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ABSTRACT 

The indiscriminate use of chemical fertilizers and pesticides in agriculture, and rising global 

temperatures (rising sea levels, fluctuations in weather cycles and increase in primary salinization), 

lead to salt accumulation in the soil, thereby negatively impacting plant physiology and crop yield 

worldwide. This has significantly affected the global economies, as agriculture is essential for 

ensuring food security and reducing poverty in many parts of the world. To address this grave 

issue, researchers have turned to eco-friendly approaches of utilizing beneficial microbes residing 

in the rhizosphere. However, using single strains or consortia of different strains has often proven 

ineffective due to issues concerning their ability to colonize roots while facing competition from 

the native soil microbiome. To combat this challenge, rhizosphere engineering has been employed 

as a sustainable strategy. It can be categorized into plant-based, metaorganism-based, and 

microbiome-based methods, wherein the transformation of the non-optimized metaorganism takes 

place, resulting in an optimized metaorganism that exhibits enhanced fitness. The microbiome-

based method can be attained by employing top-down or bottom-up approaches.  

In present study, an indirect plant-assisted microbiome-selection strategy was adopted 

over several passaging cycles to acclimatize the indigenous microbiome such that it 

benefitted the growth of Vigna radiata plants under salt-stress conditions. The plant fitness 

was assessed over successive cycles in terms of plant growth and physiological parameters. Results 

showed an increased tolerance of plants to salinity stress, as evidenced by enhancement in plant 

growth attributes and decreased stress marker levels/indicators such as proline, malondialdehyde 

(MDA), and membrane stability index (MSI). Amplicon sequencing, employing the 16S rRNA 

and ITS as genetic markers, revealed significant changes in the microbial community inhabiting 

the rhizosphere of Vigna radiata under salinity stress across the passages. A significant increase 
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in the relative abundance of dominant bacterial phyla such as Proteobacteria, Actinobacteria, and 

Firmicutes, coupled with a concomitant decrease in the abundance of the fungal phylum 

Ascomycota, was observed in the acclimatized microbiome during successive passages. Moreover, 

a decline in the abundance of Mortierellomycota and Chytridiomycota was explicitly noted during 

the 5th and 13th passages, respectively.  

Once the salt stress-adapted rhizospheric microbiome was obtained, the next objective was 

to understand the mechanism of action in salinity stress mitigation in Vigna radiata. Bacterial 

strains were isolated from stress-acclimatized microbiome using group-specific media to generate 

a culture bank. As determined by split plate assay, specific bacterial isolates were found to produce 

volatiles, possibly contributing to salt stress mitigation in Arabidopsis. The best-performing plant 

growth-promoting bacterial strains were selected to analyze their volatilomes by gas 

chromatography–mass spectrometry (GC-MS). Key metabolites, like 7 methyl-hexadecane, 2-(2-

butoxyethoxy) ethanol, sulfur-containing volatiles, etc. were identified after a detailed 

investigation of volatilomes of stress-acclimatized bacterial strains. These volatiles may promote 

plant development and stress tolerance. Hence the impact of selected volatiles was then examined 

on Vigna radiata under controlled conditions. In the presence of salinity stress, the volatiles were 

able to mitigate the effects of stress, promote plant growth and improve their fitness. 

To overcome the technical limitations associated with the storage of such an acclimatized 

microbiome, synthetic microbial communities (SynComs) were designed from the culture bank 

generated from the acclimatized microbiome. SynComs were generated to perform at par with the 

stress-acclimatized microbiome, while mimicking its functionality in mitigating salinity stress in 

plants grown in arable land. The salinity stress mitigation potential of these SynComs was assessed 
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first under control, and subsequently in field conditions, resulting in significant enhancement in 

the plant growth and stress amelioration under salinity stress condition. 

The efficacy of the multi-passaging technique in rhizosphere engineering and the 

utilization of SynComs has been demonstrated through an extensive investigation conducted in 

laboratory and field settings. The study presents opportunities for implementing such a unique 

approach of combining top-down and bottom-up strategies with other crops and under diverse 

stress regimes. This approach promises an essential and favourable step toward ushering 

sustainable agricultural practices worldwide. 
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सार/साराांश 
  
कृषि में रासायनिक उर्वरकों और कीटिाशकों के अत्यधिक उपयोग और बढ़ते र्ैश्वर्क तापमाि के 

कारण  मदृा में लर्ण संचयि हो रहा है, जो दनुिया भर में पादप संरचिा और फसल की उपज 

को िकारात्मक रूप से प्रभाषर्त कर रहा है। इसिे र्ैश्वर्क अर्वव्यर्स्र्ाओं को काफी प्रभाषर्त 

ककया है, क्योंकक दनुिया के कई हहस्सों में गरीबी को कम करिे के ललए और खाद्य सुरक्षा 

सुनिश्वचत करिे के ललए कृषि आर्वयक है। इस गंभीर मुद्दे को हल करिे के ललए शोधकतावओं 

िे मूल परिवेश, िाइजोस्फीयि (rhizosphere) में रहिे र्ाले लाभकारी जीवाणुओं के उपयोग के 

ललए पयावर्रण के अिुकूल तरीकों की ओर रुख ककया है। हालांकक, जीवाणुओं के एकल उपयोग या 

संयुक्त अिुप्रयोग करिा अक्सर देशी लमट्टी माइक्रोबायोम से प्रनतस्पधाव का सामिा करते हुए जडों 

को उपनिर्ेलशत करिे की उिकी क्षमता से संबंधधत मुद्दों के कारण अप्रभार्ी साबबत हुआ है। इस 

चुिौती का मुकाबला करिे के ललए, राइजोस्फीयर इंजीनियररगं (rhizosphere engineering) को 

एक स्र्ायी रणिीनत के रूप में अपिाया गया है। इसे पादप-आधाररत, मेटाऑगेनिज्म 

(metaorganism)-आधाररत और माइक्रोबायोम (microbiome)-आधाररत षर्धधयों में र्गीकृत ककया 

जा सकता है, श्जसमें गैर-अिुकूललत मेटाऑगेनिज्म का पररर्तवि होता है, श्जसके पररणामस्र्रूप 

एक अिुकूललत मेटाऑगेनिज्म में परिवर्तित हो जाता है, जो बढ़ी हुई उपयोधगता प्रदलशवत करता 
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है। माइक्रोबायोम-आधाररत षर्धध को टॉप-डाउि (top-down) या बॉटम-अप (bottom-up) 

दृश्टटकोणों को अपिा करके प्राप्त ककया जा सकता है।  

 र्तवमाि अध्ययि में, निर्ासी माइक्रोबायोम को अिुकूललत करिे के ललए बहु पािगमन 

चक्रों (multi-passaging cycle) पर आिारित एक अप्रत्यक्ष पादप-सहायता प्राप्त माइक्रोबायोम-

चयि रणिीनत अपिाई गई र्ी ताकक लर्ण-तिार् की श्स्र्नत में षर्ग्िा रेडडएटा (Vigna radiata) 

पौधों के षर्कास को लाभ हो। पौधे की कफटिेस का मूलयांकि पौधे के षर्कास और शारीररक 

मापदंडों के संदभव में क्रममक चक्रों में ककया गया र्ा। पररणामों ि ेलर्णता तिार् के ललए पौधों 

की बढ़ती सहिशीलता हदखाई, जैसा कक पौधे के षर्कास गुणों में र्दृ्धध और प्रोमलन (proline), 

मालोंडडअलडडहाइड (Malondialdehye, एमडीए), और मेम्ब्रेन स्टैबबली इंडेक्स (Membrane 

stability index, एमएसआई) जैसे तिार् माकव र स्तर / संकेतकों में कमी से स्पटट है। 16 एस 

आरआरएिए (16S rRNA) और आईटीएस (ITS) को आिुर्ंलशक माकव रों के रूप में नियोश्जत 

करिे र्ाले एश््प्लकॉि (amplicon) अिुक्रमण िे पािगमन चक्रों में लर्णता तिार् के तहत षर्ग्िा 

रेडडएटा के राइजोस्फीयर में रहिे र्ाले माइक्रोबबयल समुदाय में महत्र्पूणव पररर्तविों को उजागि 

ककया। प्रोटीओबैक्टीररया (Proteobacteria), एश्क्टिोबैक्टीररया (Actinobacteria) और फलमवक्यूट्स 

(Firmicutes) जैसे प्रमुख बैक्टीररयल फाइला (phyla) की सापेक्ष बहुतायत में एक महत्र्पूणव 

र्दृ्धध, फंगल फाइलम एस्कोमाइकोटा की बहुतायत में सहर्ती कमी के सार् लमलकर, बहु पािगमन 
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चक्रों के दौराि अिुकूललत माइक्रोबायोम में देखी गई र्ी। इसके अलार्ा, क्रमशः 5 र्ें और 13 र्ें 

चक्र के दौराि मोहटवएरेलोमीकोटा (Mortierellomycota) और धचहिडडयोमाइकोटा 

(Chytridiomycota) की बहुतायत में धगरार्ट स्पटट रूप से िोट की गई र्ी। गैस क्रोमैटोग्राफी-

मास स्पेक्िोमेिी (Gas Chromatography-Mass Spectrometry, जीसी-एमएस) द्र्ारा उिके 

र्ोलाहटलोम (volatilome) का षर्वलेिण करिे के ललए सबसे अच्छा प्रदशवि करिे र्ाले पौधे के 

षर्कास को बढ़ार्ा देिे र्ाले जीर्ाणु उपभेदों का चयि ककया गया र्ा। प्रमुख मेटाबोलाइट्स 

(metabolites), जैसे 7 लमर्ाइल-हेक्साडेकेि (7 methyl-hexadecane), 2-(2-ब्यूटॉक्सीर्ोक्सी) 

इर्ेिॉल (2-(2-butoxyethoxy) ethanol), सलफर युक्त र्ाटपशील, आहद। तिार्-अिुकूललत जीर्ाणु 

उपभेदों के ज्र्ालामुखी की षर्स्ततृ जांच के बाद उिकी पहचाि की गई र्ी। ये र्ाटपशील पौधे के 

षर्कास और तिार् सहहटणुता को बढ़ार्ा दे सकते हैं। इसललए चयनित र्ाटपशील पदार्ों के प्रभार् 

की जांच तब नियंबित पररश्स्र्नतयों में षर्ग्िा रेडडएटा पर की गई र्ी। लर्णता तिार् की उपश्स्र्नत 

में, र्ाटपशील तिार् के प्रभार् को कम करिे, पौधे के षर्कास को बढ़ार्ा देिे और उिकी कफटिेस 

(fitness) में सुधार करि ेमें सक्षम रे्। 

एक बार िमक तिार्-अिुकूललत राइजोस्फेररक माइक्रोबायोम प्राप्त हो जािे के बाद, अगला 

उद्देवय षर्ग्िा रेडडएटा में लर्णता तिार् शमि में कारवर्ाई के तंि को समझिा र्ा। कलचर बैंक 

(culture bank) उत्पन्ि करिे के ललए समूह-षर्लशटट मीडडया का उपयोग करके तिार्-अिुकूललत 
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माइक्रोबायोम से बैक्टीररयल (bacterial) उपभेदों को अलग ककया गया र्ा। जैसा कक श्स्प्लट प्लेट 

(split-plate) परख द्र्ारा निधावररत ककया गया र्ा, षर्लशटट बैक्टीररयल आइसोलेट्स (bacterial 

isolates) र्ाटपशील पदार्ों का उत्पादि किते पाए गए थे, ये र्ाटपशील पदार्व संभर्तः 

एराबबडोश्प्सस (Arabidopsis) में िमक तिार् शमि में योगदाि देते रे्।  

इस तरह के एक अिुकूललत माइक्रोबायोम के भडंारण से जुडी तकिीकी सीमाओं को दरू 

करिे के ललए, लसरें्हटक माइक्रोबबयल समुदायों (मसनकॉ्स, SynComs) को अिुकूललत 

माइक्रोबायोम से उत्पन्ि माइक्रोबबयल कल्चि बैंक (microbial culture bank) से डडजाइि ककया 

गया र्ा। कृषि योग्य भूलम में उगाए गए पौधों में लर्णता तिार् को कम करिे में इसकी 

कायवक्षमता की अनुकृर्त करते हुए, तिार्-अिुकूललत माइक्रोबायोम के बराबर प्रदशवि करिे के ललए 

मसनकॉ्स को बनाया गया र्ा। इि मसनकॉ्स की लर्णता तिार् शमि क्षमता का मूलयांकि 

पहले र्नयंबित परिस्स्थर्तयों में ककया गया, और बाद में वास्तववक कृवि क्षेि की श्स्र्नतयों में 

पिीक्षण ककया गया।  

राइजोस्फीयर इंजीनियररगं (rhizosphere engineering) में बहु पािगमन चक्र तकिीक 

की प्रभार्काररता और लसिकॉम (SynCom) के उपयोग को प्रयोगशाला और वास्तववक कृवि क्षेि 

में आयोश्जत एक व्यापक जांच के माध्यम से प्रदलशवत ककया गया है। वतिमान अध्ययन अन्य 

फसलों तथा ववववि तनाव व्यवस्थाओं के उपचाि हेतु टॉप-डाउन (top-down) औि बॉटम-अप 
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(bottom-up) िणनीर्तयों के संयोजन का एक अनूठा दृस्टटकोण लागू किने के अवसि प्रस्तुत 

किता है। यह दृश्टटकोण दनुिया भर में हटकाऊ कृषि प्रर्ाओं को शुरू करिे की हदशा में एक 

आर्वयक और अिुकूल कदम का र्ादा करता है। 
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LB Luria–Bertani 

MDA Malondialdehyde 

MgCl2 Magnesium dichloride 

MgSO4.7H2O         Magnesium sulphate heptahydrate 

MS Murashige and Skoog medium 

Na2MoO4 Sodium molybdate 

NaCl        Sodium chloride 

NaOCl Sodium hypochlorite 

NaOH Sodium hydroxide 

NBRIP National Botanical Research Institute's phosphate 
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EC Electrical conductivity 

FAO Food and Agriculture Organization 

FW Fresh weight 

GC-MS Gas Chromatography-Mass Spectrometry 

HMME Host mediated microbiome engineering 

IARI Indian Agricultural Research Institute 

ICAR Indian Council of Agricultural Research 

ITS Internal transcribed spacer 

LC/MS Liquid Chromatography-Mass Spectrometry 

LDA  Linear discriminant analysis 

MCT Microcentrifuge tube 

MSI Membrane stability index 

NCBI National Center for Biotechnology Information 

NGS Next-generation sequencing 

NIST National Institute of Standards and Technology 

OUT Operational taxonomic unit 

PCA Principal component analysis 

PCD Programmed cell death 

PCoA Principal coordinates analysis 

PCR Polymerase chain reaction 

PDA Potato dextrose agar 

PDB Potato dextrose broth 

PERMANOVA Permutational multivariate analysis of variance 

PGPB Plant growth promoting bacteria  

PGPR Plant growth promoting rhizobacteria 

QIIME Quantitative insights into microbial ecology 

qPCR Quantitative polymerase chain reaction 

RO Reverse osmosis 

ROS Reactive oxygen species 

rRNA Ribosomal ribonucleic acid 

SRA Sequence read archive 

SynComs Synthetic microbial communities 

TOC Total organic carbon 

USDA United States Department of Agriculture 

VOCs Volatile organic compounds 

 

 

Elements 

N Nitrogen 

P Phosphorus 

K Potassium 

C Carbon 

Na Sodium 

Cl Chlorine 
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Units 

% Percent 

Cm Centimetre 

dS/m 

g 

DeciSiemens per metre 

Grams 

Kg Kilogram 

°C                          Degrees Celsius 

Cl Chlorine 

L Litre 

M Metre 

M Molar 

mL Millilitre 

nm Nanometre 

min Minutes 

rpm Revolutions per minute 

S Seconds 

v/v Volume by volume 

RT Retention time 

µL Microlitre 

µM Micromolar 

q/h Quintals per Hectare 

 
 

  




