojanciy gencéiy sudaré 3,6 % santykinio
gausumo. IIBEI ir IIIDEG dirvoZzemiuose likusios 17 labiausiai
dominuojan¢iy gen¢iy sudaré¢ 12,3 % ir 9,6 % santykinio gausumo,
atitinkamai. Neidentifikuoti ir nei vienai genciai nepriskirti ar maziau nei 0,1
% santykinio gausumo sudar¢ mikroorganizmai IJAK, IIBEI ir IIIDEG
méginiuose sudaré po 39,3 %, 42,9 % ir 47,7 %, atitinkamai nuo likusiy
bendry santykiniy gausumy (100 %) (3.8A pav.).

Rezultatai parode, jog Pseudomonadota bakterijy tipe IJAK dirvozemyje
labiausiai dominavo Amaricoccus ir Sphingomonas gentys, kurios sudaré po
3,9 % santykinio gausumo, atitinkamai. Toliau dominavo Bradyrhizobium ir
Rhodoplanes gentys, kurios sudaré po 2,9 % santykinio gausumo, atitinkamai.
Haliangium gentis, pagal santykinj gausuma sudaré 2,4 %. Tuo tarpu
Pseudomonas gentis, kuriai priklausé izoliatai sudaré vos 1,0 % santykinio
gausumo. Like 14 labiausiai dominavusiy genciy [JAK dirvozemyje sudaré
18,3 % santykinio gausumo, o neidentifikuoti ir nei vienai genciai nepriskirti
ar maziau nei 0,1 % santykinio gausumo sudar¢ mikroorganizmai sudar¢ 64,7
% nuo likusio bendro santykinio gausumo (100 %). IIBEI dirvoZzemyje
dominavo Rhodoplanes gentis, kuri sudaré 3,6 % santykinio gausumo.
Antroje vietoje pagal santykinj gausumg vyravo Amaricoccus ir
Sphingomonas gentys, kurios sudaré po 2,8 % santykinio gausumo. Trecioje
vietoje pagal santykinj gausuma vyravo net penkios gentys, kurios sudaré po
2,4 % santykinio gausumo: Bradyrhizobium, Microvirga, Ensifer,
Alysiosphaera ir Haliangium. Pseudomonas gentis, kuriai priklausé izoliatai
sudaré 1,6 % santykinio gausumo. Likusios 12 labiausiai dominavusiy genciy
sudaré 14,8 % santykinio gausumo, o neidentifikuoti ir nei vienai genciai
nepriskirti ar maziau nei 0,1 % santykinio gausumo sudar¢ mikroorganizmai
sudaré 62,4 % nuo likusio bendro santykinio gausumo (100 %). IIIDEG
dirvoZzemyje daugiausiai dominavo Amaricoccus ir Alysiosphaera gentys (po
2,8 % santykinio gausumo). Antroje vietoje vyravo penkios gentys, kurios
sudaré po 2,4 % santykinio gausumo: Pedomicrobium, Variibacter,
Skermanella, Sphingomonas ir Haliangium. TreCioje vietoje pagal gausuma
vyravo Ensifer ir Acidibacter gentys, kurios sudaré po 1,6 % santykinio
gausumo. Pseudomonas gentis, kuriai priklaus¢ izoliatai sudare vos 0,8 %
santykinio gausumo. Likusios 9 labiausiai dominavusiy genc¢iy sudaré 12,4 %
santykinio gausumo, o neidentifikuoti it nei vienai genciai nepriskirti ar
maziau nei 1,3 % santykinio gausumo sudar¢ mikroorganizmai sudare¢ 66,0 %
nuo likusio bendro santykinio gausumo (100 %) (3.8B pav.).
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3.8 pav. Bacillota (A), Pseudomonadota (B) ir Actinomycetota (C) tipy ir Siems tipams
priklausanciy 20 labiausiai dominuojanc¢iy genciy santykinis gausumas 7. aestivum rizosferos
dirvozemio méginiuose IJAK, IIBEI ir IIIDEG 2022 metais.
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Actinomycetota tipe 1JAK, IIBEI ir IIIDEG dirvozemiuose dominavo
Gaiella gentis, kuri sudaré 11,3 %, 12,1 % ir 9,0 % santykinio gausumo,
atitinkamai. Toliau dominavo Nocardioides gentis, kuri sudare 4,6 %, 5,5 %
ir 5,2 % santykinio gausumo, atitinkamai. TreCioje vietoje pagal santykinj
gausuma dominavo Streptomyces gentis sudarydama 4,0 %, 5,4 % ir 4,4 %
santykinio gausumo, atitinakamai. Likusiy 17 bakterijy genciy santykinis
gausumas kiekviename i§ IJAK, IIBEI ir IIIDEG rizosferos dirvozemio
meéginiy sudaré atitinkamai 24,6 %, 24,7 % ir 24,8 %. Nei vienai genciai
nepriskirti ar maziau nei 0,1 % santykinio gausumo sudar¢ mikroorganizmai
IJAK, IIBEI ir IIIDEG méginiuose sudaré po 55,5 %, 50,3 % ir 56,6 %,
atitinkamai nuo likusiy bendry santykiniy gausumy (100 %) (3.8C pav.).

3.4. Mikroorganizmy charakterizavimas ir atranka
3.4.1. Bendras mikroorganizmy charakterizavimas

Nustatyta, kad visi izoliatai pasizymi greitu inkubacinio augimo laiku (24—
48 val. inkubacinis laikotarpis 30 °C temperatiiroje). Pirmosios tyrimy grupés
9 izoliatai parod¢ teigiama NH3 iSskyrimo galimybe. Geriausiu NH3 iSskyrimu
pasizyméjo izoliatas Bacillus sp. IJAK92, taip pat ypa¢ geru NH3 iSskyrimu
pasizymejo izoliatai Pseudomonas sp. 1AJK41, Bacillus sp. 1BEIl1,
Pseudomonas sp. 1IBEI19, Priestia sp. IIIDEG4 ir Pseudomonas sp.
IIIDEG59 (3.10 pav.). Kiek mazesniu NHj iSskyrimu pasizyméjo visi
Rhodococcus genties izoliatai: Rhodococcus sp. IJAK17, Rhodococcus sp.
HIIBEI38 ir Rhodococcus sp. IIIDEG40. Geriausius rezultatus HCN iSskyrime
parodé¢ Bacillus sp. IIBEI11 ir Priestia sp. IIIDEG4, §iek tiek mazesniu HCN
iSskyrimu pasizyméjo Bacillus sp. 1JAK92, Pseudomonas sp. 1AJK41 ir
Pseudomonas sp. IIIDEGS9, o izoliatai Rhodococcus sp. 1JAK17,
Pseudomonas sp. IBEI19, Rhodococcus sp. IIBEI38 ir Rhodococcus sp.
IIIDEG40 — maziausiu HCN isskyrimu. Siderofory gamyba ypac pasizyméjo
Bacillus ir Pseudomonas genéiy izoliatai: Bacillus sp. IJAK92, Pseudomonas
sp. IAJK41, Bacillus sp. IBEI11, Pseudomonas sp. IIBEI19, Pseudomonas
sp. IIIDEGS9, siek tiek maZesnius siderofory formavimo gebéjimus parodé
Priestia ir Rhodococcus genciy izoliatai: Priestia sp. IIIDEG4, Rhodococcus
sp. JAK17, Rhodococcus sp. IIBEI38 ir Rhodococcus sp. IIIDEG40. Dideliu
ACC deaminazés aktyvumu pasizyméjo Bacillus sp. IJAK92 ir Priestia sp.
IIIDEG4, o izoliatai Pseudomonas sp. 1AJK41, Bacillus sp. 1IBEIlI,
Pseudomonas sp. IIBEI19 ir Pseudomonas sp. IIIDEGS59. Visiskai jokio ACC
deaminazes aktyvumo nebuvo pastebéta izoliatuose Rhodococcus sp. IIAK17,
Rhodococcus sp. IIBEI38 ir Rhodococcus sp. IIIDEG40. Katalazés aktyvume
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labiausiai pasizyméjo Bacillus sp. 1JAK92, Pseudomonas sp. 1IBEI19 ir
Pseudomonas sp. IIIDEG59. Mazesniu aktyvumu pasizyméjo Rhodococcus
sp. IWAK17, Bacillus sp. IBEI11, Rhodococcus sp. IIBEI38 ir Priestia sp.
IIIDEG4, tuo tarpu izoliatai Pseudomonas sp. 1AJK41, Rhodococcus sp.
IIIDEG40 pasizyméjo maziausiu aktyvumu (3.9 pav.).

Bacillus aftitudinis LJAK92 A
Pseundomonas thivervalensis LIAK41
Rhbodococcus gingshengii LIAKLT
Bacillus lichemiformis IBELLL
Psesdomonuys lanryisalfatiphila ITIBELL9
Rhodecoecus erythropolis ITBEL38
Priestia aryabhattai TITIDEG4
Pseted. Taarylsedfiti TMDEGS9
Rhedecoccas erytiropeiis TIIDEG40
Pararhizobism giardinii IJAK2
Paenibacillus xylanexedens TTAK1Y
Bacillas mycaides TIAK94
Pararhizohinm giardinii IBEIS0
Puaenibacillus amylolyticus BET&1
Bacillus pumilas TIBEI14
Pararhizobiam giardinii NIDEGY
Pacnibacillus farraposensis NIDEG36
Priestia megaterium 11IDEGY3
Bacilius toyonensis INAK27
Psendomonas hijicensis LIAK44
Streptomyces gardneri LJAK91
Priestia arypabhazai IBEI32
Psendononas kehmaniicensis 11BE140)
Streptomyces annlatus 11BE122
Baciltus tequilensis 11IDEG4S
Pseudomonas granadensis 11IDEG41
Streptonyees budins HIDEGT2
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3.9 pav. Bendra izoliuoty mikroorganizmy charakteristika. (+++) teigiama reakcija, (++)
vidutinika reakcija, (+) silpnai teigiama reakcija ir (-) neigiama reakcija.

Didziausias azoto fiksacijos gebéjimas pastebétas Bacillus sp. IIBEI11,
Siek tiek mazesnis Bacillus sp. 1JAK92, Pseudomonas sp. 1AJK41,
Rhodococcus sp. WAK17, Rhodococcus sp. IIBEI38 ir Pseudomonas sp.
IIDEGS59. Maziausia azoto fiksacija pasizyméjo izoliatai Pseudomonas sp.
IBEI1Y ir Priestia sp. IIDEG4, o Rhodococcus sp. IIIDEG40 visiskai
neparodé azoto fiksacijos galimybés. Kalio junginiy tirpinime izoliatai
neparodé ypatingai didelio aktyvumo, taciau Bacillus sp. 1JAK92,
Pseudomonas sp. 1AJK41, Bacillus sp. IBEI11 ir Priestia sp. IIIDEG4
pasizyméjo didesne galimybe nei izoliatai Rhodococcus sp. 1JAK17,
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Pseudomonas sp. IIBEI19 ir ir Pseudomonas sp. IIIDEGS59. Kita vertus,
izoliatai Rhodococcus sp. IBEI38 ir Rhodococcus sp. IIIDEG40 neparodé
gebéjimo tirpinti netirpius fosfatinius junginius. Fosfatiniy junginiy tirpinime
labiausiai pasizyméjo Pseudomonas sp. 1AJK41, Bacillus sp. 1IBEI11,
Pseudomonas sp. IIBEI19, Priestia sp. IIDEG4. MaZesniu fosfatiniy junginiy
tirpumu pasizyméejo Bacillus sp. IJAK92 ir Pseudomonas sp. IIIDEGS9, o
maziausiu — Rhodococcus genties izoliatai: Rhodococcus sp. 1JAK17,
Rhodococcus sp. IIBEI-38 ir Rhodococcus sp. IIIDEG40.

Antroje tyrimo grupéje, didziausia NH; koncentracija pasizyméjo Bacillus
sp. ITAK94, Bacillus sp. IIBEI-14 ir Priestia sp. IIDEG93. Siek tick maZesnia
NH; koncentracija pasizyméjo Pararhizobium sp. 1JAK2, Paenibacillus sp.
1JAK19, Pararhizobium sp. 1IBEIS0, Paenibacillus sp. 1IBEI61,
Pararhizobium sp. IIDEGY ir Paenibacillus sp. IIIDEG36. HCN isskyrime
geriausig rezultata parodé kamienas Bacillus sp. IIBEI14. Silpnesnius
rezultatus parodé Pararhizobium sp. 1JAK2, Paenibacillus sp. 1JAK19,
Bacillus sp. IJAK94, Paenibacillus sp. IIBEI61 ir Priestia sp. IIIDEG93.
Silpniausius rezultatus parodé Pararhizobium sp. IIBEI80, Pararhizobium sp.
HIDEGSY ir Paenibacillus sp. IIDEG36. Siderofory susidarymo aktyvume
labiausiai dominavo Pararhizobium sp. 1JAK2, Bacillus sp. 1JAK94,
Pararhizobium sp. IIBEI80, Bacillus sp. IIBEI14. Taip pat didelj aktyvuma
rode Paenibacillus sp. 1JAK19, Paenibacillus sp. IIBE161, Pararhizobium sp.
HIDEGY, Paenibacillus sp. IIIDEG36 ir Priestia sp. IIIDEG93. ACC
deaminazes susidaryme labiausiai pasizyméjo Priestia sp. IIDEG93. Maziau
pasizymejo Bacillus sp. 1JAK94, Paenibacillus sp. IIBEI61 ir Bacillus sp.
IIBEI14, o maziausiai — Pararhizobium sp. 1JAK2, Paenibacillus sp. IJAK19,
Pararhizobium sp. IBEI80, Pararhizobium sp. IIDEGY ir Paenibacillus sp.
IIIDEG36. Didziausias katalazés aktyvumas nustatytas Bacillus sp. IIBEI14,
mazesnis aktyvumas Paenibacillus sp. 1JAK19, Bacillus sp. 1JAK94,
Paenibacillus sp. IIBEI61 ir Priestia sp. IIDEG93. Maziausiu katalaziniu
aktyvumu pasizyméjo Pararhizobium sp. 1JAK2, Pararhizobium sp. IIBEISO0,
Pararhizobium sp. IIIDEGY ir Paenibacillus sp. IIDEG36. Azoto fiksavime
geriausig rezultata parodé Pararhizobium sp. I1IIDEGY, taip pat
Pararhizobium sp. IJAK2, Paenibacillus sp. 1JAK19, Bacillus sp. IJAK94,
Pararhizobium sp. 1IBEI80, Paenibacillus sp. IIBEI61, Bacillus sp. IIBEI14
ir Paenibacillus sp. IIIDEG36. Maziausiai azotg fiksavo kamienas Priestia sp.
HIDEG93. Kalio junginiy tirpinime ryskiausiai dominavo tik Bacillus sp.
IIBEI14, visi lik¢ mikroorganizmai parodé maza aktyvuma. Fosfatiniy
junginiy tirpinime geriausius rezultatus parodé Paenibacillus sp. 1JAK19,
Bacillus sp. 1JAK94, Paenibacillus sp. IIBEI61, Bacillus sp. 1IBEI14,
Paenibacillus sp. IIDEG36 ir Priestia sp. IIDEG93. Maziausig fosfatiniy
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junginiy tirpinimo potencialg parodé Pararhizobium genties izoliatai:
Pararhizobium sp. WAK2, Pararhizobium sp. IIBEI80 ir Pararhizobium sp.
[IIDEGY (3.9 pav.).

Trecioje grupéje septyni mikroorganizmai parodé teigiamus NH3; gamybos
rezultatus. Kamienai Bacillus sp. IJAK27, Prestia sp. IIBEI32 ir Bacillus sp.
IIIDEG45 buvo didziausi NH3 gamintojai i§ visy devyniy izoliaty. Maza
aktyvumg parodé Pseudomonas sp. 1JAK44, Streptomyces sp. 1JAKII,
Pseudomonas sp. lIBEI40 ir Pseudomonas sp. IIIDEG41. Visisko aktyvumo
neparod¢ Streptomyces sp. IIBEI22 ir Streptomyces sp. IIDEG72. Didziausia
HCN gamyba aptikta izoliatuose Bacillus sp. IJAK27 ir Bacillus sp. IIDEG45
ir Siek tiek mazesné Pseudomonas sp. 1JAK44 ir Prestia sp. IIBEI32, o
maziausia - Streptomyces sp. 1JAK91, Pseudomonas sp. 1IBEI40 ir
Pseudomonas sp. IIIDEG41. Visiskai jokio spalvos pokycio nebuvo nustatyta
HCN aptikimo eksperimente, atliktame su kamienais Streptomyces sp.
BEI22 ir Streptomyces sp. IIIDEG72. Atliekant siderofory iS$skyrimo
eksperimenta, visuose devyniuose kamienuose buvo pastebéta geltonos
spalvos aureolé aplink bakterijy kolonijas, auginamas CAS Iékstelése su
agarizuota terpe. Sis rezultatas rodo, kad visi izoliatai gali i§skirti sideroforus,
ypa¢ Pseudomonas sp. 1JAK44 ir Pseudomonas sp. IIIDEG41. Tuo tarpu
izoliatas  Streptomyces sp. IIIDEG72 parodé maziausig siderofory
susiformavimo galimybe. ACC deaminaze labiausiai pasizyméjo Bacillus sp.
1JAK27, Pseudomonas sp. IJAK44, Prestia sp. IIBEI32 ir Streptomyces sp.
IIBEI22. Siek tiek maZesniu susidarymu pasizyméjo like izoliatai:
Streptomyces sp. IJAK91, Pseudomonas sp. IIBEI40, Bacillus sp. IIIDEG4S5,
Pseudomonas sp. NIIDEG41 ir Streptomyces sp. IIIDEG72. Katalazés
aktyvumo nustatyme ryskus deguonies burbuliuky susidarymas buvo
pastebétas kamienuose Bacillus sp. 1JAK27 ir Bacillus sp. IIIDEG45,0
mazesnis — Pseudomonas sp. IJAK44, Prestia sp. IIBEI32, Pseudomonas sp.
HIDEG41. Izoliatai Streptomyces sp. IJAK91, Pseudomonas sp. 1IBEI40,
Streptomyces sp. lIBEI22 ir Streptomyces sp. IIIDEG72 pasizyméjo salyginai
mazu aktyvumu. Izoliatas Bacillus sp. IIIDEG45 parodé teigiamg augimag
beazotinéje mitybinéje agaro terpéje ir sustiprino mélyng BTB spalva aplink
susiformavusig kolonijg. Azoto fiksavimo potencialu pasizyméjo ir Bacillus
sp. IWAK27, Pseudomonas sp. 1JAK44 ir Streptomyces sp. IJAK91. Maza
azoto fiksavimo galimybe pasizyméjo Prestia sp. IIBEI32, Pseudomonas sp.
IBEI40, Streptomyces sp. 1IBEI22, Pseudomonas sp. IIIDEG41 ir
Streptomyces sp. IIDEG72. Pseudomonas sp. IJAK44 ir Pseudomonas sp.
IIIDEG41 kamienai pasizyméjo rySkiomis kalio tirpimo zonomis ir sudaré
geltong spalvg aplink susiformavusias kolonijas Aleksandrow Agar terpéje.
Menkg aktyvumg parodé visi kiti lik¢ kamienai: Bacillus sp. 1JAK27,
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Streptomyces sp. 1JAK91, Prestia sp. IIBEI32, Pseudomonas sp. IIBEI40,
Streptomyces sp. 1IBEI22, Bacillus sp. IIDEG45, Pseudomonas sp.
IDEGA41 ir Streptomyces sp. IIIDEG72. Nustatant fosfatiniy junginiy
tirpinimo potenciala po 7 dieny inkubacinio laikotarpio aplink izoliaty
kolonijas buvo pastebéta susiformavusi skaidri zona. RySkiausia zona
nustatyta Pseudomonas genties izoliatuose: Pseudomonas sp. 1JAK44,
Pseudomonas sp. 1IBEI40 ir Pseudomonas sp. IIIDEG41. Mazesnis
aktyvumas pastebétas Bacillus ir Priestia genties izoliatuose: Bacillus sp.
1IJAK27, Prestia sp. IIBEI32 ir Bacillus sp. IIIDEG45. Maziausig aktyvuma
parodé Streptomyces sp. IJAK91, Streptomyces sp. IIBEI22 ir Streptomyces
sp. IIIDEG72 kamienai (3.9 pav.).

3.4.2. Mikroorganizmy geb¢jimas tirpinti netirpy akmens fosfatg ir
organiniy rugsciy analizé

Pirmoje 2020 m. tyrimo grupéje mikroorganizmy Bacillus sp. [JAK92,
Pseudomonas sp. 1JAK41 ir Rhodococcus sp. 1IJAK17 (toliau analizéje
naudojami tik kamieny numeriai) gebéjimas istirpinti nuoséding uoliena, t. y.
fosforitg i§ Maroko, svyravo nuo 9,06 iki 84,21 mg L!. Sudaryti septyni
skirtingi bandymo variantai: I[JAK92, IJAK41, [JAK17, [JAK92 + 1JAK41,
IJAK92 + 1JAK17, IJAK41 + IJAK17 ir IJAK92 + 1JAK41 + IJAK17.
Nustatyta, kad po 30 pary inkubacinio periodo tyrimo variantas [JAK92 +
IJAK41 parodé didziausig tirpaus fosforo koncentracija mitybinéje terpéje
(84,21 mg L. Siek tiek maZesng tirpaus P koncentracija parodé trijy
mikroorganizmy misinys IJAK92 + IJAK41 + IJAK17 (79,89 mg L"). Ta¢iau
rySkaus P koncentracijy skirtumo nepastebéta tarp varianty IJAK41 (42,11 mg
L) ir IJAK41 + IJAK17 (41,76 mg L) bei tarp varianty IJAK92 (37,68 mg
L) ir JAK92 + IJAK17 (34,42 mg L"), o maziausia tirpaus P koncentracija
aptikta terpéje su variantu IJAK17 (9,06 mg L) (3.10A pav.).

Antroje 2020 m. tyrimy grupéje Bacillus sp. IBEI11, Pseudomonas sp.
NIIBEI19, Rhodococcus sp. IIBEI38 (toliau analizéje naudojami tik kamieny
numeriai) sudaré [IBEI11, IIBEI19, IIBEI38, IIBEI11 + IIBEI19, IIBEI11 +
IIBEI38, IIIBEI19 + IIBEI38 ir [IBEI11 + IIBEI19 + IIBEI38 eksperimento
variantus, o $iy eksperimenty terpiy méginiuose istirpusio P koncentracija
svyravo nuo 5,45 iki 75,60 mg L. Nustatyta, jog didziausia tirpaus P
koncentracija aptikta terpéje su variantu IIBEI11 + IIBEI19 (75,60 mg L.
Toliau seké terpé su bandymo variantais [IBEI11 + [IBEI19 + [IBEI38 (54,90
mg L"), IBEI19 (49,10 mg L), IBEI11 (44,43 mg L"), [IBEI11 + IIBEI38
(32,73 mg L"), IBEI19 + IIBEI38 (15,75 mg L) ir IBEI38 (5,45 mg L)
(3.10B pav.).
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3.10 pav. I grupés izoliaty viengubos, dvigubos ir trigubos inokuliacijos jtaka MF tirpinimui
modifikuotoje NBRIP skystoje terpéje (A—C). Skirtumai tarp vidutiniy tirpinimo gebéjimy
auginimo terpéje yra statistiSkai reik§mingi pagal vienpus¢ ANOVA (p < 0,05). Vertikalios
juostos rodo paklaidy intervalus, kuriy patikimumo lygis yra 95 % (n = 3). Tos pacios raidés
rodo, kad skirtumai tarp vidurkiy néra statistiskai reik§mingi (Tukey HSD post hoc testas).
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Treciosios 2020 m. tyrimo grupés mikroorganizmai Priestia sp. IIIDEG4,
Pseudomonas sp. IIDEGSY9, Rhodococcus sp. IIIDEG40 (toliau analizéje
naudojami tik kamieny numeriai) sudaré¢ kitus septynis eksperimento
variantus: [IIDEG4, IIDEG59, IIDEG40, IIIDEG4+IIIDEGS59, IIIDEG4 +
IIIDEG40, IIIDEG59 + IIIDEGA40 ir IIIDEG4 + IIIDEG59 + IIIDEG40. Siy
varianty meéginiuose iStirpusio P koncentacijos diapazonas svyravo nuo 5,50
iki 94,20 mg L. Didziausia P koncentracija terpéje aptikta su variantu
IIIDEG4 (94,20 mg L), o visi kiti bandymo variantai nurodyti mazéjimo
tvarka: IIIDEG4 + IIIDEGS59 + IIIDEG40 (63,70 mg L) ir [IIDEG4 +
IIIDEG59 (61,98 mg L), IIDEG4 + INIDEG40 (56,40 mg L), IIDEG59 +
IIIDEG40 (46,78 mg L) ir INIDEG59 (46,60 mg L"), [IIDEG40 (5,50 mg L
1) (3.10C pav.). Visose tyrimo grupése kaip 8 méginys naudota kontrolé
(mitybiné terpé be jokiy lasteliy inokuliavimo).

Pirmoje 2021 m. tyrimo grupéje mikroorganizmy Pararhizobium sp.
IJAK2, Paenibacillus sp. 1AJK19 ir Bacillus sp. IJAK94 (toliau analizéje
naudojami tik kamieny numeriai) gebéjimas istirpinti nuoséding uoliena, t. y.
fosforitg i§ Maroko, svyravo nuo 4,61 iki 93,38 mg L!. Geriausig rezultatg
parodé bendra IAJK2 + IJAK19 + IJAK94 inokuliacija (93,38 mg L"). Taip
pat gera rezultatg P tirpinime parodé vienguba inokuliacija su [JAK94 (65,67
mg L). Tuo tarpu nepastebéta reikSmingy skirtumy P koncentracijoje tarp
bendros inokuliacijos IJAK2 + IJAK94 miSiniu ir bendros inokuliacijos
IJAK19 + IJAK94 miSiniu (46,33 ir 44,51 mg L', atitinkamai). Taip pat
reikSmingy skirtumy nepastebéta ir tarp bendros inokuliacijos IJAK2 +
IJAK19 ir viengubos inokuliacijos su IJAK19 (16,92 ir 15,00 mg L,
atitinkamai). Zemiausia P koncentracija nustatyta naudojant vienguba IJAK2
inokuliacija (4,61 mg L) (3.11A pav.).

Antroje tyrimo grupéje izoliaty Pararhizobium sp. IIBEI80, Paenibacillus
sp. lIBEI61 ir Bacillus sp. IIBEI14 (toliau analizéje naudojami tik kamieny
numeriai) tirpaus P koncentracija svyravo nuo 5,55 iki 85,75 mg L.
Didziausia tirpaus P koncentracija aptikta méginyje, kurioje buvo naudota
bendra inokuliacija i$ trijy mikroorganizmy IIBEISO + IIBEI61 + IIBEI14
(85,75 mg L'). Bendra inokuliacija su IIBEI61 ir IIBEI14 taipogi parodé
gerus MF tirpinimo rezultatus — tirpaus P koncentracija méginyje sieké 80,80
mg L. Reik§mingo koncentracijos skirtumo nepastebéta tarp dviejy varianty:
bendros inokuliacijos IIBEISO + IIBEI14 (50,78 mg L) ir viengubos
inokuliacijos su IIBEI14 (49,98 mg L'). Taip pat reik§mingo skirtumo
nepastebéta tarp bendros inokuliacijos IIBEI80 + IIBEI61 (25,13 mg L) ir
viengubos inokuliacijos su IIBEI61 (24,35 mg L™'). Zemiausia P koncentracija
nustatyta taikant viengubg IIBEI80 inokuliacija (5,55 mg L") (3.11B pav.).
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3.11 pav. II grupés izoliaty viengubos, dvigubos ir trigubos inokuliacijos jtaka MF tirpinimui
modifikuotoje NBRIP skystoje terpéje (A—C). Skirtumai tarp vidutiniy tirpinimo gebéjimy
auginimo terpéje yra statistiSkai reik§mingi pagal vienpus¢ ANOVA (p < 0,05). Vertikalios
juostos rodo paklaidy intervalus, kuriy patikimumo lygis yra 95 % (n = 3). Tos pacios raidés
rodo, kad skirtumai tarp vidurkiy néra statistiskai reikSmingi (Tukey HSD post hoc testas).
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TreCioje grupéje mikroorganizmy Pararhizobium sp. I1IIDEG9,
Paenibacillus sp. NIDEG36 ir Bacillus sp. INIDEG93 (toliau analizéje
naudojami tik kamieny numeriai) tirpaus P diapazonas svyravo nuo 5,18 iki
98,18 mg L!. Didzausia P koncentracija nustatyta dvigubos inokuliacijos
variante IIIDEG36 + IIIDEGY3 (98,18 mg L'). Sekantis méginys, kuriame
nustatyta 62,98 mg L tirpaus P koncentracija buvo bendra IIIDEGY +
IIIDEG36 + IIIDEGY3 inokuliacija. IIIDEGY93 vienguba inokuliacija davé
50,75 mg L' rezultatg. Trys méginiai neparodé reik§mingo tirpaus P
koncentracijos skirtumo: IIIDEG9 + IIIDEG36, IIIDEGY9 + IIDEGY93 ir
vienguba inokuliacija su IIIDEG36 (41,08, 40,53 ir 38,88 mg !, atitinkamai).
Zemiausia P koncentracija nustatyta vienguba IIIDEG9 inokuliacija (5,18 mg
L) (3.11C pav.).

Pirmosios 2022 m. tyrimy grupés izoliaty Bacillus sp. 1JAK27,
Pseudomonas sp. 1JAK44 ir Streptomyces sp. 1JAK91 (toliau analizéje
naudojami tik kamieny numeriai) gebéjimas tirpinti MF svyravo nuo 16,45 iki
129,17 mg L' Bendra visy trijy IJAK27 + IJAK44 + I1JAKO9I
mikroorganizmy koinokuliacija parodé didziausig tirpaus P koncentracijg po
30 dieny inkubacijos laikotarpio (129,17 mg L"). Bendras IJAK27 + IJAK44
ir JAK44 + IJAK91 inokuliavimas taip pat parodé didelj P tirpinimo
gebéjimg: 60,83 mg L ir 55,72 mg L', atitinkamai. Kita vertus, vienintelé
1JAK44 inokuliacija parodé geresnius fosfato tirpinimo rezultatus (37,33 mg
L) nei bendra IJAK27 + 1JAK91 inokuliacija (29,33 mg L™'). Galiausiai,
vienguba IJAK27 ir vienguba IJAK91 inokuliacija parodé statistiSkai mazesnj
P tirpinimo gebéjimg: 20,22 mg L' ir 16,45 mg L', atitinkamai (3.12A pav.).

Antroje 2022 m. tyrimo grupéje trijy izoliaty Bacillus sp. 1IBEI32,
Pseudomonas sp. 1IBEI40 ir Streptomyces sp. 1IBEI22 (toliau analizéje
naudojami tik kamieny numeriai) MF tirpinimas skystoje NBRIP terpéje
svyravo nuo 5,80 iki 90,95 mg L. Variantas IIBEI32 + IIBEI40 parodé
maksimalias P tirpinimo galimybes (90,95 mg L), o kitos dvi koinokuliacijos
su IIBEI32 + IIBEI40 + IIBEI22 ir IIBEI40 + IIBEI22 taip pat parodé
reikSmingus P tirpinimo rezultatus, nors statistiskai reikSmingy skirtumy tarp
abiejy tyrimo varianty nenustatyta (45,55 mg L™ ir 44,18 mg L', atitinkamai).
Vienguba IIBEI40 inokuliacija turéjo Zymiai didesn¢ P tirpinimo galimybe
(34,60 mg L") nei bendra IIBEI32 + IIBEI22 inokuliacija. Variantai su
IIBEI32 + IIBEI22 koinokuliacija ir vienguba IIBEI32 inokuliacija parodé
nedidele P tirpinimo galimybg ir nereikSmingg koncentracijos skirtumg (14,68
mg L' ir 14,53 mg L', atitinkamai). PrieSingai, apdorojimas vienguba
IIBEI22 inokuliacija turéjo maziausig (5,80 mg L) tirpinimo galimybe
(3.12B pav.).
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3.12. pav. III grupés izoliaty viengubos, dvigubos ir trigubos inokuliacijos jtaka MF tirpinimui
modifikuotoje NBRIP skystoje terpéje (A—C). Skirtumai tarp vidutiniy tirpinimo gebéjimy
auginimo terpéje yra statistiskai reik§mingi pagal vienpusg¢ ANOVA (p < 0,05). Vertikalios
juostos rodo paklaidy intervalus, kuriy patikimumo lygis yra 95 % (n = 3). Tos pacios raidés
rodo, kad skirtumai tarp vidurkiy néra statistiskai reik§mingi (Tukey HSD post hoc testas).
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Paskutingje 2022 m. grupéje Bacillus sp. IIIDEG4S5, Pseudomonas sp.
HIDEG41 ir Streptomyces sp. IIIDEG72 (toliau analizéje naudojami tik
kamieny numeriai) tirpaus P koncentracijos svyravo nuo 14,90 iki 122,78 mg
L. Sioje eksperimento grupéje geriausius rezultatus pavyko pasiekti
naudojant dvi koinokuliavimo parinktis — [IIDEG45 + IIIDEG41 ir [IIDEG45
+ IIIDEG41 + IDEG72 (122,78 mg L' ir 120,78 mg L', atitinkamai).
Viengubas IIIDEG41 inokuliavimas ir bendras IIIDEG41 + IIDEG72
koinokuliavimas parodé nereik§mingg tarpusavio skirtumg (54,48 mg L' ir
53,05 mg L, atitinkamai). Taliau bendras IIIDEG41 + IIIDEG72
inokuliavimas taip pat parodé nereikSminga skirtuma palyginus su bendru
IIIDEG45 + MIDEG72 inokuliavimu (48,14 mg L'). Kita vertus, nebuvo
pastebéta jokio skirtumo tarp bendros inokuliacijos su [IIDEG45 + IIIDEG72
ir viengubos inokuliacijos su IIIDEG45 (46,39 mg L), o IIIDEG72 parodé
statistikai maZiausig gebéjimg P tirpinime (14,90 mg L) (3.12C pav.).

Pagal gautus 2020-2022 m. tyrimo rezultatus iSsamesniems tyrimams
atlikti i§ kiekvieny tyrimo mety ir kiekvienos tyrimo grupés buvo pasirinkta
po vieng (ar du reikSmingo skirtumo neparodziusius) variantus, kurie parodé
geriausius rezultatus P tirpinimo eksperimentuose. IS 2020 m. tyrimo
pasirinkti trys variantai: [JAK92 + IJAK41 (84,21 mg L"), IIBEI11 + IIBEI19
(75,60 mg L) bei [IIDEG4 (94,20 mg L'!); i§ 2021 m. pasirinkti trys variantai:
IJAK2 + IJAK19 + IJAK94 (93,38 mg L"), [IBEI80 + IIBEI61 + IIBEI14
(85,75 mg L) ir IIIDEGY + IIIDEG36 + IIIDEG93 (98,18 L'); i§ 2022 m.
pasirinkti keturi variantai: I[JAK27 + IJAK44 + IJAK91 (129,17 mg L),
[IBEI32 + IIBEI40 (90,95 mg L"), IIIDEG45 + IIIDEG41 (122,78 mg L") ir
[IIDEG45 + IIIDEG41 + IIIDEG72 (120,78 mg L.

Organiniy riig§¢iy detekcijos metu jvertintas mikroorganizmy geb¢jimas
i8skirti organines ruigstis, tokias kaip pieno, acto, gliukono, obuoliy, oksalo ir
citrinos riugstys. Vertinant organiniy rugs¢iy koncentracijas nustatyta, kad
pirmoje 2020 m. tyrimo grupéje didziausias organiniy rugsciy kiekis
nustatytas bandyme su vienguba Priestia sp. IIIDEG4 inokuliacija. Pieno
riigsties koncentracija Siame eksperimente sieké 419,0 ug mL™, o taip pat
didelémis koncentracijomis pasizyméjo ir gliukono (287,0 ug mL') bei
obuoliy (232,0 pg mL™") riigstys. Oksalo, acto ir citrinos riigstys sudaré 34,0
pugmL', 21,0 ug mL"' ir 13,5 pg mL™, atitinkamai (3.5 lentelé).
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3.5 lentelé. Organiniy rigs¢iy NBRIP terpés supernatante analizés rezultatai naudojant HPLC Dionex Ultimate 3000-4.

Pieno riigitis | Acto riigitis Gliukono Obuoliy Oksalo Citrinos
Meéginio pavadinimas rugstis rugstis rugstis rugstis
Koncentracija, pg mL!
Kontrolé 8,0+ 1,0i 50+02h N/AT N/A N/A 0,05+0,1¢g
IJAK92 + IJAK41 219,0 + 5,0h 11,0£2,0f | 77,0 +5,0gh 19,0 £ 2,0f 17,0 £ 2,0c 2,0 +0,5fg
IIBEI11 + IIBEI19 309,0 = 13,0f 16,0 +2,0e 111,0 +7,0e 89,0 £4,0d 1,7+ 0,2f 7,0 £1,0ef
IIIDEG4 419,0+3,0cd | 21,0+2,0cd | 287,0£13,0a | 232,0+7,0a 34,0 =£2,0b 13,5 £ 0,6¢d
IJAK2 + IJAK19 + IJAK94 227,0 +3,0h 9,0 +1,0fg 69,0 £17,0h 101,0 £ 6,0c 11,0+3,0d 5,0 £2,0eg
IIBEIS0 + IIBEI61 + IIBEI14 249,0£6,0g | 17,0+3,0de | 1550+9,0d 34,0 +2,0e 7,0+ 1,0e 15,0 = 2,0¢
IIIDEG36 + IIIDEGY3 4330+ 11,0c | 27,0+3,0b 222.0£9,0b | 147,0+5,0b 44,0 £ 3,0a 14,0 + 5,0cd
IJAK27 + 1JAK44 + IJAK91 567,0 +13,0a 35,0+2,0a 180,0 £ 7,0c 140,0 = 7,0b 1,2+0,2f 33,5+6,0a
IIBEI32 + IIBEI40 399.0+£7,0e | 255+4,0bc | 108,0£50e | 1050+5,0c 1,0+ 0,5f 27,0+ 0,2b
IIIDEG45 + IIIDEG41 455,0 +15,0b 35,0£2,0a 88,0 + 3,0fg 11,0 + 3,0fg 0,7 +0,2f 5,0+ 1,0eg
IIIDEG4S + IIIDEG41 + IIIDEG72 405,0 = 7,0de 33,5+3,0a 101,5 £ 2,0ef 6,0 £2,0g 1,3+ 0,1f 9,0 £ 0,8de

N/A — neaptikta arba aptikta labai maZzomis koncentracijomis.
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2021 m. tyrimo grupéje gauti rezultatai parodé, kad didziausias organiniy
rigsciy koncentracijos nustatytos bandyme su dviejy mikroorganizmy
Paenibacillus sp. IIDEG36 + Priestia sp. IIDEG93 inokuliacija. Nustatyta,
kad Siame variante didZiausia organingés riigsties koncentracija (433,0 pg mL"
1) buvo pieno riigsties. Taip pat nustatytos didelés gliukono ir obuoliy rigsciy
koncentracijos (atitinkamai 222,0 ug mL™"ir 147,0 ug mL"). Oksalo, acto ir
citrinos riigStys sudaré atitinkamai 44,0 ug mL™!, 27,0 ug mL™" ir 14,0 pg mL-
1

2022 m. tyrimo grupéje parodyta, kad didziausias organiniy riigsciy
koncentracijas pasieké bendros trijy mikroorganizmy Bacillus sp. [JAK27 +
Pseudomonas sp. 1JAK44 + Streptomyces sp. 1JAK91 inokuliacijos
bandymas. Nustatyta, kad didziausia organinés rugsties koncentracija (567,0
ug mL) buvo pieno rugsties. Taip pat koncentracijose dominavo gliukono ir
obuoliy rigstys (180,0 ug mL!ir 140,0 ug mL"!, atitinkamai). Acto, citrinos
ir oksalo riigstys sudaré 35,0 ugmL™', 33,5 ugmL" ir 1,2 ug mL"!, atitinkamai
(3.5 lentelé).

Tolimesniame etape, remiantis gautais rezultatais, detalesniems tyrimams
atlikti pasirinkti trys bandymo variantai: vienguba inokuliacija su Priestia sp.
IIIDEG4, bendra inokuliacija su Paenibacillus sp. IIIDEG36 + Priestia sp.
IIIDEGY3 ir bendra inokuliacija su Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas sp.
1JAK44 + Streptomyces sp. 1JAKO91.

3.5. Mitybinés terpés sudéties bei augimo salygy optimizavimas
laboratorinio lygio EDF 5.4 1 bioreaktoriuose

Siekiant jvertinti anglies Saltinio tinkamuma Priestia sp. IIIDEG4 izoliato
lasteliy dalijimuisi mitybinéje terpéje buvo pasirinkti penki skirtingi anglies
turintys substratai. Gliukoze, sacharozé, krakmolas, glicerolis ir melasa buvo
naudojami lygiomis dalimis keiciant mitybinés terpés sudétyje vieng i§ Siy
substraty. Po 48 val. inkubacijos laikotarpio buvo nustatytas Priestia sp.
IIIDEG4 lasteliy optinis tankis esant 600 nm bangos ilgiui: 0,81, 0,76, 0,45,
0,61 ir 0,92, atitinkamai, o KFV mL! sudaré atitinkamai 5,8 x 107, 6,0 x 107,
3.4 x 107, 4,9 x107 ir 9,5 x 107. Sie rezultatas parodé, kad melasa buvo
tinkamiausias anglies turintis substratas mitybinéje terpéje (3.13A pav.).

Siekiant nustatyti organinj azoto $altinj mitybinéje terpéje buvo naudoti Sie
substratai: mieliy ekstrakto milteliai, sojy pupeliy peptonas, agropeptonas,
mésos ekstrakto milteliai ir jaucio sultinio milteliai. Izoliato Priestia sp.
HIDEG4 OTégoonm buvo atitinkamai 0,86, 0,74, 0,86, 0,72 ir 0,64, tuo tarpu
KFV mL"' sieké atitinkamai 6,3 x 107, 5,6 x 107, 6,1 x 107, 5,1 x 107 ir 4,6 x
107). Sie rezultatai parodé nedidelj lasteliy prieaugio skirtuma tarp dviejy
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substraty: mieliy ekstrakto milteliy ir agropeptono, ta¢iau mieliy ekstraktas
buvo pasirinktas kaip organinis Saltinis tolesniam tyrimui dél geresnio
medziagos tirpumo ir maZesnio nuosédy susidarymo mitybingje terpéje
(3.13B pav.).

Augimo salygy jvertinimas su jvairiais neorganiniais azoto turinciais
substratais, jskaitant KNO;, CH4sN,O, NHsH>PO4, (NH4)>SO4, NH4Cl sieké
atitinkamai 0,75, 0,75, 0,84, 0,47 ir 0,63 esant OTs00 nm, 0 KFV mL"! sieké
atitinkamai 5,5 x 107, 5,6 x 107, 6,1 x 107, 8,8 x 10° ir 5,1 x 107. Gauti
rezultatai parodé, kad optimaliausias IIIDEG4 Igsteliy dalijimasis vyksta kaip
neorganinj azoto Saltinj mitybinéje terpéje naudojant NH4H>POs. Priesingai,
naudojant (NH4),SO4 lasteliy dalijimasis buvo menkas, o mitybingje terpéje
mikroskopiskai buvo matyti skaidrios strukttiros Priestia sp. IIIDEG4 lastelés
(3.13C pav.).

Temperatiiros jtaka Priestia sp. IIIDEG izoliato Iasteliy dalijimuisi prie
20, 25, 30, 35 ir 40 °C temperaturos buvo atitinkamai 0,65, 0,75, 0,90, 0,88 ir
0,75 esant OTgoonm ir 2,9 x 107, 3,4 x107, 8,8 x 107, 8,3 x 107 ir 5,8 x 10’ KFV
mL!. Tai rodo, jog praéjus inkubaciniam laikotarpiui Igsteliy adaptacija ir
augimas zemesngje temperatiiroje buvo létesnis lyginant su aukStesnémis
temperatiiromis, o optimali augimo temperatiira siek¢ 30 £ 0,5 °C (3.13D
pav.).

Vertinant pH vertés jtaka Priestia sp. IIIDEG4 lasteliy augimo
efektyvumui pradiné mitybinés terpés pH verté buvo nustatyta 5 skirtingomis
vertémis su 0,5 skirtumu palaipsniui: 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 ir 8,0. Priestia sp.
IIIDEGH4 lasteliy augimas esant optimizuotai mitybinés terpés sudéciai ir 30
°C temperattroje Sioje terpéje buvo atitinkamai 0,72, 0,80, 0,85, 0,82 ir 0,75
esant OTgoonm, atitinkamai ir 4,9 x 107, 5,8 x 107, 6,1 x 107, 5,9 x107 ir 4,7 x
107 KFV mL"!, atitinkamai. Po inkubacinio laikotarpio su pH vertémis nuo 6,5
iki 7,5 nustatyta, kad lgsteliy augimo pokytis svyravo minimaliai, todél
tinkamiausia pH verté buvo nustatyta 7,0+0,5 (3.13E pav.).
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3.13 pav. Optimaliausias Priestia sp. IIIDEG4 anglies Saltinis mitybinéje terpéje buvo melasa (A); optimaliausias organinis azoto $altinis mitybingje terpéje buvo mieliy ekstraktas
(B); optimaliausas neorganinis azoto $altinis mitybingje terpéje buvo (NH4)H,PO, (C). Nustatyta, kad optimaliausia temperatiiros reik§mé yra 30 + 0,5 °C (D), o optimali pH verté
buvo palaikoma 7,0 + 0,5 (E). Paklaidy juostos, vidurkis (n = 4) + standartinis nuokrypis. Skirtingos raidés vir$ juosty rodo reik§mingus skirtumus (p < 0,05) atliekant vienpusg
ANOVA.
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Siekiant nustatyti anglies substraty jtakg Paenibacillus sp. IIIDEG36 +
Priestia sp. IIDEG93 sukurtos bendruomengs lasteliy masés prieaugiui po 48
val. bendro kultivavimo metu nustatyta, kad terpéje su gliukoze, sacharoze,
krakmolu, gliceroliu ir melasa OTgoonm sickeé 0,77, 0,76, 0,54, 0,76 ir 0,90,
atitinkamai, o KFV mL"! sudaré atitinkamai 5,4 x 107, 5,3 x 107,2,2 x 107, 5,2
x107 ir 8,3 x 107. Anglies substratinio savitumo tyrimai parodé, kad melasa
buvo tinkamiausias substratas mitybinéje Paenibacillus sp. IIIDEG36 +
Priestia sp. IIDEG93 (3.14A pav.).

Vertinant organinio azoto $altinio jtaka Paenibacillus sp. IIDEG36 +
Priestia sp. IIIDEGY93 lasteliy augimui mitybingje terpéje mieliy ekstrakto
milteliai, sojy pupeliy peptonas, agropeptonas, mésos ekstrakto milteliai ir
jaucio sultinio milteliai sudaré 0,76, 0,86, 0,76, 0,63 ir 0,64 OTeoonm,
atitinkamai ir 6,2 x 107, 7,1 x 107, 6,5 x 107, 4,9 x107 ir 4,4 x 10" KFV mL"!,
atitinkamai. Nustatyta, kad geriausias Igsteliy prieaugis gautas kaip organinj
azoto Saltinj terpéje naudojant sojy pupeliy peptong (3.14B pav.).

Norint jvertinti azoto turin¢iy substraty jtaka Paenibacillus sp. IIIDEG36
+ Priestia sp. IIIDEGY3 lgsteliy dalijimuisi po 48 val. inkubacinio laikotarpio
nustatyta, kad KNOs3;, CH4N,O, NHsH>PO4, (NH4)QSO4, NH4CI sieké 0,64,
0,74, 0,83, 0,55 ir 0,63 OTsoonm, atitinkamai ir 5,3 x 107, 5,4 x 107, 7,0 x 107,
3,7 x107 ir 5,4 x 107 KFV mL"!, atitinkamai. Gauti rezultatai parodé, kad
NH4H>PO4 buvo tinkamiausias neorganinis azoto turintis substratas
mitybinéje terpéje (3.14C pav.).

Vertinant temperatiiros poveikj Paenibacillus sp. IIIDEG36 + Priestia sp.
HIIDEG93 lasteliy optimizuotoje mitybinéje terpéje nustatyta, kad prie 20, 25,
30, 35 ir 40 °C temperatiiros Igsteliy pricaugis buvo atitinkamai 0,62, 0,82,
0,88, 0,84 ir 0,69 esant OTeoonm ir 4,5 x 107, 7,6 x107, 9,4 x 107, 8,4 x 107 ir
5,2 x 10’ KFV mL!. Remiantis gautais rezultatais galima daryti prielaida, jog
optimalus lasteliy augimas vyko esant apie 30 + 0,5 °C temperattrai (3.14D
pav.).

Paskutiniame etape buvo vertinta pH jtaka Paenibacillus sp. IIIDEG36+
Priestia sp. IIIDEG93 lgsteliy augimui. Nustatant prading mitybinés terpés pH
verte ties 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 ir 8,0 Paenibacillus sp. IIIDEG36 + Priestia sp.
INIDEG93 Igsteliy augimas esant optimizuotai mitybinés terpés sudéciai ir 30
+ 0,5 °C temperatiirai buvo atitinkamai 0,72, 0,84, 0,85, 0,84 ir 0,71 esant
OTe00 nm ir atitinkamai 5,9 x 107, 6,8 x 107, 7,1 x 107, 7,3 x107 ir 5,7 x 10’
KFV mL". Po inkubacinio laikotarpio nustatyta, jog pH verté nuo 6,5 iki 7,5
neturéjo reikSmingo skirtumo Paenibacillus sp. IIIDEG36 + Priestia sp.
IIDEG93 lasteliy produkcijai, todél tinkamiausia pH verté buvo nustatyta 7,0
+ 0,5 intervalu (3.14E pav.).
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3.14 pav. Optimaliausias Paenibacillus sp. IIIDEG36 + Priestia sp. IIIDEG93 anglies $altinis mitybinéje terpéje buvo melasa (A); optimaliausias organinis azoto $altinis mitybinéje
terpéje buvo sojy pupeliy peptonas (B); optimaliausas neorganinis azoto $altinis mitybinéje terpéje buvo (NH4)H,PO, (C). Nustatyta, kad optimaliausia temperatiiros reik§mé yra 30
+ 0,5 °C (D), o optimali pH verté buvo palaikoma 7,0 + 0,5 (E). Paklaidy juostos, vidurkis (n = 4) + standartinis nuokrypis. Skirtingos raidés vir$ juosty rodo reikSmingus skirtumus
(p <0,05) atlickant vienpus¢ ANOVA.
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Siekiant nustatyti anglies turinCio substrato jtaka Bacillus sp. IJAK27 +
Pseudomonas sp. lIJAK44 + Streptomyces sp. IJAK91 ir atliekant tyrimg tomis
paciomis salygomis nustatyta, kad gliukozés, sacharozés, krakmolo, glicerolio
ir melasos OTesoonm sické 0,72, 0,68, 0,41, 0,82 ir 0,86. Atitinkamai, o KFV
mL! sudaré 5,2 x 107, 5,0 x 107, 2,8 x 107, 7,6 x107 ir 7,7 x 107, atitinkamai.
Nors statistiskai reikSmingy skirtumy nepastebéta naudojant glicerolj ir
melasg, taCiau pasirinkus melasg mikroskopiskai pastebétas mazesnis netirpiy
nuosédy susidarymas mitybingje terpéje (3.15A pav.).

Ivertinus organinio azoto Saltinio mitybinéje terpéje itaka Bacillus sp.
IJAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44 + Streptomyces sp. 1JAKO91 lasteliy
augimui nustatyta, jog tinkamiausias organinis substratas kaip ir Priestia sp.
IIIDEG4 terpéje buvo mieliy ekstratas, kuris sudaré OTgo0nm 0,86 ir 7,4 x 107
KFV mL"'. Like organinés kilmés substratai (sojy pupeliy peptonas,
agropeptonas, mésos ekstraktas ir jautienos sultinio ekstraktas) sieké 0,75,
0,64, 0,63 ir 0,54 OT, atitinkamai, o KFV mL"! sudaré 6,7 x 107, 5,6 x 107,
4,9 x 107 ir 3,9 x 107, atitinkamai (3.15B pav.).

Tiriant neorganinio azoto substrato jtaka Bacillus sp. 1JAK27 +
Pseudomonas sp. lIJAK44 + Streptomyces sp. 1JAK91 lasteliy koncentracijai
nustatyta, kad KNOs3;, CH4N,O, NHsH>PO4, (NH4)QSO4, NH4CI sieké 0,80,
0,74, 0,83, 0,62 ir 0,44 OTeoonm, atitinkamai, o KFV mL"' sudaré 7,0 x 107, 6,1
x 107, 7,4 x 107, 5,4 x107 ir 4,3 x 107, atitinkamai. I§ gauty tyrimo rezultaty
nustatyta, jog NH4H,PO4 buvo tinkamiausias azoto Saltinis Bacillus sp.
IJAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44 + Streptomyces sp. 1JAKO91 lasteliy
reprodukcijai (3.15C pav.).

Analizuojant temperattros jtakg Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas sp.
1JAK44 + Streptomyces sp. 1IJAK91 lasteliy dalijimuisi pastebéta, jog
greiciausias lasteliy augimas ir didziausia lasteliy koncentracija nustatyta ties
30 °C temperatiira, 0,91 OTgoonm ir 8,7 x 107 KFV mL™. Likusios 20, 25, 35 ir
40 °C temperatiiros sudare 0,44, 0,70, 0,79 ir 0,34 OTsoonm, atitinkamai ir 3,8
x 107,5,5x 107, 6,7 x 107 ir 3,6 x 10" KFV mL"!, atitinkamai (3.15D pav.).

ReikSmingy skirtumy analizuojant pH jtaka Bacillus sp. 1JAK27 +
Pseudomonas sp. 1JAK44 + Streptomyces sp. 1JAK91 lasteliy augimui
nepastebéta lyginant tiek su Priestia sp. IIIDEG4, tiek su Paenibacillus sp.
HIDEG36 + Priestia sp. IIDEGY3 variantais. Nustacius terpés pH verte ties
6,0, 6,5,7,0, 7,5 ir 8,0 Iasteliy OTsoonm atitinkamai sieke 0,68, 0,83, 0,84, 0,82
ir 0,46 ir KFV mL"! sudaré 5,8 x 107, 6,6 x107, 7,1 x 107, 7,0 x 107 ir 5,9 x
107. Nustatyta, jog pH verté nuo 6,5 iki 7,5 neturéjo reikSmingo skirtumo
Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas sp. IJAK44 + Streptomyces sp. IJAK91
lasteliy dalijimuisi, tod¢l optimaliausia pH verté buvo nustatyta 7,0 + 0,5
intervalu (3.15E pav.).
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3.15 pav. Optimaliausias Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44 + Streptomyces sp. 1JAK91 anglies $altinis mitybin¢je terpéje buvo melasa (A); optimaliausias organinis
azoto Saltinis mitybingje terpéje buvo sojy pupeliy peptonas (B); optimaliausas neorganinis azoto $altinis mitybinéje terpéje buvo (NH4)H,PO, (C). Nustatyta, kad optimaliausia
temperatiros reik§mé yra 30 + 0,5 °C (D), o optimali pH verté buvo palaikoma 7,0 + 0,5 (E). Paklaidy juostos, vidurkis (n = 4) + standartinis nuokrypis. Skirtingos raidés vir§ juosty
rodo reikSmingus skirtumus (p < 0,05) atliekant vienpus¢ ANOVA.
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ISaiskinus tinkamiausius Priestia sp. IIDEG4, Paenibacillus sp.
IIIDEG36 + Priestia sp. IIIDEG93 ir Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas sp.
1JAK44 + Streptomyces sp. 1JAK91 kamieny maistinés terpés komponentus
ir optimalias jy augimo salygas tolimesnés analizés buvo atliktos pasitelkiant
fermentacijos procesus 5,4 L laboratorinio tiirio bioreaktoriuose (EDF 5.4 1).
Fermentacijos proceso pradzioje ] bioreaktorius sudozuotas reikiamas
tiriamosios  kultiros inokuliatas (inokuliuojamy lgsteliy suspensijy
koncentracija buvo apie 1,0 x 10" KFV mL"'). Fermentacijos procesy
pradzioje (iki mazdaug 3-5 val.) vyko bakterijy biomasés latentiné (lag) fazé.
Sioje fazéje patekusios j nauja aplinkg lastelés prisitaiké prie naujy augimo
salyguy, todél lasteliy skaiciaus pokytis pirmosiomis fermentacijos valandomis
buvo minimalus. Po lgsteliy lag fazés prasidéjo eksponentinio augimo (/og)
fazé, kurios metu pradéjo vykti intensyvus lasteliy dalijimasis. Sioje fazéje
buvo pasiekiama didziausia lasteliy koncentracija fermentacijos produktuose
(18-20 fermentacijos valandg: Priestia sp. IIDEG4 7,9 x 10° KFV mL;
Paenibacillus sp. IIDEG36 + Priestia sp. IIIDEG93 6,5 x 10° KFV mL"; o
Bacillus sp. IIAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44 + Streptomyces sp. 1JAK91
7,7 x 10° KFV mL™). Log fazei pakitus j stacionarig lgsteliy augimo faze ir
gliukozés koncentracijai bakterijy suspensijoje pasiekus minimalig
koncentracijg (nuo 200 g L' ir maZiau), j bioreaktoriy vidy aseptinémis
salygomis buvo dozuojamas papildomas lasteliy maistiniy medziagy tirpalas
(nuo mazdaug 20 fermentacijos proceso valandos kiekvienoje fermentacijoje).
Lasteliy pamaitinimo procesas buvo atliekamas dozuojant tirpala pastoviu 8—
10 mL min™' grei¢iu ir baigtas tarp 35 ir 40 fermentacijos valandos. Nuo 35—
40 fermentacijos valandos pastebétas laipsniskas lgsteliy koncentracijos
sumazgjimas fermentacijos méginiuose. Pagal fermentacijos proceso
grafikuose matomus pokycius, ypatingai mazéjantj maiSyklés apsisukimy
skaiCiy per minute ir paduodamo oro srauta j bioreaktoriaus vidy, pastebéta
lasteliy zities fazés pradzia. Intensyviausia lasteliy ziities fazé kiekviename
fermentacijos procese prasidéjo apie 50 fermentacijos proceso valanda
(Priestia sp. IIIDEG4 lastelés pradéjo formuoti sporas; Paenibacillus sp.
IIIDEG36 + Priestia sp. IIIDEG93 pastebétas abiejy kamieny spory
susidarymas; Bacillus sp. IJJAK27 + Pseudomonas sp. lJAK44 + Streptomyces
sp. 1JAKOI pastebétas Bacillus sp. WAK27 ir Streptomyces sp. 1JAK91
kamieny spory formavimasis lastelése ir Pseudomonas sp. IJAK44 kamieno
lasteliy koncentracijos mazgjimas). Fermentacijos procesai laboratorinio ttirio
bioreaktoriuje buvo sustabdyti apie 58—60 fermentacijos valanda remiantis
bioproceso metu sudaryto realaus laiko fermentacijos proceso grafikais bei
atlikus mikroskoping lgsteliy analizg (3.16 pav.).
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3.16 pav. Fermentacijy, atlikty 5,4 L laboratorinio tiirio bioreaktoriuose (EDF 5.4 1), procesy
grafikai: Priestia sp. IIIDEG4 (A), Paenibacillus sp. IIIDEG36 + Priestia sp. IIIDEG93 (B) ir
Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44 + Streptomyces sp. 1JAK91 (C) (temperature
— temperattira; RPM (stirrer revolutions per minute) — maiSyklés apsisukimy skaiCius per

minutg; process time, hours — proceso laikas, val.; pOz (oxygen partial pressure) — dalinis
deguonies slégis).

Galutiniuose fermentacijos méginiuose, naudojant LC-TOF/MS, nustatyti

pagrindiniai augaly hormonai: auksiny grupés — indol-3-acto rugstis;
citokininy grupés — zeatinas; gibereliny grupés — giberelino ragstis (GA3) ir
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abscizo ragstis. Trijy SynComs, Priestia sp. IIIDEG4, Paenibacillus sp.
IIIDEG36 + Priestia sp. IIIDEG93 ir Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas sp.
IJAK44 + Streptomyces sp. IJAK91, sudaryty i§ atrinkty bakterijy lasteliy
supernatantuose buvo aptikti keturi skirtingi augaly hormonai, jskaitant indol-
3-acto ruigstj, zeating, giberelino riugstj ir abscizo riigst (3.6 lentelé). Tiriant
svarbiausio auksiny klasés fitohormono koncentracija nustatyta, jog
didziausia indol-3-acto rtigsties koncentracija nustatyta Bacillus sp. [JAK27 +
Pseudomonas sp. 1JAK44 + Streptomyces sp. IJAK91 lasteliy supernatante
(6,60 pg mLY), o Paenibacillus sp. IIDEG36 + Priestia sp. IIIDEG93 ir
Priestia sp. IIIDEG4 nustatyta 2,18 pg mL"' ir 1,37 pg mL"! koncentracija,
atitinkamai.

3.6 lentelé. Fitohormony analiz¢ trijuose skirtinguose supernatantuose naudojant LC-TOF/MS.

Giberelino

Indol-3- . . Abscizo
Méginio pavadinimas acto ragstis Zeatinas rugstis rugstis
(GA3)
Koncentracija, pg mL-!
Priestia sp. IIIDEG4 1,37+0,02¢ 0,22+0,07a 0,80+0,06c  0,03+0,01c
Paenibacillus sp.
IIIDEG36 + Priestia sp. 2,18+0,22b 0,194+0,01b 0,28+0,03b  0,07+0,02b
IIIDEG93

Bacillus sp. IJAK27 +
Pseudomonas sp. IJAK44
+ Streptomyces sp.
1JAK91

Duomenys pateikti kaip vidurkis (n = 6) + standartinis nuokrypis. Skirtingos raidés rodo reik§mingus
skirtumus (p < 0,05) vienkrypté ANOVA.

6,60+0,50a 0,15+0,02¢ 3,40+0,40a  0,25+0,02a

Vieno i§ svarbiausiy adenino tipo citokininy, zeatino, koncentracija
méginiuose svyravo nuo 0,15 iki 0,22 pg mL'. Didziausia koncentracija
nustatyta Priestia sp. IIIDEG4 méginyje (0,22 pg mL"'). Tuo tarpu
Paenibacillus sp. IIDEG36 + Priestia sp. IIIDEGY93 supernatanto méginyje
nustatyta 0,19 pg mL"', o Bacillus sp. 1JAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44 +
Streptomyces sp. IIAK91 supernatanto méginyje 0,15 pg mL™".

Giberelino riigstis (GA3) yra vienas i§ pagrindiniy hormony gibereliny
grupéje. Didziausia GA3 koncentracija aptikta Bacillus sp. 1JAK27 +
Pseudomonas sp. I1AK44 + Streptomyces sp. 1JAKI9I lasteliy supernatante
(3,40 pg mL), o likusiuose dvejuose méginiuose, Priestia sp. IIIDEG4 ir
Paenibacillus sp. IIIDEG36 + Priestia sp. IIDEG93, Zenkliai maZesnémis
koncentracijomis (0,80 ug mL!ir 0,28 ug mL™!, atitinkamai).

Augaly hormonas, abscizo riigstis (ABA), atsakingas uz augaly apsauga
nuo abiotiniy stresy, o didZiausia jo koncentracija aptikta Bacillus sp. [JJAK27
+ Pseudomonas sp. IJAK44 + Streptomyces sp. 1JAK91 lasteliy supernatante
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(0,25 ug mL™). Kity dviejy méginiy, Paenibacillus sp. IIDEG36 + Priestia
sp. IIIDEGY3 ir Priestia sp. IIIDE4, abscizo rugsties koncentracijos buvo
Zymiai maZesnés (0,07 pug mL"! ir 0,03 pg mL"!, atitinkamai) (3.6 lentelé).

3.6. Mikroorganizmy inokuliacijos poveikis Z. mays, P. vulgaris ir T.
aestivum augaly kultiiroms

Tyrimuose su augalais Priestia sp. IIIDE4, Paenibacillus sp. IIIDEG36 +
Priestia sp. IIDEG93 ir Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas sp. IJJAK44 +
Streptomyces sp. 1JAK91 buvo inokuliuoti j visy trijy augaly kultiiry vazonus:
Z. mays, P. vulgaris ir T. aestivum. Po augaly kultivavimo nustatyta, jog
inokuliacija mikroorganizmais daugeliu atvejy padidino augimo indeksus,
palyginti su kontroliniais méginiais CON1 (méginys be mikroorganizmy
inokuliacijos ir mineraliniy P trasy) ir CON2 (méginys be mikroorganizmy
inokuliacijos ir su superfosfato trgSomis (NPK 0-19-0) 200-300 Kg ha™! pagal
gamintojo nurodyta normg).

Bandymy rezultatai parodé, jog Paenibacillus sp. IIDEG36 + Priestia sp.
HIDEGY93, Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44 + Streptomyces
sp. IJAKO1 ir Priestia sp. IIIDE4 neturéjo reikSmingy skirtumy tarpusavyje
ties Z. mays augalo auksc¢iu (49,85 cm, 49,69 cm ir 49,58 cm, atitinkamai),
taCiau tur¢jo reikSmingus skirtumus lyginant su abiem kontroliniais méginiais:
CON2 - 42,95 cm ir CON1 — 41,98 cm. Analizuojant Saknies ilgj geriausia
rezultatg parodé tyrimo variantas Priestia sp. IIIDE4 (38,80 cm), tarp
bandymy Paenibacillus sp. IIIDEG36 + Priestia sp. IIIDEG93, Bacillus sp.
IJAK27 + Pseudomonas sp. l1JAK44 + Streptomyces sp. IJAK91 nenustatyta
reikSmingy skirtumy (37,30 cm ir 37,13 cm, atitinkamai), o CON2 ir CON1
variantai turéjo trumpiausius Saknies ilgius (32,22 cm ir 30,13 cm,
atitinkamai). Didziausi vir§zeminés dalies zaliosios masés (15,01 g) ir Sakny
zaliosios masés (15,92 g) rezultatai gauti su Priestia sp. IIIDE4. ReikSmingy
skirtumy ties vir§zeminés dalies Zalia mase nepastebéta tarp Paenibacillus sp.
HIDEG36 + Priestia sp. IIIDEG93 (14,18 g) ir Bacillus sp. 1JAK27 +
Pseudomonas sp. 1JAK44 + Streptomyces sp. 1JAK91 (14,02 g) varianty,
taCiau aptikta ties Zalia Sakny mase (14,58 g Paenibacillus sp. IIIDEG36 +
Priestia sp. IIIDEGY93 ir 15,90 g Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas sp.
1JAKA44 + Streptomyces sp. 1JAK91). VirSzeminés dalies zalioji masé¢ CON2
ir CON1 variantuose parodé¢ maziausius rezultatus be reikSmingy skirtumy
tarpusavyje (10,85 g ir 10,68 g, atitinkamai), o ties Sakny Zalia mase abu
tyrimo variantai turéjo tg pacig vertg (11,50 g). VirSzeminés dalies sausos
masés tyrime didziausias masé nustatytas variante Priestia sp. IIIDE4 (1,18
g), toliau variantuose Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44 +
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Streptomyces sp. IJAK91 (1,13 g), Paenibacillus sp. IIDEG36 + Priestia sp.
IIIDEGY3 (1,08 g), CON2 (0,82 g) ir CO1 (0,80 g). Ties sausa Sakny mase
didziausig rezultata davé variantas Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas sp.
1JAK44 + Streptomyces sp. 1JAK91 (1,48 g), tada variantai Priestia sp.
IIIDE4 (1,37 g), Paenibacillus sp. IIDEG36 + Priestia sp. IIIDEG93 (1,28
g), CON2 (1,11 g) ir CON1 (0,95 g).

Tyrimai su P. vulgaris virSeminés dalies ilgiu neparodé reikSmingy
skirtumy tarp visy testuoty varianty: Priestia sp. IIIDE4 (64,17 cm), Bacillus
sp. WAK27 + Pseudomonas sp. 1IJAK44 + Streptomyces sp. IJAK91 (63,50
cm), Paenibacillus sp. IIIDEG36 + Priestia sp. IIDEGY93 (63,17 cm), CON2
(53,00 cm) ir CON1 (52,17 cm). Nustatant Saknies ilgi Paenibacillus sp.
IIIDEG36 + Priestia sp. IIIDEGY93 bandymo variantas parodé geriausius
rezultatus (51,83 cm), tuo tarpu tarp bandymo varianty Bacillus sp. [JAK27 +
Pseudomonas sp. 1IJAK44 + Streptomyces sp. 1JAK91, Priestia sp. IIIDE4 ir
CON2 nenustatyta reikSmingy skirtumy (49,50 cm, 47,67 cm ir 39,33 cm), o
CONI1 parodé prasCiausius rezultatus (36,00 cm). ReikSmingy skirtumy
nenustatyta ir tarp visy varianty atlikus analiz¢ su vir§Zeminés dalies zalia
mase ir gauti rezultatai svyravo nuo 4,23 iki 5,45 g. Analizuojant Sakny zalia
masg nustatyta, kad bandymo variantai Paenibacillus sp. IIIDEG36 + Priestia
sp. IIIDEGY3 ir Priestia sp. IIIDE4 turéjo geriausius rezultatus (10,28 ir 9,60
g, atitinkamai). ReikSmingy skirtumy neaptikta tarp varianty Bacillus sp.
1JAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44 + Streptomyces sp. IJAK91 ir CON2
(9,08 g ir 8,07 g, atitinkamai), CON1 variante nustatytas masé sieké tik 7,22
g. Atlikus vertinimus su vir§Zemines dalies sausa mase nustatyta, jog Bacillus
sp. IJAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44 + Streptomyces sp. IJAK91 davé
geriausius rezultatus (0,50 g), o reikSmingy skirtumy nenustatyta tarp Priestia
sp. IIDE4 ir Paenibacillus sp. IIDEG36 + Priestia sp. IIIDEG93 (po 0,47 g).
CON2 ir CON1 variantai vir§Zeminés dalies sausos masés rezultatuose parodé
0,42 ir 0,40 g, rezultatus, atitinkamai. Matuojant Sakny sausa mase nustatyta,
kad variantai Bacillus sp. IJJAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44 + Streptomyces
sp. IJAKO1 ir Priestia sp. IIIDE4 parodé¢ geriausius rezultatus (0,86 ir 0,84 g),
toliau seké Paenibacillus sp. IIIDEG36 + Priestia sp. IIIDEG93 (0,79 g), o
variantai CON2 ir CON1 netur¢jo reikSmingo skirtumo tarpusavyje (0,72 ir
0,71 g, atitinkamai) (3.7 lentelé).
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3.7 lentelé. Z. mays, P. vulgaris ir T. aestivum augaly kultiry augimo indeksy rezultatai augalus paveikus Priestia sp. IIIDE4, Paenibacillus sp. IIIDEG36 +
Priestia sp. IIIDEG93 arba Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas sp. IJAK44 + Streptomyces sp. 1JAK91 bandymo variantais.

Bandymo pavadinimas
Lo . oo, Bacillus sp. 1JAK27 +
Augimo indeksai CONT' CON2! Priestia sp. IIIDE4 Paenibacillus sp. I1IDEG36 Pseudomona[s) sp. IJAK44 +
+ Priestia sp. IIIDEG93
Streptomyces sp. 1JAK91
Z. mays
Augalo ilgis (cm) 41,98 b 42,95b 49,58 a 49.85a 49,68 a
Saknies ilgis (cm) 30,13 ¢ 32,22 be 38,80 a 37,30 ab 37,13 ab
Virs§Zeminés dalies Zalia masé (g) 10,68 b 10,85 b 15,01 a 14,18 ab 14,02 ab
Saknies Zalia masé (€3} 11,50 b 11,50 b 15,92 a 14,58 ab 15,90 a
Vir§Zeminés dalies sausa masé (g) 0,80 ¢ 0,82 be 1,18 a 1,08 ab 1,13a
Saknies sausa masé © 0,95b 1,11 ab 1,37 ab 1,28 ab 1,48 a
P. vulgaris
Augalo ilgis (cm) 52,17 a 53,00 a 64,17 a 63,17 a 63,50 a
Saknies ilgis (cm) 36,00 b 39,33 ab 47,67 ab 51,83 a 49,50 ab
Vir§Zeminés dalies Zalia masé (g) 423 a 443 a 5,18 a 5,38a 5,45a
Saknies Zalia masé (€4) 722b 8,07 ab 9,60 a 10,28 a 9,08 ab
Vir$zeminés dalies sausa masé (g) 0,40 ¢ 0,42 be 0,47 ab 0,47 ab 0,50 a
Saknies sausa masé © 0,71b 0,72b 0,84 a 0,79 ab 0,86 a
T. aestivum
Augalo ilgis (cm) 51,67b 55,83 ab 62,33 ab 60,33 ab 63,50 a
Saknies ilgis (cm) 25,83 ¢ 27,33 be 33,33 ab 28,50 be 36,00 a
Vir$Zeminés dalies Zalia masé (g) 6,15b 6,92 ab 9,53 a 7,68 ab 9,60 a
Saknies Zalia masé (€4) 7,05b 8,68 ab 10,32 a 8,85 ab 1093 a
Vir§Zeminés dalies sausa masé (g) 0,53 ¢ 0,57b 0,88 a 0,70 ab 0,87 a
Saknies sausa masé (€9} 0,54 ¢ 0,72b 0,84 ab 0,78 b 0,97 a

TCON1: neinokuliuotas bandymas. *CON2: neinokuliuotas bandymas su superfosfatu (NPK 0-19-0).
Duomenys pateikti kaip vidurkis (n = 6) + standartinis nuokrypis. Skirtingos raidés rodo reik§mingus skirtumus (p < 0,05) naudojant vienkrypt¢ ANOVA.
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Atliekant analizes su 7. aestivum augaly kultiira bendras Bacillus sp.
IDAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44 + Streptomyces sp. IJAKII
inokuliavimas parodé didZiausius Sakny ilgius (36,00 cm) ir augaly aukscius
(63,50 cm), palyginti su Priestia sp. IIIDE4 Sakny ilgiu (33,33 cm) ir augaly
auksciu (62,33 cm) bei Paenibacillus sp. IIIDEG36 + Priestia sp. IIDEG93
Sakny ilgiu (28,50 cm) ir augaly auk$ciu (60,33 cm). Taciau taikant
inokuliacija su Priestia sp. IIIDE4 ar su Paenibacillus sp. IIDEG36 + Priestia
sp. IIIDEGY93 gauti statistiSkai reikSmingesni rezultatai palyginti su CON2
variantu (27,33 cm $aknies ilgiu ir 55,83 cm augaly auk$c¢iu) ir CON1 variantu
(25,83 cm Saknies ilgiu ir 51,67 cm augaly auk¢iu). Buvo iskelta hipotezé, kad
sinergi§kai veikiantys AASM gali skirtis savo gebéjimu padidinti augimo
indeksus, kai jie inokuliuojami kartu ir tai rodo didesn;j atsaka nei trgSiant tik
mineralinémis tragSomis ar nenaudojant jokios trgs§imo technologijos. Bacillus
sp. JAK27 + Pseudomonas sp. IJAK44 + Streptomyces sp. lIJAK91ir Priestia
sp. IIIDE4 vir§zeminés dalies Zalioji masé buvo didesné, palyginti su kitais
bandymo variantais (9,60 g ir 9,53 g, atitinkamai). Geriausi rezultatai gauti ir
tiriant Sakny zalia mase naudojant Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas sp.
1JAK44 + Streptomyces sp. IJAKO91 ir Priestia sp. IIIDE4 (10,93 gir 10,32 g,
atitinkamai). PrasCiausiai i§ trijy inokuliavimo variantu mikroorganizmais
pasirod¢ Paenibacillus sp. IIIDEG36 + Priestia sp. IIIDEG93 (7,68 g
vir§zeminés dalies zalia masé; 8,85 Saknies zalia masé) neturéjes reikSmingy
skirtumy su CON2 variantu (6,92 g vir§zeminés dalies Zalia masé; 8,68 g
Saknies zalia mas¢), o CONI1 variantas parodé prasciausius rezultatus (6,15 g
vir§zeminés dalies zalia masé; 7,05 g Saknies zalia masé). Priestia sp. IIIDE4
ir Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44 + Streptomyces sp.
IJAK91 inokuliavimas turéjo geresnius rezultatus analizuojant vir$Zzeminés
dalies sausg mase¢ (0,88 g ir 0,87 g, atitinkamai). Paenibacillus sp. IIIDEG36
+ Priestia sp. IIIDEGY3 variante sausa vir§Zeminés dalies mase sieke 0,70 g.
Prasciausi rezultatai nustatyti bandymo variantuose CON2 ir CON1 (0,57 g ir
0,53 g, atitinkamai). Analizuojant Saknies sausg mas¢ geriausig rezultatg
parodé inokuliavimas su Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas sp. IJAK44 +
Streptomyces sp. 1IJAK91 (0,97 g), po jo bandymo variantas Priestia sp.
IIIDE4 (0,84 g). ReikSmingy skirtumy nepastebéta tarp varianto Paenibacillus
sp. IIIDEG36 + Priestia sp. IIDEG9Y3 (0,78 g) ir CON2 (0,72 g). MaZiausia
sausa Saknies masé nustatyta variante CON1 (0,54 g) (3.7 lentelé).

Apibendrinant galima daryti i§vada, jog augaly kultiiry inokuliavimas su
mikrobiologiniais preparatais visais atvejais parodé geresnius fiziologinius
augaly augimo rezultatus lyginant juos su kontroliniais variantais. Pagal
gautus tyrimo rezultatus iSkelta hipotezé, jog inokuliacija su vienos rasies
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izoliatu Priestia sp. IIIDE4 parodé geriausius Z. mays vegetacijos rezultatus
(5 18 6 augimo indeksy), o butent Sio mikroorganizmo izoliacija buvo atlikta
2020 m. i§ Z. mays rizosferos dirvozemio méginio. Tyrime su P. vulgaris
augaly kultiira nustatyta, jog visi trys bandymo variantai Priestia sp. IIIDE4,
Paenibacillus sp. IIDEG36 + Priestia sp. IIIDEG93 ir Bacillus sp. [IJAK27 +
Pseudomonas sp. 1JAK44 + Streptomyces sp. 1JAK91 parodé panaSius
rezultatus (4 i§ 6 augimo indeksy). Nors Paenibacillus sp. IIIDEG36 +
Priestia sp. IIIDEGY93 buvo isskirta i§ 2021 m. P. vulgaris rizosferos
dirvozemio méginio ir atrinktas kaip geriausias dvigubas skirtingy
mikroorganizmy misinys, taciau fiziologiniams augaly augimo rezultatams
reikSmingy skirtumy neparodé. Atlikus analize su 7. aestivum augaly kultiira
nustatyta, jog tyrimo variantas Bacillus sp. 1JAK27 + Pseudomonas sp.
IJAK44 + Streptomyces sp. 1JAK91 vienareik§miskai parodé geriausius
rezultatus (6 i§ 6 augimo indeksy) lyginant su kitais bandymo variantais.
Iskelta hipotezé, jog trijy skirtingy izoliaty inokuliavimas 7. aestivum
augalams buvo tinkamiausia priemoné paskatinti augaly vegetacija ir biitent
S§is mikroorganizmy misinys buvo izoliuotas i§ 7. aestivum rizosferos
dirvozemio méginio 2022 m.

Siekiant pritaikyti $iy mikroorganizmy misiniy panaudojima zemes iikio
augaly kultGiroms ir $iuos mikroorganizmus pritaikyti pramoninei gamybai,
reikalingi iSsamesni eksperimentiniai tyrimai ir sumodeliuoty produkty
panaudojimas Zemés ikio paskirties zemése realiomis lauko salygomis.
Keiciantis klimatui biitina uztikrinti tinkama mikroorganizmy pritaikomuma.
Analizés realiomis aplinkos salygomis turi biti atliktos bent kelerius metus i$
eilés naudojant jvairiy vietoviy zemés tkio paskirties laukus, jvairias
kultivuojamy augaly kultiiras ir suplanuojant detalesnius tyrimus. Siam tikslui
yra reikalingi Zemés ukio, mokslo ir verslo partneriai, kurie uZzsiima
ekologinémis ir pramoninés biotechnologijos sritimis.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Augaly mikrobiomas suformuojamas ir jdarbinamas per visg augalo-
Seimininko gyvavimo ciklg. Su Saknimis susijusio mikrobiomo sudétj sudaro
sudétingos daugiasalés abiotinés aplinkos veiksniy ir biotiniy gyventojy
sgveikos [209]. Keletas tyrimy parodé, kad bakterijy bendruomenes
rizosferoje dinamiskai formuoja aplinkos veiksniai, tokie kaip sezonas,
dirvozemio tipas, dirvoZzemio tre§imo istorija, maistiniy medziagy ir vandens
kiekis, taip pat augalo-Seimininko raiSis ir vystymosi stadija. Mikroorganizmy
[vairové mazéja nuo biraus dirvozemio keliaujant link Sakny pavirSiaus, t. y.
rizosferos zonos, o tai rodo palankias salygas reikiamoms mikroorganizmy
rusims kolonizuoti augaly Saknis [210]. Augalai per Saknis iSskiria apie 10—
40 % daugelio maistiniy medziagy, ypa¢ fiksuotos anglies, kuri gali patekti
per Saknis j rizosfera, todél augalas aktyviai dalyvauja formuodamas savo
pagrindinj mikrobioma. Mikrobiomy rinkinys susidaro per kelis etapus,
kuriuos lemia mikroorganizmo-mikroorganizmo ir augalo-mikroorganizmo
sgveikos [211]. Augaly mikrobiomas paprastai perduodamas horizontaliu
keliu (t.y. suformuojama i$ aplinkos) arba vertikaliu keliu (t. y. perneSama per
séklas), nors iSsami informacija apie horizontalius ir vertikalius perdavimo
budus vis dar menkai suprantama [212]. Kai kurios mikroorganizmy gentys,
tokios kaip Bacillus ar Pseudomonas, priklauso pagrindinei mikrobiotai ir
nuolat islaiko gana didele gausa augaly vegetacijos metu. Si pagrindiné
mikrobiota turi keleta naudingy savybiy, tokiy kaip didesnis atsparumas
stresui, teigiamas poveikis augalo augimui, efektyvi kolonizacija ir augaly
apsauga nuo atSiauriy aplinkos poveikiy [213].

Atsizvelgiant j iy dieny neigiamas tendencijas Zemés tkio pramonéje,
tokios inovacijos tampa itin aktualios dél aplinkosauginiy ir ekonominiy
priezas¢iy. Mikrobiologiniai preparatai padeda atkurti nattiraly dirvozemio
gyvybinguma, i§vengti perteklinio cheminiy tragsy bei pesticidy naudojimo ir
auginti ekologi$ka produkcija. Nors mineralinés bei cheminés tragSos vis dar
placiai taikomos zemés tikio pramonéje, taciau vis daugiau kalbama apie jy
neigiamg poveikj aplinkai ir gyviems organizmams. AASM pritaikymas
zemés tkyje vis dar islieka viena pagrindiniy priemoniy kurti augaly augima
skatinanCiomis savybémis pasizyminCius biologinius preparatus. Nors
daugelio mikroorganizmy pritaikymas zemés tikio sektoriuje jvairioms augaly
rusims vis dar iSliecka problematiskas ir iki galo gerai nesuprastas, taciau
literatiroje gausu informacijos, kurioje apraSoma, jog AASM yra parode
nemenka potencialg augaly vegetacijos procesuose ir dirvoZzemio degradacijos
mazinime. Taciau tiek mikroorganizmy izoliacijos ir atrankos, tiek jy
matabolity susidarymo ir pritaikymo Zemés iikiui procesai turi biti toliau
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optimizuojami ir efektyvinami. Mikroorganizmy kaip mikrobiologinés trasos
pritaikomumas yra atlickamas jau Zzinant gerai apraSytas strategijas bei
metodus, o taip pat ir pasitelkiant placiausiai iStirtus mikroorganizmus. Taciau
biitina ieSkoti naujy, netirty arba menkai istirty mikroorganizmy [214].

Dirvozemio bakterijy bendruomenés yra labai svarbios Zemés tikio sistemy
sudedamosios dalys, nes jos prisideda prie augaly sveikatos ir produktyvumo
per anglies ir maistiniy medziagy ciklus, pesticidy skaidyma, patogeny
slopinimg ir augaly augimo skatinima. Neseniai naujausi tyrimai, kuriuos
jgalino didelio naSsumo DNR sekos nustatymas, sukeélé revoliucija
mikroorganizmy jvairovés tyrimuose. Manoma, kad dirvozemio fizinés ir
cheminés savybés, pavyzdziui, pH, Cog, drégmé ir temperatiira, sukuria
stiprius  aplinkos filtrus mikroorganizmy bendruomeniy susidaryme,
kontroliuoja mikroorganizmy aktyvumg ir yra pagrindiniai dirvozemio
bendruomenés sudéties veiksniai. Moksliniy straipsniy duomeny bazése
nuolat atsiranda naujos informacijos apie iki Siol neapraSyty skirtingy
mikroorganizmy ar mikroorganizmy misiniy poveikj ir pritaikomuma
jvairioms Zzemés tkio augaly kultiroms [215]. Siame darbe buvo siekiama
identifikuoti, charakterizuoti ir pritaikyti skirtingy mikroorganizmy ar jy
misiniy pritaikomuma trims Zzemés iikio augaly kultiroms: Z. mays, P.
vulgaris ir T. aestivum. Sintetiniy mikroorganizmy bendruomeniy sukiirimas
ir pritaikymo potencialas zemés tikio panaudojime yra vienas svarbiausiy $ios
disertacijos uzdaviniy.

Tiksliniy mikroorganizmy izoliavimas, atranka, identifikavimas bei
filogenetiné analizé ir Z. mays, P. vulgaris ir T. aestivum rizosferos
dirvoZzemio méginiy mikrobiomo santykinio gausumo tyrimai buvo vieni i$
pirmyjy ir svarbiausiy eksperimentinio darbo etapy, kuriems buvo skiriamas
didziausias démesys. Sio etapo metu i$ trijy skirtingy Zemés tkio paskirties
dirvozemiy (JAK, BEI ir DEG), kuriuose buvo pritaikyta ta pati s¢jomainos ir
zemés apdirbimo technologija, i§ viso izoliuoti ir atrinkti 27 skirtingi
mikroorganizmai (po 9 izoliatus kiekvienais i$ eilés einanciais tyrimo metais),
galintys turéti augaly augimg skatinan¢iy savybiy. Pirminé izoliaty atranka
buvo paremta principu, kad mikroorganizmy misiniai turi biiti sudaryti i$ trijy
skirtingy mikroorganizmy genciy ir kad atrinktos trys mikroorganizmy gentys
priklausyty bent jau dviems, o idealiomis salygomis ir trims skirtingiems
bakterijy karalystés tipams. Analizuojant moksling literatiirg rasta nemazai
informacijos, jog daugumoje Zzemés tkio paskirties lauky ir juose auginamy
skirtingy augaly kultiiry $akny rizosferoje labiausiai dominuoja 3 pagrindiniai
bakterijy tipai: Pseudomonadota, Bacillota ir Actinomycetota [216, 217].
Nors, remiantis literattiros analize, kaip labiausiai dominuojantis tipas augaly
Sakny rizosferoje nustatytas Pseudomonadota, taiau miisy tyrime pastebéta,
jog visuose trijuose Zzemés tkio paskirties rizosferos dirvozemiuose labiausiai
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dominuojantis tipas buvo Actinomycetota, tik tada po jo pagal gausuma seké
Pseudomonadota ir  Bacillota tipai. Literatiroje nurodoma, jog
Pseudomonadota tipas linkes dominuoti rizosferoje dél Sakny eksudaty
iSskyrimo, kuris skatina greita mikroorganizmy dauginimgsi, tuo tarpu
Actinomycetota tipas dazniau dominuoja biriame dirvozemyje, nes jy
dauginimuisi $akny eksudatai neturi tiesioginés jtakos [218]. Taciau kai kuriy
specifiniy dirvozemiy tipy, augaly rusiy ar abiotiniy stresy salygomis
Actinomycetota tipas gali nukonkuruoti Pseudomonadota tipa ir tapti
gausesnis. Mikroorganizmy, priklausan¢iy Actinomycetota tipui, didZiausias
gausumas aptinkamas sausuose, Sarminiuose, smélinguose bei mazg organiniy
medziagy kiekj turinCiuose dirvozemiuose. Actinomycetota gausumas
didesnis kuomet augalus veikia atSiaurios aplinkos salygos, nes Siam tipui
priklausantys mikroorganizmai geba skaidyti sudétingesnés struktiiros
organines medziagas ir egzistuoti nepriklausomai nuo augalo-Seimininko
[219].  Actinomycetota  tipas labiausiai  iSsiskiria  Streptomyces,
Micromonospora, Frankia, Nocardioides ir Arthrobacter gentimis [220].
Pseudomonadota tipas yra priskiriamas prie labiausiai dominuojanéiy tipy,
kuriam priklauso Pseudomonas, Rhizobium, Azospirillum, Burkholderia,
Enterobacter ir Bradyrhizobium gentys [221]. Bacillota tipe labiausiai
dominuojanti ir geriausiai iStyrinéta bakterijy gentis yra Bacillus, bet taip pat
pagal gausumg dominuoja ir Paenibacillus, Clostridium, Lysinibacillus,
Exiguobacterium ir Sporosarcina gentys [222].

Pirmaisiais tyrimy metais (2020 m.) i§ Z. mays Sakny rizosferos zonos
i8skirtos trys skirtingos gentys Bacillus, Pseudomonas ir Rhodococcus bei
nustatyta, jog $ios trys gentys priklausé trims skirtingiems bakterijy karalystés
tipams: Bacillota, Pseudomonadota ir Actinomycetota, atitinkamai (3.6A—C
pav.). Pastebéta, jog izoliacijos ir atrankos metu didziausig augimo greitj
turéjo Pseudomonas gentis dél savo labai didelio metabolinio aktyvumo net ir
naudojant skirtingus mitybinius substratus (12-24 val.), Bacillus gentis
pasizyméjo 1étesniu nei Pseudomonas, tatiau vis tiek greitu augimo tempu
(18-24 val.), o pagrindiné savybe, kuria pasizymi Bacillus gentis yra spory
formavimas ir puikus prisitaikymas prie jvairiy aplinkos salygy. Léciausias
augimo greitis pastebétas Rhodococcus genties izoliatuose (48—72 val.), taciau
nors ir §i gentis auga létai, bet geba ilgai iSgyventi sunkiomis aplinkos
saglygomis dél sudétingos lastelés sienelés struktiiros, kuri suteikia atsparuma,
taCiau sumazina maistiniy medziagy ir deguonies pralaiduma, o tai sulétina
lasteliy augima [223]. IS Pseudomonadota tipo pasirinkta labiausiai Siame tipe
dominuojanti Pseudomonas gentis, o 1§ Bacillota tipo — labiausiai
dominuojanti Bacillus gentis. Amogou ir kt. (2021 m.) atlikta analiz¢ parode¢,
jog inokuliacija su Pseudomonas syringae kartu su sumazintomis NPK trasy
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dozémis pagerino kukuriizy augimg ir derliy nualintose dirvose. Geriausi
rezultatai buvo pasiekti naudojant P. syringae kartu su 50 % NPK ir
karbamidu, kur augaly aukstis, lapy plotas, Sakny zalios masés svo ir derlius
padidéjo atitinkamai 26,82, 32,23, 107,57 ir 30,64 %, palyginti su kontroliniu
meéginiu [224]. Kitas tyrimas parode, kad Pseudomonas ir Bacillus gentys,
turin¢ios fosfato tirpimo gebéjima, gali pagerinti fosforo pasisavinimg ir
skatinti Z. mays vegetacijos procesus. Sie mikroorganizmai iskiria organines
rugstis ir fosfatazes, kurios padeda mineralizuoti organinj fosforg dirvoZzemyje
[225]. Nors Actinomycetota tipe Rhodococcus gentis néra tarp labiausiai
dominuojanciy genciy ir literatliroje apie ja rasta maziausiai informacijos,
taiau aptikta keletas straipsniy, kuriuose S§is mikroorganizmas yra
priskiriamas prie augaly augimg skatinan¢iy mikroorganizmy Z. mays Sakny
rizosferoje. Viename tyrime nustatyta, jog Rhodococcus gentis
identifikuojama kukurtizy $akny rizosferoje, o atlikti tyrimai nurodo galimg
IAA produkcija ir teigiamg ACC deaminazés aktyvuma, kurie pagerino Z.
mays Sakny augima ir atsparumg sausrai atlikus bandymus, kuriy metu buvo
imituojamos lauko sglygos [226, 227]. Taip pat pazymétina, jog Rhodococcus
genties mikroorganizmai gali biiti naudojami mikrobiologiniy preparaty
miSiniuse kartu su Bacillus, Pseudomonas arba Azospirillum gentimis siekiant
sustiprinti jy sinergetinj poveikj [228]. Tac¢iau tyrimy, kuriuose Rhodococcus
gentis buty naudojama kartu su Bacillus ir Pseudomonas gentimis kaip
bakterijy misinys Z. mays vegetacijai skatinti, nebuvo rasta. Todél pirmojoje
tyrimy grupéje izoliuoti ir tolimesniems tyrimams atrinkti izoliatai, dalinio
identifikavimo ir kamieny profiliavimo metu parode artimuma Bacillus
altitudinis (1JAK92), Pseudomonas thivervalensis (1JAK41), Rhodococcus
qingshengii (1JAK17), Bacillus licheniformis (IIBEIl1), Pseudomonas
laurylsulfatiphila (11IBEI19), Rhodococcus erythropolis (11BEI38), Priestia
aryabhattai (IIIDEG4), Pseudomonas laurylsulfativorans (IIIDEG59) ir
Rhodococcus erythropolis (I1IDEG40) riiSims, ir buvo pasirinkti tolimesniems
tyrimams (3.2A—C pav.).

Antrosios tyrimo grupés metu (2021 m.) i§ P. vulgaris Sakny rizosferos
i8skirtos trys skirtingos gentys Pararhizobium, Paenibacillus ir Bacillus bei
nustatyta, jog Pararhizobium gentis priklauso Pseudomonadota tipui, o
Paenibacillus ir Bacillus — Bacillota bakterijy tipui (3.7A-B pav.). Nors
Actinomycetota gausumas buvo didziausias visuose tirtuose P. vulgaris
rizosferos méginiuose, taCiau nepavyko iSskirti nei vieno izoliato
priklausanéio Siam tipui. Tai sutampa su literatiiros duomenimis, jog
Actinomycetota izoliavimas i§ dirvozemio daznai biina sudétingas dél 1éto
augimo tempo (greitai augancios bakterijos ar grybai gali uzgozti jy augima
mitybinéje terpéje), reiklumo mitybinés terpés sudéciai (specialiis anglies
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Saltiniai, pavyzdziui, chitinas ar celiuliozé) ir konkurencijos su vietine
mikroflora, nes Actinomycetota tipo gentys turi mazesne konkurencing galig
in vitro, nebent terpé selektyviai slopina kity bakteriniy tipy genciy augima
[229]. Nors Rhizobium gentis yra taip pat daznai aptinkama Pseudomonadota
tipe, taciau misy darbe izoliuoti mikroorganizmai priklausé¢ Pararhizobium
genciai. Kity autoriy filogenetiniai tyrimai parodé, kad kai kurios rasys,
anksciau priskirtos Rhizobium, genetiskai pakankamai skiriasi tarpusavyje,
todél Pararhizobium buvo atskirta kaip nauja gentis [230]. Literattros analizé
patvirtina, kad Pararhizobium yra simbiotinés azotg fiksuojancios bakterijos,
kurios turi labai glaudy rysj su ankstiniy augaly (Fabaceae) Saknimis. Jos
atpazjsta specifinius cheminius signalus (flavonoidus), kuriuos iSskiria
ankstiniy augaly Saknys, o Pararhizobium atsako i$skirdama nod faktorius,
kurie sukelia $akny lasteliy dalijimasi ir gumbelio susiformavima. Sakny
gumbeliai sukuria labai mazai deguonies turinCig aplinka, kuri yra biitina
fermentui nitrogenazei. Augalas apriipina bakterijas angliavandeniais, o
bakterijos mainais fiksuoja atmosferinj azota ir pavercia jj augalui prieinamu
junginiu (NH4") [231, 232]. Taip pat nustatyta, kad Pararhizobium giardinii
ne tik sugeba fiksuoti atmosferos azota, bet ir pasizymi gebéjimu tirpinti
netirpius fosforo junginius, be to, iSskiria augaly hormong IAA [233].
Pararhizobium genties bakterijos (kaip ir dauguma simbioziniy bakterijy)
néra gerai prisitaikiusios prie ekstremaliy aplinkos salygy uz augalo-
Seimininko riby. Jos yra jautrios sausrai, UV spinduliuotei, temperatiiros
pokyciams, druskingam ir riigstiniam dirvozemiui. Kadangi Pararhizobium
genties bakterijy lastelés neformuoja spory ir pati lIastelés sienelés strukttra
yra maziau atspari aplinkos poveikiui, dauguma komerciniy produkty
naudojamy zemés iikyje turi ypa¢ trumpa galiojimo laika [234].

Paprastai Bacillus ir Paenibacillus yra vienos i§ labiausiai paplitusiy
Bacillota bakterijy tipo genciy, naudojamy ekologinéje Zemdirbystéje kaip
biologinés trasos. Zinoma, jog §ios gentys geba fiksuoti atmosferos azota,
tirpina netirpius fosforo junginius, skatina Sakny augimg ir Sakny plaukeliy
vystymasi i$skirdamos augaly hormonus, veikia kaip biokontrolés agentai ir
slopina augaly patogenus [235, 236]. Buvo atliktas tyrimas, kurio metu P.
vulgaris séklos buvo apdorotos Rhizobium tropici CIAT 899, Paenibacillus
polymyxa DSM 36 ir P. polymyxa Loutit atskirai ir misinyje (CIAT 899 +
DSM36 + Loutit). Nustatyta, jog séjant P. vulgaris kartu su Rhizobium ir
abiem Paenibacillus kamienais padidéjo augaly augimas, azoto kiekis ir
mazgeliy susidarymas, palyginti su vienu Rhizobium inokuliavimu [237].
Taipogi, tyrimai rodo, kad kombinuota inokuliacija su Rhizobium ir Bacillus
bakterijomis gali biiti naudinga, ypac¢ esant ribotam fosforo kiekiui
dirvozemyje. Tyrimas buvo atliktas siekiant jvertinti viengubos, dvigubos ir
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trigubos inokuliacijos su Rhizobium, azotg fiksuojanéiu Bacillus subtilis OSU-
142 ir fosforg tirpinanciu Bacillus megaterium M-3 poveikj pupy gumbeliy
formavimuisi, augimui, maisto medziagy pasisavinimui ir sékly derliui.
Atlikus bakterijy inokuliacija reikSmingai padidéjo visi tiriamieji parametrai,
lyginant juos su kontroliniu variantu. Triguba inokuliacija (Rhizobium+OSU-
142+M-3) padidino sé¢kly derliy nuo 6,6 % (triguba inokuliacija) iki 12,2 %
(vienguba inokuliacija su OSU-142) palyginti su kontroliniu variantu [238].
Informacijos apie Pararhizobium, Paenibacillus ir Bacillus trigubos
inokuliacijos poveiki P. vulgaris augimui neaptikta, todél tolimesniems
tyrimams buvo pasirinktos $ios trys gentys. Atlikus 16S rDNR sekos analizg
bei filogeneting analizg, izoliuoti mikroorganizmai turéjo didZiausig
panasuma su Pararhizobium giardinii (1JAK2), Paenibacillus xylanexedens
(DAK19), Bacillus mycoides (1JAK94), Pararhizobium giardinii (IIBEI80),
Paenibacillus  amylolyticus (IIBEI61), Bacillus pumilus (IIBEI14),
Pararhizobium giardinii (I1IDEGY), Paenibacillus farraposensis (I1IDEG36),
Priestia megaterium ruSimis (IIIDEG93) (3.3A—C pav.).

Trecioje tyrimo grupéje (2022 m.) i§ 7. aestivum Sakny rizosferos iSskirtos
gentys buvo Bacillus, Pseudomonas ir Streptomyces, kurios atitinkamai
priklauso Bacillota, Pseudomonadota ir Actinomycetota bakterijy tipams
(3.8A—C pav.). Nors Actinomycetota tipo, kaip ir pries tai einanciy dviejy i$
eilés mety tyrimy grupése, rizosferos dirvozemyje buvo nustatytas didziausias
santykinis gausumas, taCiau Streptomyces gentis Siame bakterijy tipe pagal
santykinj gausuma nebuvo labiausiai dominuojanti. Yra Zinoma, kad
Streptomyces veikia kaip biokontrolés agentas iSskirdamas jvairius
antibiotikus, produkuoja fitohormonus, tokius kaip IAA, giberelinai bei
citokininai, prisideda prie fosforo ir gelezies prieinamumo augalams, gali
veikti sinergiskai su kitais mikroorganizmais (pvz. Bacillus, Pseudomonas,
Rhizobium) [239]. Tian ir kt. (2024 m.) atliktas tyrimas su Streptomyces
pratensis S10 parode, kad Sios rusies bakterija skatina kvie¢iy augima ir didina
atsparumg Fusarium graminearum patogenui. Taip pat produkuoja
sideroforus, IAA, ACC deaminazg, dalyvauja fosforo tirpinime ir geba
fiksuoti azota. Inokuliacija su Streptomyces pratensis S10 pagerino kvieciy
vegetacijos procesus chlorofilo kiekj lyginant su neinokuliuotu bandymu
[240]. Kitame tyrime buvo jvertintas kombinuoto inokuliavimo su
Streptomyces pactum Actl2 ir Streptomyces rochei D74 poveikis kvieCiy
fotosintezei, fiziologinéms savybéms ir derliui sausros salygomis.
Apdorojimas  Streptomyces rUSimis sumazino neigiama poveikj, o
kombinuotojo inokulianto (Act12+D74) grupé parodé didziausig teigiama
poveik] ir padidino derliy 26,19 % palyginti su neinokuliuotu bandymu [241].
Taip pat parodyta, kad Streptomyces kartu su Pseudomonas ar Bacillus
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gentimis gali veikti sinergiskai, ta¢iau tai priklauso nuo jy savybiy, aplinkos
salygy ir taikymo biido, todél bitina atlikti iSsamesnius iz vitro suderinamumo
tyrimus. Literatiros analizé patvirtina, jog Streptomyces (pvz., S. rochei, S.
lydicus) kartu su Pseudomonas fluorescens geriau slopina patogeny
(Fusarium, Rhizoctonia, Pythium) dauginimasi, nes iSskiria antibiotikus,
tokius kaip streptomicinas ir piocianinas [242]. Kito tyrimo metu buvo
analizuojami  Pseudomonas, Streptomyces ir Phyllobacterium rusiy
populiacijy poky¢iai kvieCiy rizosferoje skirtingais augimo etapais. Nors $is
tyrimas nevertino tiesioginio bakterijy inokuliacijos poveikio, jis parodé, kad
Sios bakterijos yra gausios rizosferoje ir gali prisidéti prie fosforo
mobilizacijos, kuri yra svarbi augaly vegetacijoje [243]. Kitame moksliniame
straipsnyje autoriai pazyméjo, kad Bacillus sp. NMCNI1 ir LLCG23 kamienai
moduliuodami fitohormonus, skatino 7. aestivum augaly augima [244]. Kita
vertus, konkreciy tyrimy, kuriuose biity tiriamas Streptomyces ir Bacillus
derinio poveikis augaly vegetacijai ar derliui, nepavyko rasti. Tai gali buti dél
apsunkinto raiSiy suderinamumo, kadangi joms biidingas antagonizmas, t.y.
Streptomyces i$skiriami antibiotikai gali slopinti kai kurias Bacillus riisis, o
Bacillus i8skiria lipopeptidus, kurie neigiamai veikia Streptomyces augima.
Tolimesniems tarpusavio tyrimams su 7. aestivum augaly kultiira, atlikus
identifikavimo ir kamieny profiliavima, pasirinktos Bacillus toyonensis
(IJAK27), Pseudomonas bijieensis (1JAK44), Streptomyces gardneri
(WAKO1), Priestia aryabhattai (IIBEI32), Pseudomonas helmanticensis
(IIBEI40), Streptomyces anulatus (I1BEI22), Bacillus tequilensis (IIIDEG45),
Pseudomonas granadensis (IIDEG41) ir Streptomyces badius (IIIDEG72)
rasys (3.4A—C pav.).

Bendras mikroorganizmy charakterizavimas ir savybiy jvertinimas papildo
literatiiros duomenis apie atrinkty mikroorganizmy gebéjima gaminti NH3,
HCN, ACC deaminaze, formuoti sideroforus, pasizyméti katalazés aktyvumu,
fiksuoti atmosferos azota, gebéti tirpdyti netirpius kalio ir fosforo junginius
(3.9 pav.). Taciau didziausias démesys buvo skirtas atrinkty mikroorganizmy
gebéjimui tirpinti netirpius fosfatinius junginius. Nustatyta, jog i$ Z. mays
rizosferos i$skirty izoliaty geriausius rezultatus modifikuotoje NBRIP terpéje,
1 kurios sudétj jéjo natiirali iSkastiné fosfatiné uoliena i§ Maroko, davé dviguba
inokuliacija su IJAK92 + IJAK41 (84,21 mg L), dviguba inokuliacija su
IIBEI11 + IIBEI19 (75,60 mg L") ir vienguba inokuliacija su IIIDEG4 (94,20
mg L. Trigubos inokuliacijos bandymai su Bacillus, Pseudomonas ir
Rhodococcus risimis reikSmingy rezultaty neparodé (3.10A—C pav.). Tai
galéjo priklausyti nuo netinkamy augimo sglygy, t.y. netinkamos terpés
sudéties ir anglies Saltinio, taip pat nuo léto Rhodococcus lasteliy dalijimosi.
Bandymuose, kuriuose nustatytos didziausios tirpaus P koncentracijos
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mitybinéje terpéje, buvo naudojamos bendros i§ Bacillus ir Pseudomonas
sudarytos inokuliacijos arba viengubos Bacillus inokuliacijos. Tai sutampa su
literattiroje rasta informacija, jog labai svarbu sudaryti miSinius i$§ suderinamy
mikroorganizmy rusiy. Ne visos Bacillus risys gali augti vienoje aplinkoje su
Pseudomonas riSimis, pavyzdziui, Pseudomonas fluorescens gali iSskirti
HCN, kuris tam tikromis salygomis slopina kai kurias Bacillus risis, o
Bacillus subtilis kai kuriomis salygomis isskiria biosurfaktantus, kurie veikia
ir ardo Pseudomonas lasteliy membrang [245]. Viename tyrime nurodoma,
kad Pseudomonas fluorescens ir Bacillus sp. kultivuojant NBRIP terpéje,
kurioje kaip netirpus fosfato substratas naudotas trikalcio fosfatas (Cas(POs)z2),
tirpaus P koncentracija sieké atitinkamai 65,619 pg mL™! ir 560,667 ug mL™,
taciau nebuvo atliktas bendros $iy rusiy inokuliacijos bandymas [246]. Iki Siol
literatiroje nebuvo skelbiama informacijos apie bendros Bacillus ir
Pseudomonas inokuliacijos poveikj netirpiy fosfatiniy junginiy tirpinime,
todél gauti rezultatai yra svarbus indélis, papildantis informacija apie Siy
mikroorganizmy panaudojimo galimybe zemés iikyje.

Ivykdzius eksperimentus nustatyta, kad i§ P. vulgaris rizosferos isskirty
izoliaty geriausius rezultatus modifikuotoje NBRIP terpéje parodé trigubos
inokuliacijos bandymai su IJAK2 + IJAK19 + IJAK94 (93,38 mg L),
IIBEI80 + IIBEI61 + IIBEIl4 (85,75 mg L) ir IIIDEGY + IIIDEG36 +
IIIDEG93 (98,18 mg L) (3.11A-C pav.). Nors tyrimy metu nustatyta, jog
Pararhizobium risys misiniuose su Paenibacillus ir Bacillus neparodé gery
augimo rezultaty (< 1,5 x 10* KFV mL"), ta¢iau vis tiek gebéjo augti vienoje
aplinkoje. Gauti rezultatai sutampa su literatiiros duomenimis, jog nors §ios
rusys yra aptinkamos dirvozemiuose, ypac¢ augaly Sakny zonose, taciau jy
efektyvus suderinamumas priklauso nuo specifiniy salygy — pH, maistiniy
medziagy konkurencijos, iSskiriamy metabolity. Taip pat paZzymima, jog
Paenibacillus gali skatinti Sakny augimg ir taip netiesiogiai pagerinti
Pararhizobium kolonizacija augaly Saknyse. Nors Pararhizobium pagrinde
zinoma dél azoto fiksacijos, taciau kai kurie kamienai taip pat pasizymi
fosforo tirpinimo gebéjimais dél jy gebéjimo iSskirti organines riigstis [247,
248]. Nors specifiniai Pararhizobium fosforo tirpinimo rodikliai néra placiai
dokumentuoti, kai kurie tyrimai rodo, kad panasSios bakterijos, tokios kaip
Sinorhizobium meliloti, gali i8skirti iStirpusio fosforo koncentracijas nuo 500
iki 860 mg L', priklausomai nuo augimo salygy ir susidariusiy metabolity
[249]. Taip pat tiesioginiai Paenibacillus genties ir P. vulgaris sgveikos
tyrimai dél netirpiy fosforo junginiy tirpinimo yra mazai apraSyti, nors
Paenibacillus gali turéti teigiamg poveik] augaly augimui ir maistiniy
medziagy pasisavinimui, ypa¢ del IAA iSskyrimo. Pavyzdziui, viename
tyrime pademonstruotas  Paenibacillus  sonchi  gebéjimas  tirpinti
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hidroksiapatita, kuris yra netirpus fosfato S$altinis, o kitame tyrime
Paenibacillus polymyxa sugebéjo istirpinti iki 2635,3 pg mL™! fosfato per 5
inkubacijos paras, sumazindama terpés pH nuo 6,08 iki 3,28 [250]. Konkreciai
apie Bacillus ar Prestia genciy poveikj P. vulgaris fosforo jsisavinimui tyrimy
nerasta, taciau buvo nustatyta, jog Bacillus sp., izoliuotas i§ P. vulgaris Sakny
rizosferos, parodé stipria antagonisting veikla prieS patogeng Alternaria
alternata [251]. KonkreCiy tyrimy apie Pararhizobium, Paenibacillus ir
Bacillus bendra inokuliacijg P. vulgaris nepavyko aptikti, taiau viename
tyrime Bradyrhizobium japonicum 5038, Bacillus aryabhattai MB35-5 ir
Paenibacillus mucilaginosus 3016 buvo naudojami kaip AASM ir nustatyta,
kad inokuliantai, sudaryti i$ §iy trijy skirtingy rtisiy reikSmingai paveiké sojos
pupeliy biomas¢ ir azoto bei fosforo kiekj rizosferoje [252]. Apskritai Sie
rezultatai parodé, kad keli skirtingy funkcijy AASM gali biiti sujungti |
sudétinius  bakterinius  inokuliantus, kurie koordinuoja rizosferos
mikroorganizmy bendruomenés struktiira ir pagerina ankStiniy augaly
vegetacijos procesus.

Darbo metu nustatyta, kad i§ 7. aestivum rizosferos iSskirty izoliaty
geriausius rezultatus modifikuotoje NBRIP terpéje parodé trigubos
inokuliacijos bandymai su IJAK27 + IJAK44 + IJAK91 (129,17 mg L),
dviguba inokuliacija IIBEI32 + IIIBEI40 (90,95 mg L) ir reikSmingy
skirtumy nepastebéta tarp dvigubos inokuliacijos IIIDEG45 + IIIDEG41
(122,78 mg L) ir trigubos inokuliacijos IIIDEG45 + IIIDEG41 + IIIDEG72
(120,78 mg L") (3.12A-C pav.). Streptomyces gali biti naudojami kaip
fosfatg tirpinantys mikroorganizmai dél savo gebé¢jimo isskirti organines
rugstis, specialiy fermenty (fosfataziy), kurios geba skaidyti fitatus, siderofory
sudarymo, kurie chelatuoja metalus ir taip atpalaiduoja fosfora i§ aplinkos.
Streptomyces griseus ir Streptomyces lydicus yra dvi dazniausiai minimos
rusys, kurios turi gebéjima tirpinti fosforg ir yra naudojamos kaip
mikrobiologiniai agentai pagerinti augaly augima skatinanioms savybéms
[253, 254]. Taikant Pseudomonas moraviensis ir Bacillus safensis inokuliatus
T. aestivum derlius padidéjo iki 14,42 % palyginti su kontroliniu apdorojimu,
nes Sie mikroorganizmai galéjo veiksmingai tirpinti netirpius fosfatinius
junginius bei gaminti IAA [255]. Literatiiroje duomeny apie Streptomyces
genties bendrg inokuliacija su Pseudomonas ar Bacillus gentimis T. aestivum
augimo skatinimui, ypatingai fosfatiniy junginiy tirpinime, nebuvo rasta. Tai
yra svarbus faktorius renkantis suderinamus mikroorganizmy misinius 7.
aestivum augaly vegetacijai ir geresniam fosforo prieinamumui.

Remiantis rezultatais, gautais tyrimo dalyje su modifikuota NBRIP terpe,
kurios sudétyje buvo gamtinés kilmeés iSkastinis fosfatas i§ Maroko, i$
kiekvienos tyrimo grupés atrinkti reikSmingiausiomis tirpaus fosforo
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koncentracijomis pasizymintys bandymo variantai. Taikant skyséiy
chromatografijos-masiy spektrometrijos (LC-TOF/MS) metoda atlikta
organiniy rug8ciy analizé NBRIP terpés supernatantuose. Nustatyta, kad
pirmoje tyrimo grupéje didziausias pieno, acto, gliukono, obuoliy, oksalo ir
citrinos rugsciy koncentracijas iSskyré bandymo variantas su vienguba
Priestia sp. IIIDEG4 inokuliacija (nuo 13,5 iki 419 pg mL"), antroje grupéje
didziausias minéty organiniy riugs$¢iy koncentracijas parodé dviguba
inokuliacija su Paenibacillus sp. IIDEG36 + Priestia sp. IIIDEG93 (nuo 14
iki 433 pg mL), o tre€ioje tyrimo grupéje — triguba inokuliacija su Bacillus
sp. JAK27 + Pseudomonas sp. IJAK44 + Streptomyces sp. IJAK91 (nuo 1,2
iki 567 ug mL") (3.5 lentelé). Atsizvelgiant | gautus analiziy rezultatus ir
remiantis literatiiros Saltiniais nuspregsta tolimesniems tyrimams pasirinkti
Siuos tris bandymo variantus siekiant optimizuoti jy augimo salygas bei
panaudojima tiriamosioms augaly kultiroms. Trims bandymo variantams
buvo naudota minimalios sudéties mitybiné terpé, o tyrimo eigoje terpéje
pakeistas vienas i$ substraty vertinant lasteliy skaiciaus pokycius per nustatyta
inkubacijos perioda (48 val.). Kaip anglies Saltiniai pasirinkti dazniausiai
mitybinése terpése naudojami, taCiau skirtinga sandarg turintys
monosacharidas gliukozé, disacharidas sacharozé, polisacharidas krakmolas,
organinio alkoholio S$altinis glicerolis ir kompleksinis organinis anglies
Saltinis melasa. Nors universaliausiu anglies Saltiniu yra laikoma gliukoze dél
savo nesudétingos struktiiros ir lengvo daugumos bakterijy jsisavinimo, taciau
misy tyrimo rezultatai parod¢, jog tinkamiausias anglies Saltinis yra melasa
[256]. Melasa, kaip anglies Saltinis, dazniausiai yra taikoma pramoniniuose
fermentacijos procesuose dél savo mazos kainos ir plataus prieinamumo, taip
pat sudétyje turi lengvai pasisavinamy cukry, vitaminy (ypa¢ B grupés),
mineraly (Fe, K, Mg), o melasos panaudojimas pramongje prisideda prie
ziedinés ekonomikos ir atlieky mazinimo, nes melasa yra cukraus gamybos
Salutinis produktas [257]. Taciau yra riziky, nes ji yra kompleksing ir
priklausomai nuo Saltinio (cukranendrés ar runkeliai) ir gamybos proceso,
melasos cheminé sudétis gali labai kisti. Taip pat sudétyje gali buti inhibitoriy,
tokiy kaip sunkieji metalai ar sulfitai, kurie gali slopinti mikroorganizmy
fermentacijg [258, 259]. Organiniy Saltiniy pritaikyme geriausius rezultatus
parod¢é mieliy ekstraktas ir sojy pupeliy peptonas. Yra Zinoma, kad mieliy
ekstraktas labai naudingas bakterijy augimui, nes jame yra baltymy,
aminorigsciy, vitaminy (ypac¢ B grupés), mineraly, nors néra pigiausias i$ visy
pasirinkimy, bet yra prieinamas ir naudojamas daugybéje pramoniniy procesy
[260]. Sojy pupeliy peptono sudétyje yra didelés baltymy ir aminortig§ciy
koncentracijos, todél jis yra labai naudingas bakterijy augimui, o pramonéje
daznai naudojamos dél pakankamai Zemos kainos [261]. Agropeptonas yra
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ypaé pigus organinis $altinis, nes sudarytas i§ organiniy augalinés ir gyvulinés
kilmés atlicky, taciau mazesnés kokybés lyginant su mieliy ekstraktu ar sojy
pupeliy peptonu. Mésos ekstraktas ir jaucio sultinio ekstraktai yra pakankamai
brangiis, todél vengtini naudoti pramonés procesuose ir didelio masto
fermentacijose [262]. Amonio fosfatas visais atvejais buvo nustatytas kaip
tinkamiausias azoto Saltinis mitybingje terpéje, nes amonio jonai (NH4") yra
greitai metabolizuojami daugelio bakterijy, todél §is junginys gali greitai
apriipinti bakterijas reikalingu azoto kiekiu, o fosforas (H2PO4") yra svarbus
bakterijy energijos mainams (per ATP), nukleotidy sintezei ir lgsteliy
strukttrai todél amonio fosfatas tinka kaip dvigubas mitybos Saltinis [263].
Atlikus analizes su pH variacijomis fermentacijos procesuose, rezultatai
patvirtino literatiroje randamg informacija, jog tinkamiausia pH verté 1gsteliy
fermentacijos procesuose svyruoja nuo 6,5 iki 7,5. Tam, kad mikroorganizmy
lasteliy augimas bty optimalus, proceso metu biitina regulivoti pH naudojant
korektorius, kurie sumazina arba pakelia terpés pH, o labiausiai naudojami
pramongje yra natrio arba kalio Sarmas ir druskos arba sieros riigstis [264].
Apzvelgiant temperatiros poveikj izoliuoty mikroorganizmy kultivavimui
nustatyta, jog kaip ir visiems mezofiliniams dirvozemio mikroorganizmams
optimali augimo temperattira yra 25-30 °C. Taip pat nurodoma, jog tai tipiSka
vasaros dirvozemio temperatira vidutinio klimato zonose, kur
mikroorganizmy aktyvumas biina didziausias ir §i temperatiira uZztikrina
optimaly fermenty aktyvuma, DNR replikacija ir Iasteliy dalijimasi daugumai
mezofiliniy mikroorganizmy [265] (3.13-3.15 pav.).

Kaip parodé fermentacijos procesy tyrimy rezultatai (3.16 pav.), optimalus
procesy stabdymas vyko ties 55—60 val., o tai sutampa su literatiiroje randama
informacija, jog mikroorganizmy spory susidarymo laikas priklausomai nuo
mikroorganizmy rii§ies ir aplinkos salygy svyruoja nuo 24 iki 78 val. [266].
Tai ypa¢ svarbu kuriant mikrobiologinius produktus, nes bakterijy sporos yra
atspacios itin ekstremalioms salygoms (kar$¢iui, Sal¢iui, UV spinduliuotei),
pailgina produkty galiojimo laikg, o spory dygimas vyksta tik tada, kai jos
patenka j palankig aplinka, be to toks prisitaikymas sumazina produkty
transportavimo ir  sandéliavimo  kastus. Daznai mikroorganizmai
fermentuojami atskirai, tada jy sporos sumaiSomos j vieng produkta — taip
uztikrinama kiekvieno kamieno kokybé¢ ir veiklumas [267]. Nors miisy tyrime
jrodéme, kad skirtingos mikroorganizmy rii$ys geba augti vienoje aplinkoje,
taciau svarbu atrinkti tinkamas risis, kurios neslopinty viena kitos augimo ir
bendra mikroorganizmy inokuliacija pramoniniu atzvilgiu biity sanaudy bei
laiko sutaupymas.

Augaly hormony nustatymas ir jy koncentracijos jvertinimas ir gauti
rezultatai papildo literatiiros duomenis apie mikroorganizmy gebéjima
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sintetinti fitohormonus, tokius kaip auksinai, citoninai, giberelinai ir abscizo
rugstis. Musy tyrimai parodé, kad didziausios IAA, GA3 ir abscizo rugsties
koncentracijos gautos taikant trigubg Bacillus sp. IJJAK27 + Pseudomonas sp.
1JAK44 + Streptomyces sp. IJAK91 inokuliacija, taciau priesingai didZiausia
zeatino kocentracija gauta naudojant vienguba Priestia sp. IIIDEG4
inokuliacija (3.6 lentelé). Tai jrodo iSkelta hipotezg, jog sinergiskai veikiantys
mikroorganizmai ne visada duoda geresnius rezultatus fitohormony i$skyrime
nei kultivuojant tik vieng atrinkta mikroorganizma. Taciau iSsiaiSkinti
pagrindines priezastis ir jvertinti tolimesnes galimybes — ateities tyrimy
uzdavinys.

Literatiiroje randama daug informacijos, jog tas pats mikroorganizmas gali
sukelti skirtingg efekta skirtingy augaly risiy augimui. Siame tyrime i3
konkreciy augaly rizosferos iSskirti mikroorganizmai buvo naudojami
kryzminiuose bandymuose, t. y. bandymai atliekami ir su kitomis, Siame darbe
naudojamomis augaly kultiiromis. Nustatyta, jog Z. mays augaly geriausi
augimo indeksy rezultatai (5 i$ 6 indeksy) gauti augalus paveikus Priestia sp.
IIIDEGH4 izoliatu, kuris buvo izoliuotas ir atrinktas i$ Z. mays $akny rizosferos
kaip AASM. Dviguba inokuliacija Paenibacillus sp. IIDEG36 + Priestia sp.
IIDEGY93 neparodé reikSmingy rezultaty P. vulgaris augaly vegetacijos
procesuose (4 i§ 6 indeksy), kadangi vienguba inokuliacija Priestia sp.
IIIDEG4 ir triguba inokuliacija Bacillus sp. JAK27 + Pseudomonas sp.
1JAK44 + Streptomyces sp. IJAK91 parodé panasius rezultatus (4 i§ 6 augimo
indeksy). 7. aestivum apdorojime reikSmingiausius rezultatus parod¢ triguba
inokuliacija Bacillus sp. lJAK27 + Pseudomonas sp. lJAK44 + Streptomyces
sp. IJAK91 (6 i§ 6 augimo indeksy) (3.7 lentelé¢). Pagal gautus tyrimo
rezultatus galima kelti hipotezg, jog ne visais atvejais gausesnis
mikroorganizmy rii§iy panaudojimas augaly kultiroms suteikia geresnius
vegetacijos parametrus arba mikroorganizmy mi$iniai turi buti pritaikyti,
detaliai iSanalizuoti. Kiekvienas mikroorganizmas turi savo specifines
sgveikas su skirtingomis augaly rusimis [268]. Mikroorganizmy veikimas
labai priklauso nuo augaly Sakny struktiiros. Skirtingi augalai gali turéti
skirtingas Sakny struktiiras (pvz., $akny ilgis, $akny eksudatai), o tai gali turéti
itakos mikroorganizmy gebéjimui kolonizuoti Saknis [269].

Apibendrinant galima teigti, kad mikroorganizmy pritaikymas zemes tikio
praktikoje yra puiki priemoné siekiant pagerinti zemés tikio augaly
produktyvumg atsizvelgiant j ekologines problemas bei modifikuojant jau
turimy mikrobiologiniy produkty savybes ar kuriant naujus produktus, kurie
papildo nattralius, gamtoje natiiraliai egzistuojancius augaly augima
skatinan¢ius mikroorganizmus. Pirmiausiai, tai pagrjsta sinerginiu tarpusavio
poveikiu, nes skirtingi mikroorganizmai gali papildyti vienas kito funkcijas, o
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ir turéti didesnj poveikio spektrg, kadangi jvairiis mikroorganizmai gali
skatinti skirtingas augalo funkcijas (Sakny vystymasi, maistiniy medziagy
jsisavinimg, atsparumg abiotiniams ir biotiniams veiksniams, metabolity
i§skyrimg) [270]. Mikrobiologiniai preparatai, sudaryti i§ skirtingy riiSiy
mikroorganizmy, turi skirtingus tolerancijos lygius netinkamoms aplinkos
salygoms, tad didesné tikimybé, kad bent dalis inokuliato bus veiksmingas
jvairiomis salygomis. Kai kurie mikroorganizmai slopina augaly patogenus
arba konkuruoja su jais dél niSy ir iStekliy, o tai mazina ligy rizikg [271].
Taciau mikroorganizmy sgveika ne visada biina teigiama — kai kurios
mikroorganizmy rusys gali konkuruoti tarpusavyje, o net jei mikroorganizmai
neveikia antagonistiSkai vienas kito atzvilgiu, jy miSiniy efektyvumas
priklauso nuo dirvozemio savybiy, augalo rusies bei klimato salygy [272].
Vienos svarbiausiy dirvozemio savybiy yra dirvoZemio pH, organinés
medziagos kiekis, drégmé bei aeracija, vietiné dirvozemio mikrobiota [273].
Kiekviena augalo riiSis privilioja specifinius mikroorganizmus moduliuojant
ju sudét] Sakny iSskiriamais eksudatais, o aplinkos salygos dar labiau
apsunkina §j uzdavinj, nes mikroorganizmy dauginimuisi reikalinga optimali
temperatira (pvz., 25-30 °C), tad sausra ar per didelé¢ drégmé sukelia augaly
stresa, kuris keicia augalo Sakny iSskiriamas biologiskai aktyvias medziagas,
kurios savo ruoztu keicia mikroorganizmy gebéjima kolonizuoti augalo Saknis
[274]. Mikroorganizmy miSinio veiksmingumas néra universalus, o tai reiskia,
jog tas pats mikroorganizmy derinys vienoje vietoje gali veikti labai gerai, o
kitoje — visai neveikti arba net pakenkti. Todél toks miSinys turi buti
pritaikytas konkreCioms salygoms. Pavyzdziui, naudojant Azospirillum,
Bacillus subtilis ir Trichoderma mikroorganizmy misin;j Siek tiek rugstaus pH
dirvozemyje, turinCio pakankamai drégmés ir grudinéms augaly kultiiroms
padidéja Sakny masé ir azoto jsisavinimas; taCiau pritaikius ta patj
mikroorganizmy derinj molingame Sarminiame dirvozemyje, kuris pasizymi
mazu organiniy medziagy kiekiu bei kultivuojant jame pupeles, gaunami
prasti rezultatai: Azospirillum netinkamos salygos dauginimuisi, o0
Trichoderma tampa neaktyvi dél Sarminio pH [275, 276]. Todél norint
pasiekti gerg rezultata, reikia zZinoti lauko salygas ir tada pasirinkti tinkamas
mikroorganizmy risis, derinti jas pagal jy tarpusavio sgveikg ir prisitaikyma
prie salygy, testuoti arba naudoti jau iSbandytus inokuliantus konkrecioms
kultiroms. Natiiraliai gamtoje randamy mikroorganizmy pritaikymas ir
detalesni jy panaudojimo tyrimai yra puikus naujas mikrobiologiniy trasy
Saltinis [277]. Dauguma mikrobiologiniy produkty yra sudaryti i§ vienos
rusies mikroorganizmy. Kompleksiniy biologiniy trasy, t. y. keliy
mikroorganizmy genciy ar rii§iy miSinio, kiirimas yra daug laiko bei darbo
reikalaujantis procesas [278]. Tokie preparatai efektyviai gali pakeisti jvairius
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zemés tkyje naudojamus cheminius preparatus ar biiti geresné alternatyva jau
zinomiems komerciniams mikrobiologiniams preparatams [279]. Siame darbe
aptarti rezultatai ne tik prapleCia zinias apie mikroorganizmy jvairove,
funkcijas ir pritaikymo potencialg, bet ir suteikia pagrindg tolimesniems Sios
tematikos tyrimams. Ateityje biitina atlikti eksperimentus ir analizes
natiiraliuose dirvozemiuose, siekiant patvirtinti atrinkty izoliaty ar jy miSiniy
efektyvumag realiomis lauko salygomis. Bandymai laukuose su
mikroorganizmais yra bitini, nes tik realiomis saglygomis galima jvertinti jy
tikrajj efektyvuma, veikimo stabilumg ir praktinj pritatkomumg. Nors
laboratoriniai ir Siltnamio eksperimentai yra svarbiis pradiniai zingsniai, jie
neatspindi visos ekologinés ir agronominés realybés [280]. SynComs
struktiiros strategija turi buti augaly fenotipo atrankos ir pazangesniy bei
tikslesniy metody, tokiy kaip metatranskriptominé, metagenominé ir
metabolominé sekos, derinys, kad bty galima geriau modeliuoti tikslingo
SynComs dizaino nuspé&jamuosius bruozus [281].
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ISVADOS

1. Mikrobiotos santykinio gausumo tyrimy rezultatai parodé, jog Siame
darbe izoliuotos rizosferiniy mikroorganizmy gentys priklausé
Actinomycetota (Rhodococcus spp., Streptomyces spp.), Pseudomonadota
(Pseudomonas spp., Pararhizobium spp.) ir Bacillota (Paenibacillus spp.,
Bacillus spp., Priestia spp.) tipams.

2. Nustatyta, kad i§ Z. mays Sakny rizosferos izoliuoty Bacillus (arba
Priestia), Pseudomonas ir Rhodococcus genCiy geriausius fosfatiniy
junginiy tirpinimo potencialus parodé vienguba inokuliacija Priestia genties
mikroorganizmu; i§ P. vulgaris Sakny rizosferos izoliuoty Pararhizobium,
Paenibacillus ir Bacillus (arba Priestia) genciy geriausius fosfatiniy junginiy
tirpinimo potencialus parodé dviguba Paenibacillus ir Priestia genciy
mikroorganizmy inokuliacija; i§ 7. aestivum Sakny rizosferos izoliuoty
Bacillus (arba Priestia), Pseudomonas ir Streptomyces genciy geriausius
fosfatiniy junginiy tirpinimo potencialus parodé¢ triguba Bacillus,
Pseudomonas ir Streptomyces gen¢iy mikroorganizmy inokuliacija.

3. Didziausias organiniy (pieno, acto, gliukono, obuoliy, oksalo ir
citriny) riig§ciy koncentracijos aptiktos Priestia sp. IIDEG4, Paenibacillus
sp. HNIDEG36 + Priestia sp. IIIDEG93 ir Bacillus sp. 1JAK27 +
Pseudomonas sp. IJAK44 + Streptomyces sp. IJAK91 suspensijose.

4. Optimizuoti Priestia sp. IIIDEG4, Paenibacillus sp. IIIDEG36 +
Priestia sp. IIDEGY3 ir Bacillus sp. lJAK27 + Pseudomonas sp. IJJAK44 +
Streptomyces sp. IJAK91 mitybinés terpés ir augimo parametrai: kaip anglies
Saltinis geriausiai veiké melasa, kaip organinis $altinis — mieliy ekstraktas
arba sojos pupeliy peptonas, kaip azoto Saltinis — amonio fosfatas.
Fermentacijy metu optimali pH verté svyravo nuo 6,5 iki 7,5, o proceso
temperatiira 30 £ 0,5 °C.

5. Nustatyta, kad Priestia sp. IIDEG4, Paenibacillus sp. IIDEG36 +
Priestia sp. IIDEGY3 ir Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44 +
Streptomyces sp. IJAK91 fermentacijy metu iSskirti augaly hormonai: indol-
3-acto rugstis, zeatinas, GA3 ir abscizo rugstis.

6. Nustatyta, kad Z. mays geriausia vegetacija aptikta taikant viengubag
Priestia sp. IIIDEG4 inokuliacija; P. vulgaris augaly vegetacijoje neaptikta
jokiy reikSmingy skirtumy tarp visy trijy bandymo varianty; o 7. aestivum
geriausi augaly vegetacijos rezultatai gauti taikant triguba Bacillus sp.
IJAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44 + Streptomyces sp. 1JAK91
inokuliacija.
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SUMMARY OF DOCTORAL DISSERTATION
INTRODUCTION

The most important challenge for an agrarian society is to increase the yield
of agricultural crops and to meet the increased food needs of the population in
the future [1]. Meeting this challenge requires a strong focus on soil
biodiversity and the agroecosystem in order to better understand the complex
processes and their interactions in the management of agricultural machinery
[2]. Sustainable agriculture is vital to modern human life. It enables us to meet
our agricultural needs, conserve, protect and improve the environment and
natural resources, and contribute to economic and social development [3.4].

Soil fertility and agricultural production are strongly influenced by the use
of plant protection and growth-promoting measures [5]. According to the
United Nations Food and Agriculture Organisation (FAO), which is one of the
largest specialised organisations in the United Nations system with 194
countries worldwide, without the use of plant protection products, the loss of
agricultural production from various plant diseases, pests and weeds is 50%
or more annually worldwide [6]. In contrast, the use of biological plant
protection and growth promoters has been proven by a large body of research,
which aims not only to increase the yield of agricultural crops, but also to
minimise the negative impact on the environment [7].

In recent years, soil fertility has been declining worldwide. Soil
degradation is primarily caused by direct human intervention: tillage, the use
of chemical fertilisers and pesticides, and other social and economic activities
[8]. The main factors reducing soil fertility are global climate change,
temperature increases, changing soil moisture and water stress, and the rapid
decline of organic and mineral matter available for plant development. The
most important link to a healthy, fertile and productive soil is the
microorganisms that are essential for maintaining nutrient cycling and fertility
[9].

Recently, with the rapid development of biotechnology, microbiological
approaches are increasingly being used to help restore degraded soils. One of
the most important discoveries is the introduction of microorganisms into the
soil or into the plant parts [10]. Microbial products contain naturally occurring
substances and beneficial microorganisms that can be used to activate seeds,
plants or soil. Viable microorganisms introduced into the soil with
microbiological products multiply and thus occupy a key ecological niche,
preventing the dominance of harmful disease-causing microorganisms [11].
The use of bioproducts in plants improves the nutritional efficiency of plants,
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induces changes in vital and structural processes to affect plant growth,
improves tolerance to abiotic and biotic stresses, and increases the yield and
quality of products [12]. In order to counteract all these stresses and to
improve soil productivity and plant yields, new biotechnologies and the
development of a variety of innovative bio-based products have received
worldwide attention.

The aim of the work:
Develop a prototype(s) of a microbial product for agricultural crops to
stimulate plant vegetative processes.

The following tasks have been formulated to achieve this aim:

1. To determine the relative abundance of the microbiota in rhizosphere
soils of different agricultural crops;

2. isolation and identification of target microorganisms with plant growth-
promoting properties;

3. To optimise the composition of the nutrient media and the controlled
growth parameters of the selected microorganisms or mixtures of
microorganisms by fermentation processes in 5.4 L laboratory volume
bioreactors (EDF 5.4 1);

4. To evaluate the ability of microorganisms to release bioactive
compounds and the effect of inoculation of these microorganisms on plant
vegetative processes.

SCIENTIFIC NOVELTY

Organic farming is now a major focus worldwide. It is seen as a viable
alternative to conventional agriculture. This type of farming uses special
farming techniques in which chemical and mineral fertilisers are replaced in
the cultivation technology by the introduction of microbiological preparations,
which include non-pathogenic microorganisms, various enzymes or other
biologically active substances necessary for plant vegetation. The benefits of
microbial fertilisers for plants and soil are based on the introduction of
additional microorganisms into the soil to increase the microbial diversity of
the soil and to stimulate the natural processes occurring therein [13]. The
population of microorganisms in the soil is important for key processes that
contribute to the stability and productivity of agroecosystems. A wide range
of research is being carried out in the field of science to find the optimal way
to achieve the right composition and functionality of the soil microbiota for
plant vegetative processes [14]. Worldwide, commercial microbiological
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preparations have been available on the agricultural market for about 120
years, but have only received special attention in recent decades [15].

The project will develop an innovative prototype bio-product to improve
plant vegetative processes. It will combine microorganisms isolated and
selected from the root rhizosphere of different agricultural plants, which
release biologically active compounds that promote plant vegetative
processes. The research project hopes to find the most compatible composition
of the selected microorganisms that will be able to provide plants with an
efficient nutrient supply and resistance to abiotic and biotic stresses.

The overall development of microbial biopreparations and the research
carried out in the research project will help to better understand the benefits
of microorganisms in the agricultural sector. The isolation and application of
specific microorganisms to specific crops is a time-consuming and analytical
exercise and a novelty today. The hope is to find the most promising strategy
for inoculating soil and crops with microorganisms, which will improve plant
vegetation and thus reduce the use of chemical and mineral fertilisers that have
a negative impact on the environment, while at the same time being a simple,
cost-effective and environmentally friendly process.

Statements to be defended:

1. Actinomycetota, Pseudomonadota and Bacillota bacterial phyla are
the most dominant in rhizosphere soils in Z. mays, P. vulgaris ir T. aestivum
agricultural crops.

2. A mixture of two or three isolated microorganisms belonging to
different bacterial types can act synergistically and lead to better dissolution
properties of insoluble phosphate compounds and higher concentrations of
organic acids.

3.  Priestia sp. IIIDEG4, Paenibacillus sp. IIDEG36 + Priestia sp.
IIDEGY93 and Bacillus sp. 1JAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44 +
Streptomyces sp. IJAK91 are capable of produce plant hormone synthesis.

MATERIALS AND METHODS

The chapter “Materials and Methods” of the final thesis presents
biologically derived materials, reagents, solutions, and substrates, as well as
research methods used in this work. Methods of classical microbiology and
molecular microbiology, bioinformatic analysis, molecular biology, industrial
biotechnology, and plant physiology were applied to conduct research and
experiments. Many protocols of scientific research methods have been
modified and adapted specifically to achieve the results of this research work.
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Materials
Reagents, solutions, and substrates

All reagents and solutions used in the thesis are of recognized analytical
quality and are offered by manufacturers such as Merck (Germany), Sigma-
Aldrich (USA), AppliChem (Germany), Thermo Fisher Scientific (USA),
VWR Chemicals (USA), Biosigma S.r.l. (Italy), CarlRoth (Germany),
Chempur (Poland), unless otherwise stated in the workflow. The substrates
used in the research work are substances of natural origin commonly found in
nature unless otherwise stated.

Biologically derived substances

All bacterial strains used in this work were isolated from the rhizosphere
of different plant roots growing in Lithuanian agricultural fields. The list of
bacterial strains isolated and selected for the study is presented in Table 1.

Table 1. List of bacterial strains used in the research work.

Strain Description Source
2020 years
1JAK92 Bacillus genus
1JAK41 Pseudomonas genus
IJAK17 Rhodococcus genus
IIBEI11 Bacillus genus
IIBEI19 Pseudomonas genus Common com (lat. Z mays)
IIBEI38 Rhodococcus genus
IIIDEG4 Priestia genus
IIIDEG59 Pseudomonas genus
IIIDEG40 Rhodococcus genus
2021 years
JAK2 Pararhizobium genus
IJAK19 Paenibacillus genus
1JAK94 Bacillus genus
1IBEISO Pararhizobium genus
1IBEI61 Paenibacillus genus Common bean (lat. P. vulgaris)
1IBEI14 Bacillus genus
IIIDEG9 Pararhizobium genus
IIIDEG36 Paenibacillus genus
IIIDEG93 Priestia genus
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2022 years

JAK27 Bacillus genus
1JAK44 Pseudomonas genus
1IJAK91 Streptomyces genus
IIBEI32 Bacillus genus
LBEI40 Pscudomonas genus Common wheat (lat. 7. aestivum)
1IBEI22 Streptomyces genus
IIIDEG45 Bacillus genus
IIIDEG41 Pseudomonas genus
IIIDEG72 Streptomyces genus

The table shows the three consecutive years of crop rotation on the same
three agricultural fields and the crops cultivated on them. Three different
bacterial genera were selected from each agricultural field in each year of the
rotation, depending on the crop cultivated and the results of the subsequent
tests.

Methods
Soil sample collection

Soil samples were collected between 2020 and 2022 from three different
agricultural fields located in the village of Pusalotas, Pasvalys District,
Panevézys County, Lithuania, where the same crop rotation technology was
applied. Each agricultural field was coded with three different names:
Jakuboniai (JAK), coordinates 55°54'00.3 “N 24°06'44.3 “E, classified as
neutral (pH 7.08); Beicarke (BEI), coordinates 55°55'53. 6 “N 24°16'46.2 E,
classified as slightly acidic (pH 6,11); and Deglenai (DEG), coordinates
55°56'17.8 “N24°08'26.9 ’E, classified as slightly alkaline (pH 8,00). The first
soil samples from all three agricultural fields were collected in September
2020, 14 days before the harvest of Z. mays (variety CRANBERRI CS; Lidea,
France); the next soil samples were collected in August 2021, 14 days before
the harvest of P. vulgaris (variety FANFARE C2; NPZ, Germany); the last soil
samples were collected in August 2022, 14 days before the harvest of T.
aestivum (variety ARTIST C2; Deutsche Saatveredelung, Germany).

At the study sites, bulk soil samples were collected from a depth of 0-20
cm. Each soil sample was collected from seven different points in each
agricultural field and mixed to obtain three composite homogeneous soil
samples. In each study year, three composite soil samples (1 composite soil
sample x 3 fields) were placed in separate 150 mL sterile polypropylene bags,
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coded as JAK, BEI, and DEG, and immediately transported to the laboratory
for soil agrochemical characterization [195].

Z. mays CRANBERRI CS, P. vulgaris FANFARE C2, and T. aestivum
ARTIST C2 plant cultures were used to isolate plant growth-promoting
rhizobacteria from the rhizosphere soil of these plant roots. Seven plants were
uprooted from each plot, along with the soil surrounding the plant roots, and
immediately transported to the laboratory for further analysis in sterile,
resealable sampling bags. Large soil aggregates and non-rhizosphere soil were
removed by vigorous shaking of the plants. Soil adhering to the roots of each
of the seven plants was collected separately to obtain a complex rhizosphere
soil sample. Three complex rhizosphere soil samples (1 complex rhizosphere
soil sample x 3 fields) were collected and coded with the same names as the
bulk soil samples. All soil samples were stored in the dark at 4 °C for further
analysis [196].

Agrochemical analysis of soil samples

The collected bulk soil samples were air-dried in a thermostatic incubator
SNOL 220/300 LSNI11 (SnolTherm, Lithuania) at a temperature of
approximately 20-25 °C for about 24 hours. The dried soil samples were
sieved through a 2 mm sieve to separate and remove larger aggregates, and
the sieved soil samples were thoroughly homogenized [197].

The hydrogen potential (pHcaciz) of the soil samples was determined by
electrochemical (potentiometric) analysis method (ISO 10390:2021) using a
0.01M CaCl; salt solution [198]. The calcium chloride solution was prepared
by dissolving 1.47 g CaCl, x HO salt in 1 L deionized H,O. Homogenized
soil samples were added with 75 mL of 0.01M CaCl, x H»O solution. The
calcium chloride and soil mixtures were shaken for 60 min using an incubation
shaker Biosan ES-20/60 (Biosan, Latvia). The mixed soil samples and salt
solution were left to settle for two hours. Soil pH was measured using a pH
electrode with a glass body edge® HI2002-0 (Hanna instruments, Italy) in
triplicate.

P05 and K>O were determined using the Mehlich 3 (M3) extraction
method [199]. Mehlich 3 solution consists of three main components: 0.2M
CH3;COOH, 0.25M NH4NO;3, and 0.015M NH4F (solution pH about 2.5). For
the determination of P,Os, soil samples were first extracted using Mehlich 3
solution, while phosphorus was determined photometrically with a
molybdate-ammonium reagent, forming a phosphoric molybdate complex, the
concentration of which was determined by a colour reaction, while K>O was
determined using flame photometry.
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Organic carbon (Cog) was determined by burning soil samples at a
temperature of at least 900 °C (ISO 10694:1995) [200]. The method is based
on the oxidation reaction of K,Cr,O7 catalysed by H,SO4 acid. The main
objective of the process is to oxidize organic carbon-related material in the
soil so that its amount can be determined based on the amount of potassium
dichromate consumed during the oxidation.

Nitrogen (N) was determined by the Kjeldahl method using concentrated
H>SO4 acid and a decomposition catalyst (copper sulfate) and converting
organic N to inorganic ammonium (NH4) [201]. Ammonium (NH4") is
distilled using sodium hydroxide (NaOH), and the resulting ammonia (NH3)
is dissolved in distilled water. The resulting ammonia solution is titrated using
HCIl and an indicator, which helps determine how much HCI acid was
consumed during the colour reaction to neutralize NHs.

Isolation of plant growth-promoting rhizobacteria

One gram of soil from each complex rhizosphere sample was mixed with
9 mL of sterile distilled water, which was diluted 1:10 and incubated in a
shaker BJPX-2102 (Biobase, China) at 30 + 0.5 °C, 130 rpm for 30 min. After
the incubation period, 100 pL of the stock solution was transferred to a 1.5
mL tube containing 900 pL of sterile distilled water using the serial dilution
method to obtain a 107! dilution. The serial dilution method was repeated up
to a 107 dilution. Next, 100 uL of the suspension from each dilution was
spread onto Luria-Bertani (LB) agar plates containing the following
ingredients per L' tryptone, 10 g; yeast extract, 5 g; NaCl, 10 g; and agar, 15
g. The pH of the medium was adjusted to 7.0 + 0.2 before autoclaving at 121
°C for 15 minutes and after the sterilization process, the medium was poured
into sterile Petri dishes (approximately 20 mL per dish). The serial dilution
suspensions were spread on the appropriate agar surface and incubated at 30
°C for 48—72 hours. Morphologically distinct colonies, which were considered
to be plant growth-promoting rhizobacteria, were replated and subcultured
several times onto LB agar medium to purify single colonies and incubated at
30 °C for 48-72 hours [98, 103]. All isolates used in the research work were
frozen at -80 °C using a 50% glycerol (v/v) solution for further analysis and
deposited in the collection “CRANBERRI CS, FANFARE C2 and ARTIST
C2 plant growth-promoting bacteria isolated from the rhizosphere” of JSC
"Bioenergy LT" in Panevezys, Lithuania.

Molecular identification and phylogenetic analysis
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Partial sequences of the 16S rRNA genes of bacterial strains were
amplified using universal primers specific for bacteria: 27F (5'-
GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) and 1492R (S’ACCTTGTTACGACTT-
3"). For the amplification of DNA fragments, a mixture of the following
components was prepared: 10x Tagq buffer solution, primers at 0.5 uM, 2 mM
dNTP mixture at 0.2 mM of each ANTP, 1 mM MgCl,, 10 ng of template
DNA, Taq polymerase 2.5 U/100 pL reaction mixture and water to 100 pL.
The prepared mixtures were placed in a thermocycler (Bio-Rad Laboratories,
USA). The following amplification conditions were used: initial denaturation
for 5 min. at 94 °C, 35 denaturation cycles of 30 sec. at 94 °C, heating for 30
sec. at 58 °C, extension for 30 sec at 72 °C and final extension for 7 min at 72
°C. After the reaction, the samples were stored at 4 °C until analysis. The
obtained DNA fragments were analyzed in a DNA electrophoresis agarose
gel.

A horizontal 1% agarose gel (SIGMA®) was used to visualize DNA
fragments by electrophoresis (Maxi Horizontal Electrophoresis System,
Thistle Scientific, Scotland). The agarose gel was poured with 1x TAE buffer
(40 mM Tris-acetate, 0.1 mM EDTA, pH 8.3) and boiled for several minutes
until it became homogeneous and clear, and then cooled to 40-50 °C and
ethidium bromide was added to a final concentration of 0.5 pg mL™!. The
agarose solution was allowed to cool and poured into a special gel-forming
system with built-in combs that form tracks. After the agarose gel has
solidified, a mixture of DNA length standards (GeneRuler DNA Ladder Mix,
100-10000 bp, Thermo Fisher Scientific, USA) is added to the wells and the
samples are analyzed. Electrophoresis is performed at a voltage of 100 V for
about 30—40 min. After electrophoresis, the gel is illuminated with UV light
using the DNA Bio-Imaging System electrophoresis results capture system
(MiniBIS Pro, Germany) [103]. The nucleotide sequence determined during
the analysis is compared with the sequences in the NCBI GenBank database.
The search for mutual similarities and identification of conservative sequence
domains were performed using the NCBI BLAST and EBI FASTA programs.

Phylogenetic trees were constructed based on 16S rRNA gene sequences
using the Neighbor-Joining method using MEGA 11 (Molecular Evolutionary
Genetics Version 11 Analysis) software (University of Pennsylvania,
Philadelphia, USA). The Maximum Composite Likelihood method was used
to calculate distances indicating the course of haplotype variation (evolution).
The statistical reliability of the phylogenetic tree was assessed using the
bootstrap analysis method of cluster analysis, using 1000 permutation
matrices in the MEGA 11 program.
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ZymoBIOMICS® Targeted Sequencing

Rhizosphere soil samples were processed and analysed using the
ZymoBIOMICS® Targeted Sequencing Service according to the
manufacturer's instructions (Zymo Research, Irvine, CA, USA). Sequencing
targeting bacterial 16S ribosomal RNA genes was performed using the Quick-
16S™ NGS Library Prep Kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA). Bacterial
16S primers amplified the V3-V4 region of the 16S rRNA gene. These
primers were custom-designed by Zymo Research to provide the best
coverage of the 16S gene while maintaining high sensitivity. The sequencing
library was prepared using an innovative library preparation process in which
PCR reactions were performed on real-time PCR machines to control cycles
and thereby limit PCR chimera formation. The final PCR products were
quantified using qPCR fluorescence readings and pooled at equal molarity.
The final pooled library was cleaned using a Select-a-Size DNA Clean &
Concentrator™ (Zymo Research, Irvine, CA, USA) and then quantified using
a TapeStation® (Agilent Technologies, USA) and Qubit® (Thermo Fisher
Scientific, USA).

ZymoBIOMICS® Microbial Community Standard (Zymo Research, USA)
was used as a positive control for each DNA extraction performed.
ZymoBIOMICS® Microbial Community DNA Standard was used as a
positive control for each targeted library preparation. A negative control (i.e.,
blank extraction control; blank library preparation control) was included to
assess the level of bioburden in the wet lab process. The final library was
sequenced on an Illumina® MiSeq™ using the v3 reagent kit (600 cycles).
Sequencing was performed using a 10% PhiX spike-in.

Unique sequence variants of the amplicon were identified from the raw
reads using the DADA?2 pipeline algorithm. Potential sequencing errors and
chimeric sequences were also removed using the DADA?2 pipeline. Taxonomy
assignment was performed using Uclust (Universal Clustering) from Qiime
v.1.9.1 (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) software with the
Zymo research database, a 16S database that is created and curated as a
reference. Composition visualization was performed using Qiime v.1.9.1
(University of Colorado at Boulder, USA) software.

Quantitative assessment of phosphate solubilization activity

A quantitative assessment of inorganic phosphate solubilization was
performed in a modified formulation of liquid NBRIP (National Botanical
Research Institute's phosphate growth medium) [202]. Tricalcium phosphate
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(Ca3(POs4)2) in the nutrient medium was replaced by natural fossil phosphate
rock from Morocco as the sole insoluble phosphate source. Microorganism
suspensions were prepared by plating isolates in liquid phase LB medium and
incubated at 30 °C, 130 rpm for 16-20 hours before inoculation into this
medium. One milliliter of the prepared isolate suspension (or a mixture of two
or three isolates of microorganisms in equal proportions; about 1.0 x 107 CFU
mL") was inoculated into 100 mL of modified NBRIP medium and incubated
at 30 °C, 130 rpm for 30 days. As a control, a liquid-modified NBRIP medium
without any microorganisms inoculation was prepared. After a 30-day
incubation period, the microorganism suspensions were centrifuged in a
refrigerated centrifuge at 10,000 x g for 30 minutes to remove insoluble
sediment and cell biomass present in the suspensions. Soluble phosphorus (P,
mg L) in the samples was determined spectrometrically by measuring the
optical density at a wavelength of 850 nm (ODssonm) and using ammonium
molybdate (NH4)-M0O4, which reacts with phosphates and creates a coloured
complex. The intensity of the color formed, measured spectrometrically, is
directly proportional to the phosphorus concentration in the sample. The
phosphorus concentration in the test sample is calculated using calibration
curves. The analysis of each sample was performed in triplicate.

Optimization of biological fermentation processes

Optimization of biological fermentation processes was carried out using
laboratory bioreactors EDF 5.4 1 (Bioreactors.net AS, Riga, Latvia), with a
total volume of up to 5.4 L. The composition of the nutrient medium and
growth parameters of the fermentation processes were selected based on the
results of experiments on the optimization of the nutrient composition of the
nutrient medium and controlled growth parameters.

The laboratory bioreactor vessel was sterilized at 125 °C for 60 minutes
and after the autoclaving process was connected to the main bioreactor control
unit under aseptic conditions. All controlled fermentation process parameters
were set on the bioreactor control screen: stirrer revolutions per minute (rpm),
partial oxygen pressure (pQ.), airflow (L/min), temperature (°C), and pH
value. Three specially prepared sterile systems with silicone tubing for the
bioreactor were used, and these systems contained an alkaline solution (2M
NaOH), an acidic solution (2M H»SO4), and a silicone-based antifoam
Lucrafoam 1573 (LEVACO Chemicals GmbH, Cologne, Germany). The pH
value was controlled by two peristaltic pumps, which automatically dosed 2M
H,SO4 or 2M NaOH solutions directly into the nutrient medium in the
bioreactor via silicone tubing. The foam level was recorded by a conductivity
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sensor installed in the top cover of the bioreactor vessel. When the maximum
foaming level was reached, the assigned peristaltic pump automatically dosed
the antifoam until the foam level decreased to an appropriate level. The partial
oxygen pressure (pO») level was maintained according to a cascade algorithm
that operated on two control principles in succession, i.e. firstly, the mixing
speed was regulated (from 100 to 800 rpm) and finally the amount of air
introduced, the saturation of the nutrient medium with oxygen. During the
entire fermentation process, the gas flow was maintained at 2 Standard Liters
Per Minute (SLPM). The gas analysis data were calculated automatically by
the EDF-5.4 1 system from the consumed gas data.

One of the sterile systems was connected to a peristaltic pump and with its
help, sterile nutrient medium and microorganism cell suspension (or a mixture
of microorganism cell suspensions in equal parts) were dosed into the
bioreactor vessel under aseptic conditions in a laminar flow hood. After the
fermentation process was started, water was supplied to the bioreactor jacket
in order to maintain the required temperature of the fermentation process.

During the fermentation processes, cell suspension samples were collected
every 3 hours of fermentation in order to determine the amount of cell biomass
and the change in glucose concentration. Biomass samples were collected
aseptically to measure cell concentration or metabolites. Biomass
concentration was determined by measuring optical density at 600 nm
(ODgoonm) using a VR-2000 spectrophotometer (J.P. SELECTA, Barcelona,
Spain). Glucose concentration in fermentation samples during fermentation
was determined using a 2900 Biochemistry Analyzer (YSI Inc., Weilheim,
Germany). A culture medium without cell cultures was used as a control
sample in the analyses.

The end of the biological fermentation processes was determined using
microscopic analysis with a 3000A-B LED microscope (Comecta, Spain) and
by monitoring the changes in the trends of the fermentation process
parameters. Fermentation samples were collected in 500 mL sterile jars and
stored at 4 °C for further analysis.

Phytohormone analysis wusing liquid chromatography-mass
spectrometry (LC-TOF/MS)

The sample preparation method was adapted from Castillo et al. [203]. The
samples were centrifuged at 13,000 x g for 10 min, and then an aliquot (3 mL)
of the supernatant was adjusted to pH 2—3 with 3M HCI. The resulting mixture
was extracted with 3 mL of ethyl acetate, shaken for 5 min, and centrifuged at
4200 x g for 5 min. The extraction was repeated three times. The combined
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ethyl acetate fraction was evaporated to dryness under a nitrogen stream at 40
°C and dissolved in 1.0 mL of 20% methanol in water containing 0.1% formic
acid. The resulting solution was filtered through a 0.45 pm hydrophilic filter
and analysed using LC-TOF/MS. The identification and quantification of
indole-3-acetic acid, zeatin, gibberellic acid, and abscisic acid were performed
using an Agilent 6230 TOF LC/MS system (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany) equipped with electrospray ionization (ESI). A
Kinetex C18 column (3.0 x 100 mm, 2.6 pm) was used for chromatographic
separation at 40 °C. The mobile phase consisted of 0.1% aqueous formic acid
(A) and 0.1% formic acid in methanol (B). Gradient elution was performed
under the following conditions: 0 min, 10% B; 2 min, 10% B; 3 min, 30% B;
4.5 min, 30% B; 5.5 min, 50% B; 8.5 min, 50% B; 14.5 min, 70% B; 16 min,
98% B; 18 min, 98% B; 19 min, 10% B; and 23 min, 10% B. The flow rate
was 0.2 mL min™!, and the injection volume was 20 uL. The mass spectrometer
settings were as follows: drying gas flow, 12 L min!; drying gas temperature,
320 °C; spray pressure, 40 psi; capillary voltage, 3500 V; and fragmentor
voltage, 130 V. The ESI-MS was operated in positive ionization mode, and
the full scan mass range was 50—-1000 m/z. Calibration was performed using
internal reference masses of 121.0509 m/z and 922.0098 m/z. Each sample was
analysed in triplicate. MassHunter 7.00 software (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany) was used to analyse the data. The levels of indole-3-
acetic acid, zeatin, gibberellic acid, and abscisic acid in the samples were
determined based on the constructed standard curves.

Co-inoculation test under sterile conditions

Plant seeds were obtained from the Agricultural Company “Krekenava”,
located in Pusalotos village, Pasvalys district, Panevezys county, Lithuania.
The surface of the seeds was disinfected in a 2% NaClO solution for 5 minutes,
and then in a 70% ethanol solution for another 5 minutes. Rinsing with sterile
H>O was repeated five times, and the final rinse water was used to assess the
quality of disinfection by applying it to agarized nutrient media and after an
incubation period of 48 hours at 30 °C, the number of colony-forming units
was assessed. Pre-selected, disinfected, healthy, and similar-sized seeds were
planted in plastic pots (volume = 2.5 L) containing two kilograms of a mixture
of unsterilized soil, vermiculite, peat substrate, and perlite (ratio: 5.1.1.1 w/v).
One milliliter of cell suspension was added to each test pot 7 days after
seeding. For the general inoculation procedure, a mixture of cell suspensions
consisting of two or three microorganisms in a ratio of 1:1 or 1:1:1 was
prepared. The control was 1 mL of liquid nutrient medium in which the
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microorganisms were incubated. After 14 days, the bacterial suspensions were
re-infected under the same conditions as before. Each test variant consisted of
five replicates.

The plants were grown at 28 °C temperature, about 70% humidity with a
16:8 day and night photoperiod in a laboratory plant growth chamber (NADE
RGQ-360N) for about 55 days. The pots with plants were regularly watered
with tap water to simulate field conditions. After 55 days of vegetation, plant
parameters were measured, including root and shoot length and leaf number;
root and shoot fresh weight; and dry weight of roots and shoots (dried at 70
°C for 48 hours).

Statistical analysis

All experiments were performed in at least three replicates. Before
statistical comparisons, data were assessed for normality using the Shapiro—
Wilk test and for equality of variance using the Levene test. Both assumptions
were met. One-way ANOVA was used to calculate data variance, and means
were calculated based on the Tukey test (p < 0.05) using GraphPad Prism
10.4.1 software (GraphPad Software Inc., California, USA).

RESULTS
Analysis of experimental areas

Three agricultural fields were selected in Panevezys, Pusalotas district,
Krekenava, where the same crop rotation and tillage technology was applied.
Specific names were given to each cultivated land area and abbreviations of
these names were created: Jakuboniai (JAK), Beicarke (BEI), and Deglenai
(DEG). A general survey of these agricultural fields was carried out, which
indicated the geographical coordinates of the fields and the height above sea
level. The climate of the experimental areas according to the Képpen-Geiger
climate classification system was assigned to the Dfb type, which is
characterized by a warm-summer mid-latitude climate. General survey data
are presented in Table 2.

Table 2. Geographic coordinates, altitude, and climatic characteristics of agricultural fields.

Agricultural area Coordinates! Altitude (m)? Climate type®
JAK 55°54'00.3" N 24°06'44.3" E 54
BEI 55°55'53.6" N 24°16'46.2" E 41 Dfb
DEG 55°56'17.8" N 24°0826.9" E 48

'Latitude, longitude; above sea level; *according to the Képpen-Geiger classification.
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For the agrochemical characterization of soil samples, composite soil
samples from the 0-20 cm depth of the soil layer were taken (min. 7 soil
samples from different locations in one field) and mixed together to obtain
one complex soil sample for each agricultural field. Information on the results
of agrochemical analysis of each agricultural field is presented in Table 3.

Table 3. Agrochemical properties of composite soil samples (0—20 cm).

Depth H i
ep p Organic P20s K:O N-NO; N-NHq4 Nmin

Area (cm) value carbon

% mg Kg™!
JAK 7.08 1.19 115 129 1.43 2.35 3.77
BEI 0-20 6.11 0.95 199 141 8.32 0.74 9.06
DEG 8.00 2.12 159 265 15.20 0.50 15.70

In the composite soil samples, it was determined that the pH of the soil of
the first agricultural field (JAK) was close to neutral, i.e. 7.08. Meanwhile, the
soil of the second agricultural field (BEI) was close to weakly acidic soils,
with a pH of 6.11, and the pH of the soil of the third agricultural field (DEG)
was classified as weakly alkaline soils and its pH value reached 8.00 [198].

When comparing the amounts of organic carbon (Corg) in agricultural soils,
it was determined that the lowest concentration of organic carbon was found
in the BEI soil — 0.95%, which indicates soil, that is classified as low organic
carbon soils (less than 1%). The Cor, values determined in JAK and DEG soils
were 1.19 and 2.12%, respectively, which indicated that the soils are classified
as medium-concentration soils, in which the Cor value ranges from 1.0% to
3.0% [205].

The next agrochemical indicator analysed was the content of P>Os in the
soils: 115 mg Kg!' was determined in JAK soil; 199 mg Kg™! in the BEI soil
sample and 159 mg Kg™! in DEG soil. According to the literature analysis, the
best phosphorus uptake (100%) is when the soil pH is neutral (7.0), while
when the soil pH varies from 6.0 to 6.5, phosphorus uptake varies from 52%
to 95%, and at a soil pH value of 7.5 and below, phosphorus uptake drops
from 70% to 20%. When determining the concentration of P,Os in the selected
soils, it was determined that the agricultural field JAK, according to the
assessment groups in agricultural land, belongs to group III, which includes
soils with an average phosphorus concentration in mineral soils (from 101 to
150 mg Kg™'), while the other two soils, BEI and JAK, belonged to group IV,
whose average phosphorus concentration in mineral soils ranges from 151 to
200 mg Kg'. Soils with a high phosphorus content are found in Panevézys
municipality — 53.7% [206].
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When analysing the concentrations of K,O in agricultural field soils, it was
found that the JAK soil sample has the lowest concentration — 129 mg Kg!,
while the concentrations determined in the BEI and DEG soil samples reached
141 and 265 mg Kg!, respectively. Based on the assessment of the
concentration of free potassium in mineral soils, the JAK and BEI soils belong
to group III, in which the concentration of K,O varies from 101 to 150 mg Kg
!, while the DEG soil belongs to group V, which includes soils with very high
K-O concentrations (from 201 to 300 mg Kg™'). The determined parameters of
both free P and K,O are characteristic of the Central Lithuanian lowlands
[207].

Nitrate nitrogen (N-NOs, mg Kg) in soil is one of the most important
forms of nitrogen for plants. Its concentration in the studied agricultural fields
differed significantly from each other: JAK — 1.43 mg Kg!, BEI — 8.32 mg
Kg!, and DEG - 15.20 mg Kg™!. Soils with less than 10 mg Kg'! N-NOs belong
to low-concentration soils, where nitrogen is limited or nitrates are quickly
leached from the soil, and in this case, JAK and BEI soils were assigned to
this group, but DEG soil had the highest N-NOs concentration and was
assigned to medium-concentration soils, where N-NO3 concentration ranges
from 10 to 30 mg Kg'. Ammonium nitrate (N-NH,) is another form of
nitrogen that can be absorbed by plants, but compared to N-NOs it is less
mobile. Low N-NH4 content was found in all tested soils and all three soils
were assigned to the low N-NH, concentration group (less than 5 mg Kg™):
The concentrations determined in JAK, BEI, and DEG soils were 2.35, 0.74,
and 0.50 mg Kg', respectively. Mineral nitrogen (Nmin) in the soil includes all
forms of nitrogen that are available to plants, i.e., nitrate nitrogen (N-NO3)
and nitrate ammonium (N-NHa). The first two analysed soils, JAK and BEI,
were classified as low Nuin concentration group (less than 10 mg Kg™'): 3.77
and 9.06 mg Kg'!, respectively, while the third tested soil, DEG, was classified
as medium Npin concentration group (from 10 to 30 mg Kg') and reached
15.70 mg Kg™!' [208].

Microorganisms isolation, molecular identification, and phylogenetic
analysis

In 2020, Z. mays culture was grown in all three agricultural fields. In the
complex rhizosphere soil sample from the JAK cultivated land area, 92
microorganisms with different morphology were isolated. In parallel, 120 and
113 morphologically different microorganisms were isolated from the
complex rhizosphere soil samples of Z. mays grown in the BEI and DEG
agricultural fields, respectively. In all of 2020, 325 microorganisms were
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isolated from all three agricultural areas and the rhizosphere soils of common
corn grown in them. In the following year 2021, P. vulgaris was cultivated in
the agricultural fields of JAK, BEI, and DEG. 101 morphologically distinct
microorganisms were isolated from the complex rhizosphere soil sample of
these cultivated plant cultures, which was collected from the JAK field, and
112 and 108 morphologically distinct microorganisms were isolated from the
complex rhizosphere soil samples of BEI and DEG, respectively. In total, in
2021, 321 morphologically distinct microorganisms were isolated from the
rhizosphere of P. vulgaris culture grown in all agricultural areas. In the last
study year 2022, 104, 105, and 100 morphologically distinct microorganisms
were isolated from the rhizosphere soil samples of JAK, BEI, and DEG
agricultural lands and the T. aestivum cultivated in them, respectively, and the
total number of morphologically distinct microorganisms reached 309 (Table
4).

Table 4. Total number of isolated microorganisms during the study (2020-2022).

Time of soil 2020 year 2021 year 2022 year
sample collection (Z. mays) (P. vulgaris) (T. aestivum)
Location JAK BEI DEG JAK BEI DEG JAK BEI DEG
Total number of 92 120 113 101 112 108 104 105 100
isolated
microorganisms Total: 325 Total: 321 Total: 309

Nine different isolated microorganisms were selected in each year of the
study, i.e. three isolates from each agricultural land (three agricultural lands x
three isolates microorganisms = nine different isolated microorganisms). The
most important aspect during the selection of microorganisms was to isolate
three different genera of microorganisms from the same agricultural land.

The first study group consisted of isolates of the genera Bacillus (Priestia)
spp., Pseudomonas spp., and Rhodococcus spp. During phylogenetic analysis,
isolates IJAK92, IIBEI11 and IIIDEG4 were compared with other typical
species of the genera Bacillus and Priestia and it was found that the strains are
closest to Bacillus altitudinis 41KF2b, Bacillus licheniformis ATCC 14580
and Priestia aryabhattai BSW22, respectively (Fig. 1A). In order to determine
the phylogenetic position of Pseudomonas spp. Isolates [JAK41, [IBEI19 and
IIIDEG59 strains among other species of the genus Pseudomonas, a
phylogenetic tree was constructed using other typical species of the genus
Pseudomonas and it was found that the isolates are closest to Pseudomonas
thivervalensis DSM 13194, Pseudomonas laurylsulfatiphila AP3 16,
Pseudomonas laurylsulfativorans AP3 22, respectively (Fig. 1B). The results

138



of the phylogenetic analysis showed that isolates [JAK17, IIBEI38 and
IIIDEG40 belong to the genus Rhodococcus and when comparing them with
the typical species of the genus Rhodococcus, isolate IJAK17 showed the
highest similarity to the typical species Rhodococcus gingshengii JCM 15477,
while isolates IIBEI38 and IIIDEG40 had the highest similarity to the typical
species Rhodococcus erythropolis NBRC 15567 (Fig. 1C).
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Fig. 1. Phylogenetic positions of the first research group (2020) of three different genera:
Bacillus (Priestia) spp. isolates Bacillus sp. IJAK92, Bacillus sp. IIBEI11 and Priestia sp.
IIIDEG4 (A); Pseudomonas spp. isolates Pseudomonas sp. IJAK41, Pseudomonas sp. IIBEI19
and Pseudomonas sp. IIIDEG59 (B); and Rhodococcus spp. Isolates Rhodococcus sp. 1JAK17,
Rhodococcus sp. IIBEI38 and Rhodococcus sp. IIIDEG40 (C). Evolutionary relationships were
established using the Neighbor-Joining method. The dash indicates 0.01 nucleotide changes at
one position. Evolutionary analysis was performed using MEGA11 software.

139



In the second study group, the analysis of the phylogenetic tree results
confirmed that isolates IJAK?2, IIBEI80, and ITIDEG9 belonged to the genus
Pararhizobium bacteria and all three isolates were closest to the species
Pararhizobium giardinii H152 (Fig. 2A). It was also confirmed that isolates
IJAK19, IIBEI61 and IIIDEG36 belonged to the genus Paenibacillus, and in
more detail, isolate IJAK19 was closest to Paenibacillus xylanexedens B22a,
isolate I1IBEI61 to Paenibacillus amylolyticus NBRC 15957, and isolate
HIDEG36 to Paenibacillus farraposensis UY79 (Fig. 2B).
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Fig. 2. Phylogenetic position of three different genera of the second study group:
Pararhizobium spp. isolates Pararhizobium sp. 1JAK2, Pararhizobium sp. 1IBEI80 and
Pararhizobium sp. NIIDEGY (A); Paenibacillus spp. isolates Paenibacillus sp. 1JAK19,
Paenibacillus sp. IIBEI61 and Paenibacillus sp. IIIDEG36 (B); and Bacillus (Priestia) spp.
isolates Bacillus sp. IJAK92, Bacillus sp. IIBEI14 and Priestia sp. IIIDEG93 (C). Evolutionary
relationships were established using the Neighbor-Joining method. The dash indicates 0.01
nucleotide changes at one position. Evolutionary analysis was performed using MEGA11

software.
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The remaining isolates of the second study group, IJAK94, IIBEI14 and
IDEG93, after phylogenetic analysis, confirmed that the isolated strains
belonged to the genera Bacillus or Priestia bacteria. Isolate [JAK94 was
closest to Bacillus mycoides DSM 2048, isolate [IBEI14 was closest to
Bacillus pumilus ATCC 7061, and isolate IIIDEG93 was closest to Priestia
megaterium NBRC 15308 (Fig. 2C).

In the third and final group of studies, a phylogenetic tree was constructed
using representative strains of Bacillus and Priestia to determine the
phylogenetic position of Bacillus toyonensis 1JAK27, Priestia aryabhattai
IBEI32, and Bacillus tequilensis 1IIDEG45 among other Bacillus and
Priestia species. Analysis of the results of the constructed phylogenetic tree
confirmed that strains I[JAK27, [IBEI32, and IIIDEG45 belonged to the genus
Bacillus and showed the highest similarity to the typical species Bacillus
toyonensis CNCM 1-1012/NCIB 40112, Priestia aryabhattai BEW22 and
Bacillus tequilensis N1O-Zn4, respectively (Fig. 3A). In order to determine
the evolutionary relationships of Pseudomonas bijieensis 1JAK44,
Pseudomonas helmanticensis 1IBEI40, and Pseudomonas granadensis
IIIDEG41 isolates among other typical species of the genus Pseudomonas, the
phylogenetic tree was constructed and it was found that isolates [JAK44,
IIBEI40 and IIIDEG41 belonged to the genus Pseudomonas and showed the
highest similarity to the typical species Pseudomonas bijicensis 1.22-9,
Pseudomonas helmanticensis OHA11 and Pseudomonas granadensis F-278,
770T, respectively (Fig. 3B). Phylogenetic analysis of the isolated
microorganisms Streptomyces gardneri 1JAKO91, Streptomyces anulatus
IIBEI22 and Streptomyces badius 1IDEG72 revealed that these isolated
microorganisms belong to the genus Streptomyces and when compared with
typical species of the genus Streptomyces, strains IJAK91, 1IBEI22 and
IIIDEG72 showed the highest similarity to the typical species Streptomyces
gardneri NBRC 3385, Streptomyces anulatus NBRC 13369 and Streptomyces
badius NBRC 12745, respectively (Fig. 3C).
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Fig. 3. Phylogenetic position of three different genera of the third study group: Bacillus
(Prestia) spp. isolates Bacillus sp. IJAK27, Priestia sp. IIBEI32 and Bacillus sp. IIDEG45 (A);
Pseudomonas spp. isolates Pseudomonas sp. 1JAK44, Pseudomonas sp. 1IBEI40 and
Pseudomonas sp. IIIDEG41 (B); and Streptomyces spp. isolates Streptomyces sp. IJAK91,
Streptomyces sp. I1IBEI22 and Streptomyces sp. IIDEG72 (C). Evolutionary relationships were
established using the Neighbor-Joining method. The dash indicates 0.01 nucleotide changes at
one position. Evolutionary analysis was performed using MEGA11 software.

Analysis of bacterial microbiota composition in rhizosphere soil
samples

According to the biological classification of living organisms, a total of 20
different taxa were identified in the bacterial at the phyla level in each of the
9 analysed rhizosphere soil samples. Actinomycetota, Pseudomonadota,
Bacillota, Chloroflexota and Acidobacteriota were the five most abundant
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bacterial phyla in terms of relative abundance in all analysed rhizosphere soil
samples. Their relative abundance in rhizosphere soil samples ranged from
32.2-47.9%, 20.7-25.1%, 8.7-12.8%, 7.4-9.1%, and 3.0-8.4%, respectively.

In the first year of the study (2020), Actinomycetota was found to be the
most dominant bacterial phylum in the analysed Z. mays rhizosphere soil
samples IJAK (38.6%), IIBEI (40.8%), and IIIDEG (43.3%).
Pseudomonadota was the next most abundant bacterial phylum in the
rhizosphere soils IJAK (24.7%), IIBEI (24.6%), and IIIDEG (23.3%).
Although Bacillota was in third place in relative abundance, this phylum also
dominated in the soils IJAK (12.8%), IIBEI (8.7%) and IIIDEG (10.3%). The
relative abundance of the phylum Chloroflexota reached IJAK (8.5%), IIBEI
(8.6%), and IIIDEG (9.1%). The last of the five most dominant bacterial phyla
was Acidobacteriota and accounted for IJAK (3.6%), IIBEI (7.0%), and
HIDEG (3.4%) relative abundance in the analysed samples. Unidentified and
unclassified bacteria accounted for 2.8%, 1.5%, and 2.4% of the relative
abundance in the IJAK, IIBEI, and IIIDEG rhizosphere soil samples,
respectively. The composition of the remaining bacterial phyla in the IJAK,
IIBEI, and IIIDEG rhizosphere soil samples was distributed at 9.0%, 8.8%,
and 8.2% of the remaining total relative abundance (100%).

In the second year of the study (2021), the most dominant bacterial phylum
in the P. vulgaris rhizosphere soil samples was also Actinomycetota 1JAK
(47.9%), 1IBEI (39.8%), and IIIDEG (42.3%). In the second place, the
Pseudomonadota phylum dominated in terms of relative abundance in the
IJAK (20.7%), IIBEI (24.9%), and IIIDEG (25.0%) soil samples. Bacillota
were the third most abundant phylum in [JAK (8.9%), IIBEI (9.6%), and
HIDEG (9.4%) samples, while the phylum Chloroflexota was similar in
relative abundance to Bacillota: 1JAK (8.2%), IIBEI (7.8%) and IIIDEG
(9.1%). The fifth most abundant phylum in IJAK (3.8%), IIBEI (5.8%) and
HIDEG (3.0%) rhizosphere soil samples was Acidobacteriota. Unknown and
unclassified bacteria accounted for 3.9%, 4.1% and 2.7% of the total relative
abundance in IJAK, IIBEI and IIIDEG rhizosphere soil samples, respectively.
The composition of the remaining bacterial phyla in the rhizosphere soil
samples [JAK, IIBEI and IIIDEG was distributed at 6.6%, 8.0% and 8.5% of
the remaining total relative abundance (100%), respectively.

In the third year of the study (2022), based on the taxonomy classification
of living organisms, Actinomycetota was the most dominant bacterial phylum
of IJAK (32.2%), IIBEI (39.9%) and IIIDEG (39.4%) in the rhizosphere soil
samples of 7. aestivum. The second most dominant bacterial phylum was
Pseudomonadota 1JAK (25.1%), IIBEI (22.8%) and IIIDEG (23.6%).
Bacillota was in third place in relative abundance in the rhizosphere soil
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samples IJAK (11.9%), IIBEI (9.0%) and IIIDEG (9.8%). The phylum
Chloroflexota of the bacteria was the fourth most dominant phylum in the
samples 1JAK (6.9%), IIBEI (8.4%) and IIIDEG (7.6%). Meanwhile, the
phylum Acidobacteriota represented the lowest relative abundance of the five
most dominant phyla: IJAK (4.2%), [IBEI (7.4%) and IIIDEG (5.4%).
Unknown and unclassified bacteria represented 4.4%, 4.2% and 4.7% of the
relative abundance in the rhizosphere soil samples IJAK, IIBEI and IIIDEG,
respectively. The composition of the remaining bacteria phyla in the
rhizosphere soil samples IJAK, IIBEI and IIIDEG accounted for 15.3%, 8.3%
and 9.5% of the remaining total relative abundance (100%) respectively
(Figure 4).

100%

Relative abundanee (%)

LJAK 1IBEI HIDEG| IJAK 11BEI [IIDEG| IJAK 1IBEI HNIDEG

2020 year 2021 year 2022 year

Fig. 4. Relative abundance of bacterial phyla in the studied rhizosphere soil samples (2020—
2022). Each column represents one rhizosphere soil sample, and different colors in the columns
represent different bacterial phyla.

According to the obtained results of the study, those phyla of the bacteria
to which the microorganisms isolated in this scientific study belonged were
selected for further and more detailed microbiota analysis. It was determined
that all isolated microorganisms belonged to the Actinomycetota,
Pseudomonadota and Bacillota bacterial phyla, which were also the three
most dominant bacterial phyla in the studied rhizosphere soil samples.

Phosphorus in liquid NBRIP medium with rock phosphate and
organic acid analysis

In the first study group of 2020, the ability of microorganisms Bacillus sp.
1JAK92, Pseudomonas sp. IJAK41 and Rhodococcus sp. IJAK17 1IBEI38
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(only strain numbers are used in the analysis below) to dissolve sedimentary
rock, i.e. phosphorite from Morocco, ranged from 9.06 to 84.21 mg L. One
milliliter of the prepared isolate suspension (or a mixture of two or three
isolates of microorganisms in equal parts) was added to each test variant with
modified NBRIP nutrient medium containing MF. Seven different test
variants were created: IJAK92, [JAK41, IJAK17, ITAK92 + 1JAK41, IJAK92
+1JAK17, IJAK41 + IJAK17 and IJAK92 + [JAK41 + IJAK17. It was found
that after a 30-day incubation period, the test variant I[JAK92 + 1JAK41
showed the highest soluble phosphorus concentration in the nutrient medium
(84.21 mg L. A slightly lower soluble P concentration was shown by the
mixture of three microorganisms [JAK92 + [JAK41 + IJAK17 (79.89 mg L-
). However, no significant difference in P concentrations was observed
between the variants [JAK41 (42.11 mg L") and ITJAK41 + IJAK17 (41.76 mg
L) and between the variants IJAK92 (37.68 mg L") and IJAK92 + IJAK17
(34.42 mg L), and the lowest soluble P concentration was detected in the
variant IJAK17 (9.06 mg L") (Figure 5A).

In the second group of studies in 2020, Bacillus sp. IBEI11, Pseudomonas
sp. IBEI19, Rhodococcus sp. IIBEI38 (only strain numbers are used in the
analysis below) consisted of variants of the IIBEI11, IBEI19, IIBEI38,
IIBEI11 + IIBEI19, IIBEI11 + IIBEI38, IIIBEI19 + IIBEI38 and IIBEI11 +
IIBEI19 + IIBEI38 experiment, and the dissolved P concentration in the
samples of these experiments ranged from 5.45 to 75.60 mg L. It was found
that the highest soluble P concentration was detected in variant
IIBEI1 1+IIBEI19 (75.60 mg L'). The next concentration determined was
[IBEI11+IIBEI19+IIBEI38 (54.90 mg L), followed by variants IIBEI19
(49.10 mg L"), IBEI11 (44.43 mg L"), IBEI1 1+IIBEI38 (32.73 mg L),
IIIBEI19+IBEI38 (15.75 mg L) and IIBEI38 (5.45 mg L) (Figure 5B).

The microorganisms of the third 2020 study group Priestia sp. IIIDEG4,
Pseudomonas sp. IIDEGS59, Rhodococcus sp. IIDEG40 (only strain numbers
are used in the analysis below) comprised the next seven experimental
variants: [IIDEG4, IIIDEGS9, IIIDEG40, IIIDEG4+IIIDEGS9, IIIDEG4 +
IIIDEG40, IIIDEG59 + HIDEG40 and IIIDEG4 + IIIDEGS59 + INIDEG40. The
range of dissolved P concentration in the samples of these variants was
dominated by 5.50 to 94.20 mg L. The highest P concentration was detected
in variant IIIDEG4 (94.20 mg L), and all other test variants are listed in
decreasing order: IIIDEG4 + IIIDEG539 + IIIDEG40 (63.70 mg L) and
IIIDEG4 + IIIDEG59 (61.98 mg L), IIDEG4 + IIIDEG40 (56.40 mg L),
IIIDEG59 + IIIDEG40 (46.78 mg L) and IIDEG59 (46.60 mg L),
IIIDEG40 (5.50 mg L") (Fig. 5C). In all study groups, control (culture
medium without any cell inoculation) was used as sample 8.
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Fig. S. Effect of single, double and triple inoculation of group I isolates on MF dissolution in
medium (A—C). The differences between the mean dissolution
capacities in the culture medium are statistically significant by one-way ANOVA (p < 0.05).
Vertical bars indicate the error bars at the 95% confidence level (n = 3). The same letters
indicate that differences between means are not statistically significant (Tukey HSD post hoc
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In the first study group of 2021, the ability of microorganisms
Pararhizobium sp. 1JAK2, Paenibacillus sp. IAJK19 and Bacillus sp. IJAK94
(hereinafter only strain numbers are used in the analysis) to dissolve
sedimentary rock, i.e. phosphorite from Morocco, ranged from 4.61 to 93.38
mg L. The best result was shown by the joint inoculation of ITAK2 + IJAK 19
+ IJAK94 (93.38 mg L'). A single inoculation with IJAK94 also showed a
good result in P dissolution (65.67 mg L'). Meanwhile, no significant
differences in P concentration were observed between the joint inoculation
with the [JAK2 + [JAK94 mixture and the joint inoculation with the IJAK19
+ IJAK94 mixture (46.33 and 44.51 mg L, respectively). Also, no significant
differences were observed between the co-inoculation of [JAK2 +1JAK19 and
the single inoculation with ITJAK19 (16.92 and 15.00 mg L', respectively).
The lowest P concentration was found with the single inoculation of IJAK2
(4.61 mg L) (Fig. 6A).

In the second study group, the soluble P concentration of isolates
Pararhizobium sp. IIBEI8O, Paenibacillus sp. IIBEI61 and Bacillus sp.
IIBEI14 (only strain numbers are used in the analysis below) ranged from 5.55
to 85.75 mg L. The highest soluble P concentration was detected in the
sample, which used a joint inoculation of three microorganisms IIBEI80 +
IIBEI61 + IIBEI14 (85.75 mg L). Joint inoculation with IIBEI61 and
IIBEI14 also showed good MF solubilization results - the soluble P
concentration in the sample reached 80.80 mg L. No significant difference
in concentration was observed between the two variants: co-inoculation
IIBEI8O+IIBEI14 (50.78 mg L) and single inoculation with IIBEI14 (49.98
mg L). Also, no significant difference was observed between co-inoculation
IIBEI80 + IIBEI61 (25.13 mg L) and single inoculation with IIBEI61 (24.35
mg L1). The lowest P concentration was determined with single inoculation
of IIBEI80 (5.55 mg L") (Fig. 6B).

In the third group of microorganisms, Pararhizobium sp. IIIDEG9,
Paenibacillus sp. IIDEG36 and Priestia sp. [IIDEG93 (only strain numbers
are used in the analysis below), the range of soluble P was from 5.18 to 98.18
mg L. The highest P concentration was found in the double inoculation
variant IIIDEG36 + IIIDEG93 (98,18 mg L!). The next sample with a soluble
P concentration of 62,98 mg L' was the combined inoculation IIIDEGY +
INIDEG36 + IIIDEG9Y93. A single inoculation of I[IIDEG93 gave a soluble P
concentration of 50,75 mg L. Three samples did not show a significant
difference in soluble P concentration: IIIDEGY9 + IIIDEG36, IIIDEGY9 +
IIIDEGY3 and single inoculation with IIIDEG36 (41.08, 40.53 and 38.88 mg
L', respectively). The lowest P concentrations were found in the single
inoculation with IIIDEGY (5.18 mg L) (Fig. 6C).
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Fig. 6. Effect of single, double and triple inoculations of group II isolates on the dissolution of
MF in modified NBRIP liquid medium (A—C). The differences between the mean dissolution
abilities in culture medium are statistically significant by one-way ANOVA (p <0.05). Vertical
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The ability of the first 2022 study group isolates Bacillus sp. IJAK27,
Pseudomonas sp. 1JAK44 and Streptomyces sp. IJAK91 (only strain numbers
are used in the analysis below) to solubilize MF ranged from 16.45 to 129.17
mg L. The joint coinoculation of all three microorganisms ITJAK27 + 1JAK44
+ IJAK91 showed the highest soluble P concentration in the NBRIP nutrient
medium after a 30-day incubation period (129.17 mg L™). The joint
inoculation of [JAK27 + IJAK44 and 1JAK44 + IJAKO91 also showed a high
P solubilization ability in the liquid NBRIP medium: 60.83 mg L' and 55.72
mg L, respectively. On the other hand, the single inoculation of IJAK44
showed better phosphate solubilization results (37.33 mg L) than the
combined inoculation of IJAK27 + IJAK91 (29.33 mg L™). Finally, the single
inoculation of IJAK27 and the single inoculation of IJAK91 showed
statistically lower P solubilization capacity compared to the other test variants:
20.22 mg L' and 16.45 mg L', respectively (Fig. 7A).

In the second group of 2022, three isolates Priestia sp. IIBEI32,
Pseudomonas sp. [IBEI40 and Streptomyces sp. IBEI22 (only strain numbers
are used in the analysis below) showed different P solubilization capacities
compared to the first group. The MF solubilization in liquid NBRIP medium
ranged from 5.80 to 90.95 mg L. Variant IIBEI32 + IIBEI40 showed
maximum P solubilization potential (90.95 mg L), while the other two
coinoculations with IIBEI32 + IIBEI40 + IIBEI22 and IIBEI40 + IIBEI22 also
showed significant P solubilization results, although no statistically significant
differences were found between the two study variants (45.55 mg L' and
44.18 mg L', respectively). Single inoculation of IIBEI40 had significantly
higher P solubilization potential (34.60 mg L) than the remaining
inoculations of IIBEI32 + IIBEI22, IIBEI32 and IIBEI22. Variants with
IIBEI32 + IIBEI22 coinoculation and single inoculation of IIBEI32 showed
low P solubilization potential and insignificant difference in concentration
(14.68 mg L! and 14.53 mg L™, respectively). In contrast, the treatment with
a single inoculation of IIBEI22 had the lowest MF (5.80 mg L™!) solubilization
potential, indicating that IIBEI22 cannot be used as a P-solubilizing
microorganism unless it is co-inoculated with other microorganisms that have
a synergistic effect (Fig. 7B).
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In the last group of 2022, the soluble P concentrations of Bacillus sp.
IIIDEG45, Pseudomonas sp. IIIDEG41 and Streptomyces sp. IIDEG72 (only
strain numbers are used in the analysis below) ranged from 14.90 to 122.78
mg L', In this experimental group, the best results were achieved using two
coinoculation options — IIIDEG45 + IIIDEG41 and IIIDEG45 + IIIDEG41 +
IMIDEG72 (122.78 mg L™ and 120.78 mg L™, respectively). Single inoculation
of IIIDEG41 and co-inoculation of IIIDEG41 + IIIDEG72 showed
insignificant difference between them (54.48 mg L' and 53.05 mg L,
respectively). However, co-inoculation of [IIDEG41 + IIIDEG72 also showed
insignificant difference compared to co-inoculation of [IIDEG45 + IIIDEG72
(48.14 mg L"). On the other hand, no difference was observed between co-
inoculation with [IIDEG45 + I[IIDEG72 and single inoculation with IIIDEG45
(46.39 mg L"), and IIIDEG72 showed statistically the lowest ability in P
solubilization (14.90 mg L) (Fig. 7C).

According to the results of the 2020-2022 study, one (or two variants that
did not show a significant difference) was selected from each study year and
each study group for more detailed and comprehensive studies, which
indicated the best results in P dissolution. Three variants were selected from
the 2020 study: IJAK92 + IJAK41 (84.21 mg L), IIBEI11 + IIBEI19 (75.60
mg L) and IIIDEG4 (94.20 mg L™'); three variants were selected from 2021:
IJAK2 + IJAK19 + IJAK94 (93.38 mg L), IIBEI80 + IIBEI61 + IIBEI14
(85.75 mg L ') and IIIDEGY + IIIDEG36 + IIIDEGY3 (98.18 L!); from 2022
four variants were selected: IJAK27 + IJAK44 + IJAK91 (129.17 mg L),
[IBEI32 + IIBEI40 (90.95 mg L"), IIDEG45 + IIIDEG41 (122.78 mg L)
and IIIDEG45 + IIIDEG41 + IIIDEG72 (120.78 mg L.

Optimization of nutrient medium composition and growth conditions in
laboratory-scale EDF 5.4 _1 bioreactors

After determining the most suitable components of the nutrient medium
and optimal growth conditions for the strains Priestia sp. IIDEG4,
Paenibacillus sp. IIIDEG36 + Priestia sp. IIIDEG93 and Bacillus sp.
IJAK27+ Pseudomonas sp. 1JAK44 + Streptomyces sp. IJAK91, further
analyses were performed using fermentation processes in 5.4 L laboratory
volume bioreactors (EDF 5.4 1). At the beginning of the fermentation
process, the required inoculum of the test culture was dosed into the
bioreactors (the concentration of the inoculated cell suspensions (about 1.0 x
10 CFU mL™"). At the beginning of the fermentation processes (up to
approximately 3—5 hours), a latent (ag) phase of bacterial biomass took place.
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In this phase, the cells that entered the new environment adapted to the new
growth conditions, therefore, the change in cell number during the first hours
of fermentation was very minimal. After the cell lag phase, the exponential
growth (log) phase began, during which intensive cell division began. In this
phase, the highest cell concentration in the fermentation products was reached
(18-20 hours of fermentation: Priestia sp. IIIDEG4 7.9 x 10° CFU mL;
Paenibacillus sp. IIDEG36 + Priestia sp. IIDEG93 6.5 x 10° CFU mL™!; and
Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas sp. IJAK44 + Streptomyces sp. IJAK91
7.7 x 10° CFU mL™"). After the log phase changed to a stationary cell growth
phase and the glucose concentration in the bacterial suspension reached a
minimum concentration (from 200 g L' and below), an additional cell nutrient
solution was dosed into the bioreactor under aseptic conditions (from
approximately 20 hours of the fermentation process in each fermentation). The
cell feeding process was performed by dosing the solution at a constant rate
of 810 mL min' and was completed between 35 and 40 hours of
fermentation. From 35-40 hours of fermentation, a gradual decrease in cell
concentration was observed in the fermentation samples. According to the
changes visible in the fermentation process graphs, in particular the decreasing
number of revolutions per minute of the mixer and the flow of air supplied to
the inside of the bioreactor, the beginning of the cell death phase was
observed. The most intense cell death phase in each fermentation process
began around the 50th hour of the fermentation process (Priestia sp. IIDEG4
cells began to form spores; Paenibacillus sp. IIIDEG36 + Priestia sp.
INIDEG93 observed the formation of spores of both strains; Bacillus sp.
1JAK27 + Pseudomonas sp. 1IJAK44 + Streptomyces sp. IJAK91 observed the
formation of spores of Bacillus sp. IJAK27 and Streptomyces sp. IJAK91
strains in cells and a decrease in the cell concentration of Pseudomonas sp.
IJAK44 strain). The fermentation processes in the laboratory volume
bioreactor were stopped around the 58—60 hours of fermentation based on the
real-time fermentation process graphs created during the bioprocess and after
microscopic cell analysis (Fig. 8). The final fermentation samples were
collected in sterile 250 mL borosilicate glass bottles and stored at 4 °C for
further analysis.
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Fig. 8. Process graphs of fermentations performed in 5.4 L laboratory volume bioreactors (EDF
5.4 1): Priestia sp. l1IDEG4 (A), Paenibacillus sp. IIDEG36 + Priestia sp. IIIDEG93 (B) and
Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44 + Streptomyces sp. IJAK91 (C).

In the final fermentation samples, the main plant hormones were
determined using LC-TOF/MS: auxin group — indole-3-acetic acid; cytokinin
group — zeatin; gibberellin group — gibberellic acid (GA3) and abscisic acid.
In the supernatants of three SynComs, Priestia sp. IIIDEG4, Paenibacillus sp.
HIDEG36 + Priestia sp. IIIDEGY93 and Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas
sp. JAK44 + Streptomyces sp. IJAK91, consisting of selected bacterial cells,
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four different plant hormones were detected, including indole-3-acetic acid,
zeatin, gibberellic acid and abscisic acid. When examining the concentration
of the most important auxin class phytohormone, the results showed that the
highest concentration of indole-3-acetic acid was found in Bacillus sp.
IJAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44 + Streptomyces sp. IJAKI1 cell
supernatant (6.60 ug mL™"), while Paenibacillus sp. IIDEG36 + Priestia sp.
IIIDEG93 and Priestia sp. IIDEG4 had concentrations of 2.18 ug mL™! and
1.37 ug mL!, respectively (Table 5).

Table 5. Analysis of phytohormones in three different supernatants using LC-TOF/MS.

Indole-3- Zeatin Gibberellic Abscisic
Sample acetic acid acid (GA3) acid
Concentration, pg mL"!
Priestia sp. IIIDEG4 1.37+0.02¢ 0.22+0.07a 0.80+0.06c  0.03+0.01c
Paenibacillus sp.
IIIDEG36 + Priestia sp. 2.18+0.22b 0.19+0.01b 0.28+0.03b  0.07+0.02b
IIDEGY93

Bacillus sp. 1IJAK27 +
Pseudomonas sp. IJAK44
+ Streptomyces sp.
IJAK91

Data are presented as mean (n = 6) + standard deviation. Different letters indicate significant differences (p
< 0.05) by one-way ANOVA.

6.60+0.50a 0.15+0.02¢ 3.40+0.40a  0.25+0.02a

The concentration of one of the most important adenine-type cytokinins,
zeatin, in the samples ranged from 0.15 to 0.22 ug mL™. The highest
concentration was found in the Priestia sp. IIIDEG4 sample (0.22 pg mL™).
Meanwhile, the supernatant sample of Paenibacillus sp. IIIDEG36 + Priestia
sp. IIIDEG9Y3 contained 0.19 ug mL"!, and the supernatant sample of Bacillus
sp. lIAK27 + Pseudomonas sp. lJJAK44 + Streptomyces sp. IJAK91 contained
0.15 pg mL".

Gibberellic acid (GA3) is one of the main bioactive hormones in the
gibberellin group. The highest concentration of GA3 was found in the
supernatant of Bacillus sp. 1JAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44 +
Streptomyces sp. IJAK91 cells (3.40 ug mL™"), while the remaining two
samples, Priestia sp. IIIDEG4 and Paenibacillus sp. IIIDEG36 + Priestia sp.
IIIDEG93, at significantly lower concentrations (0.80 ug mL™! and 0.28 ug
mL!, respectively).

The plant hormone, abscisic acid, is responsible for plant protection against
abiotic stresses, and its highest concentration was detected in the supernatant
of Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44 + Streptomyces sp.
IJAK91 cells (0.25 pg mL™"). The other two samples, Paenibacillus sp.
IIIDEG36 + Priestia sp. IIDEGY3 and Priestia sp. IIIDE4, had significantly
lower abscisic acid concentrations (0.07 pg mL! and 0.03 pg mL’,
respectively) (Table 5).
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Microorganism inoculation analyses for Z. mays, P. vulgaris and T.
aestivum plant cultures

In studies with Priestia sp. IIIDE4, Paenibacillus sp. IIIDEG36 + Priestia
sp. IIDEGY93 and Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44 +
Streptomyces sp. 1JAK91 were inoculated on all three crops: Z. mays, P.
vulgaris and T. aestivum. After cultivation, it was found that inoculation with
the microorganisms resulted in a significant increase in the growth indices
compared to the control samples CONI (sample without microorganism
inoculation and mineral P fertiliser) and CON2 (sample without micro-
organism inoculation and with superphosphate fertiliser (NPK 0-19-0) at 200-
300 Kg ha! according to the manufacturer's rate).

In conclusion, inoculation of the plants with the microbiological
preparations showed in all cases better physiological growth results compared
to the control. According to the results obtained, it was hypothesised that
single inoculation with Priestia sp. IIIDE4 strain showed the best vegetative
performance of Z. mays (5 out of 6 growth indices) and it was the isolation of
this microorganism that was carried out in 2020 from the Z. mays rhizosphere
soil sample. In the P. vulgaris culture, it was found that all three test variants
Priestia sp. IIDEA4, Paenibacillus sp. IIIDEG36 + Priestia sp. IIDEG93 and
Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44 + Streptomyces sp. 1JAK91
showed similar results (4 out of 6 growth indices). Although Paenibacillus sp.
HIDEG36 + Priestia sp. IIDEG93 were isolated from the 2021 P. vulgaris
rhizosphere soil sample and selected as the best double mixture of different
microorganisms, they did not show significant differences in physiological
plant growth performance. The analysis with the 7. aestivum plant culture
showed that the test variant Bacillus sp. lJAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44
+ Streptomyces sp. 1JAK91 showed unequivocally the best results (6 out of 6
growth indices) compared to the other test variants. It was hypothesised that
triple inoculation of 7. aestivum plants was the most appropriate means to
induce plant growth and it was this mixture of microorganisms that was
isolated from the rhizosphere soil sample in 2022 (Table 6).
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Table 6. Results of growth indices of Z. mays, P. vulgaris and T. aestivum plant cultures after exposure of plants to Priestia sp. IIIDEG4, Paenibacillus sp.
IIIDEG36 + Priestia sp. IIDEGY3 or Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas sp. [JAK44 + Streptomyces sp. 1JAK91 test variants.

Sample name
. o Bacillus sp. IJAK27 +
Growth indexes CONT' CON2! Priestia sp. IIIDE4 Paenibacillus sp. I1IDEG36 Pseudomona[s) sp. IJAK44 +
+ Priestia sp. IIIDEG93
Streptomyces sp. 1JAK91
Z. mays
Shoot length (cm) 41.98b 4295b 49.58 a 49.85a 49.68 a
Root length (cm) 30.13 ¢ 3222 be 38.80a 37.30 ab 37.13 ab
Shoot fresh weight (g) 10.68 b 10.85b 15.01a 14.18 ab 14.02 ab
Root fresh weight (g) 11.50b 11.50b 1592 a 14.58 ab 1590 a
Shoot dry weight (g) 0.80 ¢ 0.82 be 1.18a 1.08 ab 1.13a
Root dry weight (g) 095b 1.11 ab 1.37 ab 1.28 ab 148 a
P. vulgaris
Shoot length (cm) 52.17 a 53.00 a 64.17 a 63.17 a 63.50 a
Root length (cm) 36.00 b 39.33 ab 47.67 ab 51.83a 49.50 ab
Shoot fresh weight (g) 423 a 443 a 5.18a 538a 545a
Root fresh weight (g) 7.22b 8.07 ab 9.60 a 10.28 a 9.08 ab
Shoot dry weight (g) 0.40c 0.42 be 0.47 ab 0.47 ab 0.50a
Root dry weight (g) 0.71b 0.72b 0.84a 0.79 ab 0.86a
T. aestivum
Shoot length (cm) 51.67b 55.83 ab 62.33 ab 60.33 ab 63.50 a
Root length (cm) 25.83 ¢ 27.33 be 33.33 ab 28.50 be 36.00 a
Shoot fresh weight (g) 6.15b 6.92 ab 9.53a 7.68 ab 9.60 a
Root fresh weight (g) 7.05b 8.68 ab 10.32a 8.85ab 10.93 a
Shoot dry weight (g) 0.53¢ 0.57b 0.88 a 0.70 ab 0.87 a
Root dry weight (g) 0.54c 0.72b 0.84 ab 0.78b 097a

fCON1: uninoculated treatment; *CON2: uninoculated treatment with superphosphate (NPK 0-19-0).
Data represented as mean (n = 6) + standard deviation. Different letters indicate significant differences (p < 0.05) in one-way ANOVA.
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In order to adapt the use of these mixtures of microorganisms to
agricultural plant crops and to adapt these microorganisms to industrial
production, more detailed experimental studies and the use of modelled
products on agricultural lands under real field conditions are needed. With the
changing environmental climate, it is necessary to ensure the appropriate
adaptability of microorganisms. Analyses under real environmental
conditions must be carried out for at least several years in a row, using
agricultural fields in different locations, various cultivated plant crops, and
planning more detailed studies. For this purpose, agricultural, scientific and
business partners involved in the fields of ecological and industrial
biotechnology are needed.

DISCUSSION

The plant microbiome is formed and recruited throughout the life cycle of
the host plant. The composition of the root-associated microbiome is a
complex multifaceted interaction between abiotic environmental factors and
biotic populations [209]. Several studies have shown that bacterial
communities in the rhizosphere are dynamically shaped by environmental
factors such as season, soil type, soil fertilization history, nutrient and water
content, as well as host plant species and developmental stage. The diversity
of microorganisms decreases from the bulk soil towards the root surface, i.e.
the rhizosphere zone, indicating favourable conditions for the required
microbial species to colonize plant roots [210]. Plants excrete about 10-40%
of many nutrients, especially fixed carbon, which can enter the rhizosphere
through the roots, and therefore the plant actively participates in shaping its
core microbiome. The plant-associated microbiome assembly is a sequential
process driven by microorganism-microorganism and plant-microorganism
interactions [211]. The plant microbiome is typically transmitted horizontally
(i.e., acquired from the environment) or vertically (i.e., transmitted via seeds),
although the details of horizontal and vertical transmission pathways remain
poorly understood [212]. Some genera of microorganisms, such as Bacillus or
Pseudomonas, belong to the core microbiota and are constantly present in
relatively high abundance during plant growth. This core microbiota has
several beneficial properties, such as increased stress tolerance, positive
effects on plant growth, efficient colonization, and protection of plants against
harsh environmental conditions [213].

Given today's negative trends in the agricultural industry, such innovations
are becoming extremely relevant for environmental and economic reasons.
Microbiological preparations help restore the natural vitality of the soil, avoid
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excessive use of chemical fertilizers and pesticides, and grow organic
production. Although mineral and chemical fertilizers are still widely used in
the agricultural industry to this day, there is an increasing concern about their
negative impact on the environment and living organisms. The application of
PGPR with better properties in agriculture still remains one of the main tools
for creating biological preparations with better properties. Although the
application of many microorganisms in the agricultural sector to various plant
species still remains problematic and not fully known, there is a lot of
information in the literature describing that PGPR have shown considerable
potential in plant vegetation processes and soil degradation reduction.
However, both the processes of isolation and selection of microorganisms, as
well as the formation and application of their metabolites to agriculture, must
be further optimized and made more efficient. The applicability of
microorganisms as microbial fertilizers is already being investigated using
well-described strategies and methods, as well as the most widely studied
microorganisms. However, it is necessary to search for new, unstudied or
poorly studied microorganisms [214].

Soil bacterial communities are crucial components of agricultural systems,
as they contribute to plant health and productivity through carbon and nutrient
cycling, pesticide degradation, pathogen suppression and plant growth
promotion. Recently, recent studies enabled by high-throughput DNA
sequencing have revolutionized the study of microbial diversity. Soil
physicochemical properties, such as pH, Cor, moisture and temperature, are
believed to create strong environmental filters on microbial community
formation, control microbial activity and are key determinants of soil
community composition. New information is constantly emerging in scientific
article databases on the effects and adaptability of previously undescribed
different microorganisms or mixtures of microorganisms to a variety of
different agricultural crop crops [215]. This work aimed to identify,
characterize and adapt different microorganisms or mixtures of
microorganisms to the agricultural crop crops: Z. mays, P. vulgaris and T.
aestivum. The creation of synthetic microbial communities and their potential
for application in agricultural applications is one of the most important tasks
of this dissertation.

Isolation, selection, identification and phylogenetic analysis of target
microorganisms and studies of the relative abundance of the microbiome of Z.
mays, P. vulgaris and T. aestivum rhizosphere soil samples were among the
first and most important stages of the experimental work, which received the
greatest attention. During this stage, a total of 27 different microorganisms (9
isolates in each consecutive year of the study) were isolated and selected from
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three different agricultural soils (JAK, BEI and DEG), which were applied the
same crop rotation and tillage technology, which may have plant growth-
promoting properties. The initial selection of isolates was based on the method
that the mixtures of microorganisms should consist of three different genera
of microorganisms and that the three selected genera of microorganisms
should belong to at least two, and ideally three different phyla of the bacteria.
Analysing the scientific literature, it was found that in most agricultural fields
and the rhizosphere of the roots of different plant crops grown there, 3 main
phyla of bacteria are most dominant: Pseudomonadota, Bacillota, and
Actinomycetota [216, 217].

However, the most important attention was paid to the ability of the
selected microorganisms to solubilize insoluble phosphate compounds. It was
found that the best results of the isolates isolated from the rhizosphere of Z.
mays in modified NBRIP medium, which included natural fossil phosphate
rock from Morocco, were given by double inoculation with [JAK92 + [JAK41
(84.21 mg L"), double inoculation with IIBEI11 + IIBEI19 (75.60 mg L) and
single inoculation with IIIDEG4 (94.20 mg L™). Triple inoculation
experiments with Bacillus, Pseudomonas and Rhodococcus species did not
show significant results. Based on the literature analysis, it can be assumed
that although all three isolates were able to grow in the same environment, an
antagonistic effect was observed against Rhodococcus isolates in all test
variants, and single inoculation with Rhodococcus did not show significant
results in P solubilization (from 5.45 to 9.06 mg L™). This could be due to
inappropriate growth conditions, i.e. inappropriate medium composition and
carbon source, as well as slow Rhodococcus cell division. Experiments in
which the highest soluble P concentrations in the culture medium were
determined consisted of a co-inoculation of Bacillus and Pseudomonas or a
single inoculation of Bacillus. This supports the information found in the
literature that it is very important to create mixtures of compatible microbial
species. Not all Bacillus species can grow in the same environment as
Pseudomonas species, for example, Pseudomonas fluorescens can secrete
HCN, which inhibits some Bacillus species under certain conditions, and
Bacillus subtilis secretes biosurfactants under certain conditions that affect
and disrupt the Pseudomonas cell membrane [245]. One study reported that
Pseudomonas fluorescens and Bacillus sp. cultivated in NBRIP medium using
tricalcium phosphate (Cas(POa4)2) as an insoluble phosphate substrate yielded
soluble P concentrations of 65.619 pug mL! and 560.667 pg mL’,
respectively, but no co-inoculation of these species was performed [246]. To
date, no information has been published in the literature on the effect of co-
inoculation of Bacillus and Pseudomonas on the solubilization of insoluble
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phosphate compounds, and therefore the results obtained are an important
contribution to the knowledge of the use of these microorganisms in
agriculture.

After conducting experiments, it was found that the best results of isolates
isolated from the rhizosphere of P. vuigaris in modified NBRIP medium were
shown by triple inoculation tests with [JAK2 + [JAK19 + [JAK94 (93.38 mg
L"), IBEISO + IIBEI61 + IIBEI14 (85.75 mg L) and IIIDEGY + IIIDEG36
+ IIIDEG93 (98.18 mg L'). Although the studies found that Pararhizobium
species in mixtures with Paenibacillus and Bacillus did not show good growth
results (< 1.5 x 10* CFU mL"), they were still able to grow in one
environment. The obtained results confirm the literature analysis, which
indicates that these three species are found in soils, especially in plant root
zones, but their effective compatibility depends on specific conditions - pH,
nutrient competition, secreted metabolites. It has also been reported that
Paenibacillus can promote root growth and thus indirectly improve
Pararhizobium colonization in plant roots. Although Pararhizobium 1is
primarily known for its nitrogen fixation, some strains also exhibit phosphorus
solubilizing abilities due to their ability to secrete organic acids [247, 248].
Although the specific phosphorus solubilization rates of Pararhizobium are
not widely documented, some studies indicate that similar bacteria, such as
Sinorhizobium meliloti, can secrete dissolved phosphorus concentrations
ranging from 500 to 860 mg L', depending on growth conditions and
metabolites produced [249]. Similarly, direct studies of the interaction
between Paenibacillus and P. vulgaris on the solubilization of insoluble
phosphorus compounds are scarce, although Paenibacillus may have a
positive effect on plant growth and nutrient uptake, particularly through the
secretion of IAA. For example, one study demonstrated the ability of
Paenibacillus sonchi to solubilize hydroxyapatite, an insoluble source of
phosphate, while another study demonstrated that Paenibacillus polymyxa
was able to solubilize up to 2635.3 ug mL! of phosphate over 5 days of
incubation, reducing the pH of the medium from 6.08 to 3.28 [250]. No studies
were found specifically on the effects of Bacillus or Prestia genera on
phosphorus uptake by P. vulgaris, but it was found that Bacillus sp. isolated
from the rhizosphere of P. vulgaris roots showed strong antagonistic activity
against the pathogen Alternaria alternata [251]. No specific studies on the co-
inoculation of Pararhizobium, Paenibacillus, and Bacillus in P. vulgaris
could be found, but one study used Bradyrhizobium japonicum 5038, Bacillus
aryabhattai MB35-5, and Paenibacillus mucilaginosus 3016 as PGPR and
found that inoculants composed of three different species significantly
affected soybean biomass and nitrogen and phosphorus content in the
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rhizosphere [252]. Overall, these results indicated that several PGPR with
different functions can be combined into composite bacterial inoculants that
coordinate the structure of the rhizosphere microbial community and improve
the vegetation processes of legumes.

During the work, it was found that the best results of isolates isolated from
the rhizosphere of 7. aestivum in modified NBRIP medium were shown by
triple inoculation tests with IJAK27 + IJAK44 + IJAK91 (129.17 mg L),
double inoculation IIBEI32 + IMIBEI40 (90.95 mg L) and no significant
differences were observed between double inoculation IIIDEG45 + [IIDEG41
(122.78 mg L) and triple inoculation IIIDEG45 + IIIDEG41 + IIIDEG72
(120.78 mg L7). Streptomyces can be used as phosphate-solubilizing
microorganisms due to their ability to secrete organic acids, special enzymes
(phosphatases) that can break down phytates, and the formation of
siderophores that chelate metals and thus release phosphorus from the
environment. Streptomyces griseus and Streptomyces Ilydicus are two
commonly mentioned species that have the ability to solubilize phosphorus
and are used as microbial agents to improve plant growth promoting properties
[253, 254]. The application of Pseudomonas moraviensis and Bacillus
safensis inoculated 7. aestivum increased the yield by up to 14.42% compared
to the control treatment, as these microorganisms were able to effectively
solubilize insoluble phosphate compounds and produce IAA [255]. No data
were found in the literature on the co-inoculation of Streptomyces with
Pseudomonas or Bacillus genera to promote the growth of 7. aestivum,
especially in the solubilization of phosphate compounds. This is an important
factor in selecting suitable biocompatible microbial mixtures for 7. aestivum
plant growth and improved phosphorus availability.

Based on the results obtained in the part of the study with modified NBRIP
medium containing natural rock phosphate from Morocco, the most
significant soluble phosphorus concentrations were selected from each study
group. The analysis of organic acids in the supernatants of NBRIP medium
was performed using the liquid chromatography-mass spectrometry (LC-
TOF/MS) method. It was found that in the first study group, the highest
concentrations of lactic, acetic, gluconic, malic, oxalic and citric acids were
isolated by the test variant with a single inoculation of Priestia sp. IIIDEG4
(from 13.5 to 419 pg mL"'), while in the second group, the highest
concentrations of the indicated organic acids were shown by the double
inoculation with Paenibacillus sp. IIDEG36 + Priestia sp. IIIDEG93 (from
14 to 433 ug mL™"), and in the third study group — triple inoculation with
Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas sp. [JAK44 + Streptomyces sp. [JAK91
(from 1.2 to 567 ug mL™"). Taking into account the obtained analysis results
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and based on literature sources, it was decided to select these three test variants
for further research in order to optimize their growth conditions and use for
the tested plant cultures.

As the results of the fermentation processes showed, the optimal stopping
of the processes occurred at 55-60 hours, which is confirmed by the
information found in the literature that the time of formation of
microorganisms spores, depending on the type of microorganisms and
environmental conditions, varies from 24 to 78 hours [266]. This is especially
important in the development of microbiological products, since bacterial
spores are resistant to extremely extreme conditions (heat, cold, UV
radiation), prolonging the shelf life of products, and spore germination occurs
only when they enter a favorauble environment, and such adaptation also
reduces the costs of product transportation and storage. Often,
microorganisms are fermented separately, then their spores are mixed into one
product — this ensures the quality and activity of each strain [267]. Although
our study has shown that different types of microorganisms are able to grow
in one environment, it is important to select suitable species that would not
inhibit each other's growth and joint inoculation of microorganisms would be
a cost and time saving in industrial terms.

The determination of plant hormones and the evaluation of their
concentration and the obtained results supplement the literature data on the
ability of microorganisms to synthesize phytohormones, such as auxins,
cytonins, gibberellins and abscisic acid. According to the obtained results, it
was determined that the highest concentrations of IAA, GA3 and abscisic acid
were obtained by applying a triple inoculation of Bacillus sp. IJAK27 +
Pseudomonas sp. 1JAK44 + Streptomyces sp. IJAK91, but on the contrary, the
highest concentration of zeatin was obtained by using a single inoculation of
Priestia sp. IIIDEG4. This proves the hypothesis that synergistically acting
microorganisms do not always give better results in the isolation of
phytohormones than when cultivating only one selected microorganism.
However, to clarify the main reasons and evaluate further possibilities is a task
for future research.

There is a lot of information in the literature that the same microorganism
can give different growth results for different plant species. In this study,
microorganisms isolated from the rhizosphere of specific plants were used in
cross-tests, i.e. tests were also performed with other plant cultures used in this
work. It was found that the best growth index results (5 out of 6 indices) for
Z. mays plants were obtained after exposure to the Priestia sp. IIIDEG4
isolate, which was isolated and selected from the rhizosphere of Z. mays roots
as PGPR. Double inoculation with Paenibacillus sp. IIIDEG36 + Priestia sp.
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IIIDEGY3 did not show significant results in the vegetation processes of P.
vulgaris plants (4 out of 6 indices), whereas single inoculation with Priestia
sp. IIDEG4 and triple inoculation with Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas
sp. lJAK44 + Streptomyces sp. IJAK91 showed similar results (4 out of 6
growth indices). In the treatment of 7. aestivum, the most significant results
were shown by triple inoculation with Bacillus sp. IJAK27 + Pseudomonas
sp. lJAK44 + Streptomyces sp. IJAK91 (6 out of 6 growth indices). According
to the obtained results of the study, it can be hypothesized that not in all cases
the use of more species of microorganisms in plant cultures provides better
vegetation parameters or that mixtures of microorganisms must be adapted
and analysed in detail. Each microorganism has its own specific interactions
with different plant species [268]. The action of microorganisms largely
depends on the structure of plant roots. Different plants may have different
root structures (e.g. root length, root exudates), which may affect the ability
of microorganisms to colonize roots [269].

In conclusion, it can be stated that the application of microorganisms in
agricultural practice is an excellent tool to improve the productivity of
agricultural plants taking into account ecological problems and by modifying
the properties of existing microbiological products or by developing new
products that complement natural, naturally occurring plant growth-
promoting microorganisms. The results discussed in this work not only
expand the knowledge about the diversity, functions and application potential
of microorganisms, but also provide a basis for further research on this topic.
In the future, it is necessary to conduct experiments and analyses in natural
soils in order to confirm the effectiveness of selected isolates or their mixtures
under real field conditions. Field tests with microorganisms are necessary,
because only under real conditions can their true effectiveness, stability of
operation and practical applicability be assessed. Although laboratory and
greenhouse experiments are important initial steps, they do not reflect the
entire ecological and agronomic reality [280]. The SynComs structure strategy
must be a combination of plant phenotype selection and more advanced and
accurate methods such as metatranscriptomic, metagenomic and metabolomic
sequencing to better model predictive traits for targeted SynComs design
[281].
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CONCLUSSIONS

1. The results of the microbiota relative abundance studies showed that the
genera of rhizospheric microorganisms isolated in this work belonged to the
Actinomycetota (Rhodococcus spp., Streptomyces spp.), Pseudomonadota
(Pseudomonas spp., Pararhizobium spp.) and Bacillota (Paenibacillus spp.,
Bacillus spp., Priestia spp.) phyla.

2. It was found that the best phosphate solubilization potentials of the
genera Bacillus (or Priestia), Pseudomonas and Rhodococcus isolated from
the rhizosphere of Z. mays roots were demonstrated by a single inoculation of
a microorganism of the genus Priestia; the best phosphate solubilization
potentials of the genera Pararhizobium, Paenibacillus and Bacillus (or
Priestia) isolated from the rhizosphere of P. vulgaris roots were demonstrated
by a double inoculation of microorganisms of the genera Paenibacillus and
Priestia; The best phosphate solubilization potentials of Bacillus (or Priestia),
Pseudomonas and Streptomyces genera isolated from the rhizosphere of T.
aestivum roots were demonstrated by triple inoculation of microorganisms of
the Bacillus, Pseudomonas and Streptomyces genera.

3. Qualitative and quantitative analysis of organic acids revealed that the
highest concentrations of organic (lactic, acetic, gluconic, malic, oxalic and
citric) acids were detected in suspensions of Priestia sp. IIIDEG4,
Paenibacillus sp. IIDEG36 + Priestia sp. IIDEG93 and Bacillus sp. [JAK27
+ Pseudomonas sp. IJAK44 + Streptomyces sp. IJAK91.

4. The nutrient medium and growth parameters of Priestia sp. IIIDEG4,
Paenibacillus sp. IIDEG36 + Priestia sp. IIDEG93 and Bacillus sp. IJAK27
+ Pseudomonas sp. 1JAK44 + Streptomyces sp. IJAK91 were optimized.
Molasses was chosen as the carbon source; as an organic source — yeast extract
or soybean peptone; as a nitrogen source — ammonium phosphate; the pH
value maintained during fermentations ranged from 6.5 to 7.5; and the process
temperature was 30 + 0.5 °C.

5. It was determined that the following plant hormones were released
during fermentations processes: indole-3-acetic acid, zeatin, GA3 and abscisic
acid.

6. It was determined that the best vegetation of Z. mays was detected with
a single inoculation of Priestia sp. IIIDEG4; no significant differences were
detected in the vegetation of P. vulgaris plants between all three test variants;
and the best vegetation results of 7. aestivum plants were obtained with a triple
inoculation of Bacillus sp. 1JAK27 + Pseudomonas sp. 1JAK44 +
Streptomyces sp. IJAK91 inoculation.
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