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Tulpina de bacterie care favorizeaza nodularea plantelor leguminoase

Prezentul brevet de inventie se refera la o tulpind de Paenibacillus
graminis care, aplicatd ca bioinoculant pentru tratamentul solului si/sau al
semintei, are o actiune de favorizare a formarii nodozitatilor fixatoare de azot la
plantele leguminoase

Sunt cunoscute tulpini de microorganisme care au o actiune de favorizare
a formarii nodozitatilor plantelor leguminoase. Brevetul EP0227336 descrie o
serie de caracteristici ale acestui tip de rizobacterii, respectiv chemotaxia fata de
asparagina; capacitatea ridicata de colonizare a radacinilor plantelor; stimularea
formarii nodozitatilor (cresterea numarului $i a masei nodulilor formati pe
radacinile plantelor); sporirea eficacitatii de fixare a azotului (marirea activitatii
acetilenreductazice). In urma aplicarii acestor criterii au fost selectate mai multe
tulpini apartinand speciilor Bacillus megaterium, Pseudomonas putida, Ps.
fluroescens, Serratia liquefaciens, Serratia fonticola. Respectivele tulpini au fost
depozitate la ATCC si brevetate ca tulpini de favorizare a nodularii (NPB -
nodulation promotion bacteria).

Tulpina de Bacillus cereus ATCC 53522 (brevet SUA 4 878 936) este
principalul component al unui procedeu biotehnologic de ameliorare a nodularii
radacinilor de legume. Tulpina Streptomyces lydicus WYEC 108 (prezentatd ca
un agent de control biologic de brevetul SUA 5 403 584) a fost descrisa si ca
avand o actiune semnificativa de stimulare a nodulérii plantelor de mazare
(Tokala et al., 2002, Appl. Environ. Microbiol. 68:2161-2171).

Brevetul SUA 5 484 464 prezinta o serie de tulpini de Penicillium bilaji
(cunoscut si ca Penicillium bilaii), cu numerele de depozit ATCC 22348, ATCC
18309 si ATCC 20851, care cresc beneficiile aduse productivitatii legumelor de
inocularea semintelor cu rhizobii.

Brevetul SUA 5 951 978 descrie tulpina SAB MKB de Azospirillum
brasilense (numar de acces NRRL B-30082), care are si capacitatea de a stimula
formarea nodozitatilor de catre plantele de fasole, lupin si soia inoculate cu tulpini
de Rhizobium specifice.

Prezenta inventie descrie o tulpind de Paenibacillus graminis FL400 (cu
numar de depozit NCAIM (P) B 001365) care, avand capacitatea de a se
dezvolta endofit in nodozitatile formate de plantele leguminoase cu rhizobiile,
reprezintd o solutie pentru: (i) stimularea formarii nodozitatilor la plantele de
leguminoase; (ii) cresterea eficientei fixarii biologice a azotului in nodozitati si (/i)
cresterea productiei agricole fara impact negativ asupra mediului.

Tulpina de Paenibacillus graminis FL400 prezinta urmatoarele avantaje:
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- cregtere bogata pe mediile uzuale, inclusiv pe cele cu polioli utilizate
pentru cresterea rhizobiilor;

- capacitate de a forma consortii microbiene de consens cu rhizobiile si
altor bacterii utilizate ca bioinoculanti datorité capacitatii de formare de
biofilme mixte i a producerii de glucani ciclici;

- stimularea cresterii plantelor de leguminoase (si in special a celor de
fasole).

Prezenta inventie se ilustreaza prin urmatorul exemplu.

Exemplu. Tulpina FL400 de Paenibacillus graminis a fost izolata din noduli
de pe radacinile unei plante de naut. Plantele de naut au fost prelevate dintr-o
cultura de naut amplasata in NE localitatii Unirea, la 44° 26’ 9,1" N si 27° 46’
11,4" E. Din nodulii recoltati de pe radacinile plantelor de naut s-au separat cei de
culoare roz, care au fost dezinfectati prin spalari repetate cu solutie 0,01% de
clorura de alchil-dimetil-benzil amoniu (obtinuta prin diluarea de 1000 ori a unei
solutii concentrate de dezinfectant tehnic 10%) si apa distilata sterila. Dupa
sterilizarea la suprafata nodulii au fost sfaramati aseptic in tampon fosfat salin
steril, In raport 1 g noduli la 10 ml TFS steril. Din suspensia rezultata s-au realizat
dilutii zecimale. Din dilutia 1:1000 s-au prelevat 0,1 ml, care au fost raspanditi
uniform cu spatula Drigalski pe suprafata unui mediu YEM — rosu de Congo.
Coloniile identificate prin nepreluarea colorantului au fost reluate si purificate prin
pasaje repetate pe mediu agarizat cu urmatoarea formula: manitol — 10 g/l;
K:HPO, - 0,5 g/l;, MgS0O,.7H,0 - 0,2 g/l, NaCl - 0,2 g/l, CaSO4 - 0,1 g/l, MnSO,
— 0,005 g/l; (NH4)>MoO,. 2H,0 — 0,002 g/I; extract de drojdii — 1 g/l, agar 20 g/l
pH 6,8.

Tulpina FL400 a prezentat o crestere abundenta pe mediul agarizat de mai
sus formand colonii netede, bombate, mucoase, cu margini bine delimintate.
Microscopic se prezinta ca bacili, de 0,5...1 x 3...4 ym, care apar izolati sau in
lanturi scurte. Celulele bacteriene ale acestei tulpini produc spori ovali -
elipsoidali, localizati in portiunea terminala a celulei sporulante. Au o coloratie
gram pozitiva. Coloniile formate pe nutrient agar sunt de culoare alb—crem,
netede, cu margini regulate si dimensiuni de 1...2 mm. Pe medii cu 2% glucoza
sau cu polioli produc exopolizaharide, iar coloniile sunt mucoase. Produc
catalaza si nu produc oxidaza. Hidrolizeaza esculina, iar nitratul este redus la
nitrit. In tulpina FL400 de Paenibacillus graminis este prezenta gena nifH, care
se evidentiaza fenotipic prin reducerea acetilenei la etilena.

Pentru evidentierea genelor nifH la bacteriile fixatoare de azot s-a procedat
la izolarea ADN-ul bacterian si la amplificarea genei nifH prin tehnica PCR,
folosind primerii nifH 40F si nifH 817R (Vinuesa si colab. 2005). Amestecul de
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reactie utilizat a fost urmatorul: 10x tampon PCR 2,5 ul; dNTP 5 pl: Primer nifH
40F (GGNATCGGCAAGTCSACSAC) 0,25 ;. Primer nifH 817R
(TCRAMCAGCATGTCCTCSAGCTC) 0,25 yl; Taq polimerazd 1 ul; MgCl, 2 pl;
BSA 0,5 pl; H,O 12,5 pl; ADN 1 pl. Volumul final de reactie a fost de 25 pl.

Programul de amplificare utilizat a fost de 30 cicluri de: denaturare 94 °C,
30 s; atasarea primerilor 55 °C, 30 s; extensie 72 °C, 60 s, urmata de o extensie
finald la 72 °C pentru 7 min. In final s-a procedat la detectarea genelor nifH prin
electroforeza in gel de agaroza de 1%, demonstrandu-se ca tulpina FL400
contine aceasta gena.

Principalele caracteristici fenotipice sunt prezentate in tab.1 comparativ
pentru tulpina FL400 (cu numar de depozit NCAIM (P) B 001365) si tulpina tip
RSA-19 (ATCC BAA-95, BCCM/LMG 19080).

Tab.1. Caracteristicile fenotipice ale tulpini FL400 de Paenibacillus
graminis, comparativ cu tulpina tip RSA-19 (ATCC BAA-95, BCCM/LMG 19080).

[ . ) Tulpina tip RSA-19 Tulpina
Caracter fiziologic ATCC BAA-5, BECMILMG 19080 | FL400
Crestere anaeroba + +
Oxidaza - -
Reducere nitrati +
Gas din carbohidrati +
Acid din;

Metil a-D-glucozida + +
Metil a-D-manozida - -
D-Arabinoza - -
D-Xiloza + +
Glicerol + +
Inulina v +
L-Arabinoza + +
Lactoza + + |
Manitol + +
Melezitoza + +
Ramnoza -

Riboza - -
Metil D-xilozida + +
Trehaloza +

Crestere la:

5°C v +

10 °C + +
Continut GC (mol%) 5241 524 |

Pentru incadrarea taxonomica exacta a tulpinii FL400 s-a procedat la
secventierea genei care codifica pentru ARN-ul ribozomal de 16S (16S rADN).
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Izolarea ADN-ului bacterian s-a realizat conform urmatorului procedeu:
- s-au adus 25yl solutie NaOH 0,5N peste 0, 1ul de sediment bacterian;
- s-aincubat la temperatura camerei timp de 15 minute;
- s-au adaugat 25ul tampon TRIS (pH=8) si 300l apa distilata;
- s-a centrifugat la 10000g;
- s-a separat si s-a pastrat supernatantului (care contine ADN-ul) la
temperatura de - 20°C;
- pe un alicot din ADN-ul izolat s-a evidentiat puritatea ADN-ului prin
electroforeza in gel de agaroza de 1%;
Amplificarea segmentelor de gene 16S rADN prin tehnica PCR s-a realizat
prin folosirea primerilor 27Forward respectiv 1492Reverse, care au
caracteristicile descrise in tab. 2.

Tab. 2. Caracteristicile primerilor folositi pentru amplificarea segmentelor
de gene 16S rADN priun tehnica PCR

T

. Lungime
Der_uumlre Structura* (perechi de Im cf:C
primeri baze - pb) (°C) (%)
27F | 5 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3 20 | 542 | 47.5
1492R | STACGGYTACCTTGTTACGACTTS | 22 j 5’751 1%%

*M=AsauC; Y=CsauT

Amestecul de reactie pentru PCR este cel de mai jos: 10x PCR buffer 5 pi;
1mM dNTP 10 pl; Primer 27F (32,5uM) 0,5 pl; Primer 1492R (32,5uM) 0,5 pl;
Taq polimeraza 1 pl; 25mM MgCl; 4 pl; H2O 28 ul; ADN - 1 pl. Volum final a
fost de 50 pl. Programul de amplificare folosit a fost denaturare 94 °C, 30 s;
atasarea primerilor 55 °C, 30 s; extensie 72 °C, 60 s, urmata de o extensie finala
la 72 °C pentru 7 min. Dupa amplificare s-au evidentiat produsii de amplificare
(16S rADN) prin electroforeza in gel de agaroza 1%.

inainte de secventiere a fost utilizat kitul de secventiere ciclicd a ADN-ului
AmpliTaq® FS Big Dye ™ Terminators (Applied Biosystems). Amestecul de
reactie utilizat a fost urmatorul: 5x Big Dye buffer 3 pl; Big Dye 2 ul; Primer
519Reverse 1 pl; ADN 7 ul; H20 7 pl. Volumul final a fost de 20 pl.

Precipitarea cu etanol a 16S rADN-ului amplificat s-a realizat dupa
urmatorul procedeu:

a) S-a facut un premix cu urmatoarea compozitie: etanol absolut 62,5 pl; H20
14,5 pl; acetat de sodiu 3 pl; ADN 20 pl. Volum final al premix-ului rezultat a fost
de 100 pi;

b) s-a agitat premixului;
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C) s-a incubat la temperatura camerei timp de 15 minute;
d) s-a centrifugat (14000 rpm, 20 de minute, 4°C);

e) s-a indepartat supernatantul;

f) s-au adaugat 250ul etanol de 70%;

g) s-a agitat;

h) s-a centrifugat (14000 rpm, 10 de minute, 4°C);

i) s-a indepartat supernatantul;

f) s-a uscat in centrifuga (sub vid) - timp de 15-20 minute.

Secventierea 16S rADN a fost realizatd cu metoda Dye Terminator
Cycle Sequencing (Perkin Elmer, 1998), folosind un secventiator automat de tip
ABI PRISM 310 (Perkin EImer) . Secventele rezultate au fost analizate folosind
programul CHROMAS 2.33 (Technelysium Pty Ltd). Compararea secventelor
16S rADN obtinute cu secventele existente in Banca de gene NCB/ (National
Center for Biotechnology Information) s-a realizat cu ajutorul programului BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool). BLAST este un algoritm utilizat de o familie
de cinci programe care vor alinia secventa data fata de secventele deja introduse
in baza de date moleculara. Sunt folosite metode statistice pentru a aprecia
semnificatia potrivirilor. Alinierile raportate (adica secventele din baza de date
care pot fi identice cu secventa datd) sunt raportate in ordinea semnificativitatii,
respectiv a gradului de similaritate. Daca similaritatea secventelor 16S rADN al
bacteriilor studiate cu secventele existente in banca de gene este mai mare de
99%, atunci tulpinile pot fi considerate ca facand parte din aceeasi specie.

Pe baza rezultatelor compararii secventelor 16S rADN a tulpinii FL400 cu
secventele existente in Banca de gene NCBI/ (folosind programului BLAST) s-a
demonstrat ca tulpina apartine speciei Paenibacillus graminis. Secventele 16S
rADN a tulpini FL400 (464 perechi de baze) prezinta o asemanare de peste
99,7% cu secventa tulpinii bacteriene Paenibacillus graminis IM-2 din Banca de
gene NCBI (nr. de referinta: AB28571-  hitp://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/
viewer.fcgi?db=nuccore&val=170172237), tulpina fixatoare de azot, care a fost
izolatd in Japonia (Nagashima si Uozumi 2008), din spatiul intercelular al
radacinii plantei Poa acroleuca.

Specia bacteriana Paenibacillus graminis a fost descrisa tn anul 2002 de
catre Berge si colab. (Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 52, 697-616), tulpina tip fiind
consideratd RSA-19 (ATCC BAA-95, BCCM/LMG 19080).

Lungimea si compozitia nucleotidica a secventei 16S rADN (464 perechi
de baze) de la tulpina FL400 de Paenibacillus graminis (descrisa in cadrul
acestui brevet) care a fost utilizatd pentru incadrarea taxonomica este prezentata
in tab. 3.
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Tab.3. Lungimea si compozitia nucleotidicad a secventelor 16S rADN
tulpina FL400 de Paenibacillus graminis utilizata pentru incadrarea taxonomica.

a

Lungimea secventei

16S rADN obtinut Compozitia nucleotidica a secventei 16S rADN
| (perechi de baze - pb)

CTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAATACATGCAAGTCGAGCGGAT
TTACTGGAGTGCTTGCACTCCAGTAGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACG
TAGGCAACCTACCCTCTAGACTGGGATAACTACCGGAAACGGTAGCTAATACCG
GATAATTCCCTGACCCTCCTGGGCTAGGGATGAAAGGCGGAGCAATCTGCTGC
464 pb TAGAGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAA
GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGG

J CGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAA
‘ AGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGTCCGGTAGAGTAACTGCT

Capacitatea tulpinii FL400 de a produce glucani ciclici a fost determinata
printr-o analiza de cromatografie in strat subtire. Tulpina de Paenibacillus
gramins FL400 a fost crescuta pe mediu lichid cu 2,0% amidon solubil (Merck);
0,5% polipeptone (Oxoid); 0,5% extract drojdie (Oxoid); 0,1% K;HPO,4 (Merck);
0,02% MgS0O,4 x 7H20 (Merck) 1,0% Na,COj3; (Merck), timp de 24 ore, la 28 °C si
la o rata de agitare de 120 rpm. Celulele au fost separate prin centrifugare (4 °C,
10,000 g, 30 min), iar supernatantul a fost recuperat si uscat la vid. Reziduul sec
s-a reluat in 70% etanol (1 ml de etanol pentru fiecare 10 mg de extract) si s-a
centrifugat din nou (4 °C, 5,000 g, 20 min). Din supernatantul etanolic s-a
realizat o separare prin cromatografie in strat subtire pe placi de silica gel-60
(Merck) cu maestec 1-butanol / etanol / apa (5:5:4, vol/vol). Glucanii ciclici au fost
relevat prin incubarea placilor pentru 10 min la 125°C , dupa scufundarea placii
in solutie de 5% acid sulfuric in etanol. S-a lucrat cu etaloane substante pure
provenite de Sigma-Aldrich, identificarea facandu-se prin Rf comun etaloane -
compusi din extract. Testul a dovedit ca tulpina FL400 produce glucani ciclici cu
16 .. 18 reziduuri glucozil legate prin legaturi p-1,2 glicozidice.

Capacitatea tulpinii FL400 de a forma bioilme a fost testata prin tehnica
cultivarii pe microgodeuri, singuri sau Tn culturd mixta cu tulpini de rhizobii.
Testele au dovedit ca bacteriile FL400 au capacitatea de a forma biofilme, atat in
cultura pura cat si in cultura mixta cu rhizobiile.

S-a testat influenta tulpinii FL400 de Paenibacillus graminis asupra
numarului de noduli $i a dezvoltarii acestor noduli la plante de fasole, soia $i
mazare provenite din seminte inoculate cu rhizobii specifice.

Tulpinile de rhizobii specifice pentru plantele de fasole, soia si mazare
(Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli FL220; Bradyrhizobium japonicum
S0600, respectiv Rhizobium leguminosarum bv. viciae Mz269) au fost cultivate
timp de 4 zile (tulpinile de Rhizobium), respectiv 7 zile (tulpina de
Bradyrhizobium), la temperatura de 28°C, pe eprubete cu mediu agarizat inclinat
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cu urmatoarea compozitie: manitol — 10 g/l; K;HPO4 — 0,5 g/I; MgSO4. 7H,0 - 0,2
g/l; NaCl - 0,2 g/l; CaSO4 — 0,1 g/l, MnSO,4 - 0,005 g/I; (NH4)2M0oO,4. 2H,0 -
0,002 g/l; extract de drojdii — 1 g/l, agar 20g. Tulpina FL400 a fost crescuta pe
eprubete cu mediu agarizat inclinat cu aceeasi compozitie. In eprubetele pe care
au crescut tulpinile de testat s-au adaugat cate 5 ml de tampon fosfat salin steril.
S-a omogenizat, iar din omogenizat s-au prelevat 0,1 ml care au fost diluati
aseptic pana la o densitate optica de 0,5 la 660 nm. Din dilutia normalizata la
DOeso s-a prelevat cate 1 mi, care a fost folosit pentru inocularea aseptica a 100
boabe de fasole, soia sau mazare. Boabele de fasole (cv. Avans), soia (cv.
Atlas) si mazare (cv. Diana) au fost sterilizate in prealabil la suprafata prin spalari
succesive cu hipoclorit 2%, alcool etilic 30% si apa distilata sterila.

Boabele inoculate au fost depuse apoi in vase Leonard cu perlit irigat cu
mediu lipsit de azot. Plantele rezultate au fost crescute in conditii controlate
(temperatura de 22°C+ 0,2°C, iluminare 12 ore pe zi cu 250 umol fotoni m?2s™).
Dupa 20 de zile de cultivare s-au recoltat nodulii plantelor de fasole, soia sau
mazare. Spalarea radacinilor s-a efectuat deasupra unei site cu ochiuri mai mici
de 0,25 mm, pentru a se recupera eventualele nodozitati desprinse prin spalare.
Nodulii formati pe radacinile plantelor au fost numarati, uscati la 105°C si apoi
cantariti cu precizie (+0,1 mg).

Mediul fara azot pe care au fost cultivate plantele de leguminoase a fost
mediul nutritiv Crone modificat de Bryan (Hewit, 1965), a carui formula este
prezentat Tn tab.4 (macroelemente nutritive), la care se adauga S5 ml/l din solutia
de (oligo si microelemente nutritive) prezentata in tab. 5.

Tab. 4. Solutia nutritivda Crone modificata de Bryan (solutie nutritiva fara
azot), utilizata pentru cultivarea plantelor inoculate cu rhizobii.

j _ .

. - grame /| mg/l — ppm (solutia
Sare minerala Formula finald )

| Clorura de potasiu KCI 10,0g 393,3 ppm, K

' Sulfat de calciu CaS0O,*2(H,0) [254 116,3 ppm, Ca

| Sulfat de magneziu MgSO,+7(H,0) [2,5¢g 18,5 ppm, Mg

| Fosfat tricalcic Cai(POy4)2 25¢g 80,2 ppm, P

| Fosfat feric cu citrat de fer | 2549 | 26,2 ppm, Fe

Tab. 5. Solutia de oligo $i microelemente care se adauga la solutia Crone

Sare minerala Formula grame /1 | mg/l - ppm (in solutia finala ) |

Acid boric HsBO; 0,57 0,50 ppm B 4

' Sulfat de mangan MnSO, « H,0 0,31 0,50 Mn ]
| Sulfat de zinc ZnSO, - 7(H,0) [0,09 0,10 Zn
| Sulfat de cupru CuSO, * 5(H,0) [0,08 0,08 Cu
' Molibdat de sodiu | Na;M0oQ,.2H,0 | 0,098 0,04 Mo
| Clorura de cobalt CoCl, « 6(H0) 0,0008 0,001 Co
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Rezultatele experimentului realizat sunt prezentate in tab.6. Aceste
rezultate demonstreaza faptul ca tulpina FL400 stimuleaza formarea nodozitatilor
la plantele de leguminoase, atat prin cresterea numarului de noduli cat si prin
acumularea de mai multa biomasa uscata in acesti noduli.

Tab. 6. Influenta tratamentului cu tulpina FL400 de Paenibacillus graminis
asupra numarului si dezvoltarii nodulilor formati pe radacinile plantelor de
leguminoase inoculate cu rhizobii.

Varianta experimentala __per planta nodulilor (mg/planta)

Numar noduli | Masa uscata totala a |

Phaseolus vulgaris cv. Avans — Rhjzobium

lequminosarum bv. phaseoli FL220 473286 546273

]

Phaseolus vulgaris cv. Avans — R.
leguminosarum bv. phaseoli FL220 — 64673 141,2+ 18,3
Paenibacillus graminis FL400

Glycine max cv. Atlas - Bradyrhizobium

Jjaponicum SOB00 273+126 67,3+15,3
Gl o Ao B eSO p5ras | tesasa
oum seivum o, Dl Wnzmim
P o o Dire % IO 5252113 | 11702200

Pentru a se demonstra cresterea eficientei fixarii biologice a azotului in
nodozitatile formate sub influenta co-inoculdrii cu tulpina FL400 s-a realizat un
experiment in care s-a folosit o tulpina Mz269 de Rhizobium leguminosarum bv.
viciae, care are un spectru mare de gazde. S-a testat eficienta fixarii azotului in
nodozitatile formate de tulpina Mz269 cu urmatoarele specii de leguminoase:
Vicia hirsuta (cosita); Vicia sativa (mazariche de primavara); Vicia villosa
(mazariche de toamna, mazariche paroasa); Pisum sativum (mazare); Lathyrus
pratensis (lintea pratului), aplicata singura sau co-inoculata cu tulpina FL400.
Tulpinile (Mz. 269 si FL400) au fost cultivate timp de 3 zile, temperatura de 28°C,
pe eprubete cu mediu agarizat inclinat (mediu agarizat cu compozitia conforma
celei descrise mai sus). In eprubetele pe care au crescut tulpinile de testat s-au
adaugat cate 5 ml de tampon fosfat salin steril. S-a omogenizat, iar din
omogenizat s-au prelevat 0,1 ml care au fost diluati aseptic pana la o densitate
optica de 0,5 la 660 nm. Din dilutia normalizata la DOeso s-au prelevat 0,1 ml care
au fost depusi pe radacinile unor plantule de 5... 6 mm, rezultate din seminte de
leguminoase (speciile descrise mai sus), sterilizate la suprafata prin spalari
succesive cu hipoclorit 2%, alcool etilic 30% si apa distilata sterila. Semintele
sterilizate au fost germinate in prealabil timp de 2 zile pe apa agarizata, in conditii
aseptice. Plantulele inoculate au fost cultivate apoi in pungi de crestere sterile
(furnizate de Mega International), care contineau mediu semiagarizat lipsit de
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azot. Mediul semiagarizat fara azot pe care au fost cultivate plantulele de
mazariche paroasa a fost mediul nutritiv Crone modificat de Bryan (Hewit, 1965),
a carui formuld este prezentat in tab.4 (macroelemente nutritive), la care se
adauga 5 ml/l din solutia de (oligo si microelemente nutritive) prezentata in tab. 5
$i se agarizeaza cu 10 g/l.

Pungile de crestere cu mediu de cultura fara azot semiagarizat si plantule
inoculate au fost depuse pe standurile lor de crestere, invelite in folie de staniol si
trecute intr-o camera de crestere. Plantele au fost crescute in conditii controlate
(temperatura de 22°C+ 0,2°C, iluminare 12 ore pe zi cu 250 pmol fotoni m2s™).
Dupa 20 de zile de cultivare s-au recoltat nodulii plantelor de mazariche paroasa.
Spadlarea radacinilor s-a efectuat deasupra unei site cu ochiuri mai mici de 0,25
mm, pentru a se recupera eventualele nodozitati desprinse prin spalare.
Nodozitatile radiculare proaspat recoltate de pe fiecare planta au fost cantarite cu
precizie (+1 mg) si s-au repartizat in doua parti egale.

O prima parte s-a introdus imediat intr-un flacon de sticla brun de 1000 mli,
prevazut cu dop de cauciuc fixat cu dop metalic Tnsurubat (flacon vaccin) care
continea 25 ml solutie glucoza 1% in tampon TRIS-HCI pH=7,4 si acetilena la o
presiune partiala (Pacetiena) de 0,1 atm.

Presiunea partiala de acetilena s-a realizat prin injectarea a 100 ml
acetilena intr-un flacon de 1000 ml, cu ajutorul unei seringi de 10 ml, prin dopul
de cauciuc al flaconului. S-a incubat 4-8 ore la temperatura de 20°C. La
terminarea perioadei de incubare, din flacoane s-au prelevat volume bine
determinate de gaz cu ajutorul unor (micro)seringi prin dopul de cauciuc al
flaconului. Probele de gaz s-au injectat in injectorul unui gaz-cromatograf, in
capul unei coloane cromatografice de 1,5....2 x 2....2,5 m, umpluta cu Porapak N
si mentinuta la 50°C. S-a utilizat azotul ca gaz purtator, iar detectarea etenei si a
acetilenei s-a realizat cu un detector de ionizare in flacara.

In cea de a doua parte a nodozitatilor s-a determinat leghemoglobina cu
ajutorul metodei piridina — hemocrom, descrisa de Appleby si Bergersen (1980) si
proteina totald cu reactiv Bradford (1976), dupa extragerea proteinelor totale in
tampon fosfat salin. Rezultatele experimentului sunt prezentate in tab. 7. Aceste
rezultate demonstreaza rolul co-inoculdrii cu Paenibacillus graminis FL400 in
cresterea eficientei fixarii biologice a azotului in nodozitatile plantelor de
leguminoase.

Pentru a se stabili efectul fitostimulator al tulpinii FL400 asupra plantelor
de fasole a fost realziat un experiment in care s-au inoculat 1 ml de suspensie
bacteriana din tulpina FL400 (preparat ca mai sus, dupa crestere pe mediu
agarizat cu manitol ca sursa de carbon) peste 100 boobe de fasole (cv. Avans)
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sterilizate. Boabele de fasole au fost trecute apoi pe ghivece cu perlit umectat cu
solutie nutritiva Arnon.

Tab. 7. Influenta co-inoculérii cu tulpina FL400 de Paenibacillus graminis
asupra eficientei fixarii azotului in nodozitatile formate de diferitele plante gazda
cu o tulpina de Rhizobium leguminosarum bv. viciae (Ribv Mz269).

" L <1 Activitate Proteina
[ Nodozitat) Leghemoglobind’ | ofilenreductazica? | totala nodul?®
Vicia hirsuta (cosita) - Ribv
\Mzzeg 77.1b 69,7b 9,2b
| Vicia hirsuta (cositd) - RIbv
M2269 — P. graminis FL400 102,8a 1032a | 127%a
Vicia sativa (méazariche de
rimavars) - Rlbv Mz269 793ab | 76,52 e
Vicia sativa (mazariche de
primavara) - Ribv Mz269 - P. 93,3a 96,5a 11,8a
graminis FL400
Vicia villosa (mazariche de
toamna) - Ribv Mz269 64,5b 67,80 9.8b
Vicia villosa (mazariche de
toamna) - RIbv Mz269 - P. 87,5a 84,8b 12,8a
graminis FL400
Pisum sativum (mazare) - 1
Ribv Ribv Mz269 57,2¢ 62 4c 7.6c
( Pisum sativum (mazare) - N
Ribv M2z2269 - P. graminis 77.2ab 87.4b 9,5b
FL400
Lathyrus pratensis (lintea
ratului) - Ribv M2269 69,7ba 76,3 7.9¢
Lathyrus pratensis (lintea
pratului) - Rlbv Mz269 - P. 89,7a 96,3a 12,9a
raminis FL400 |

1- nmol hem/g nod sp; 2- uM etena/g nod su ora; 3 - mg prot/g nod su. Valorile urmate de
aceeasi litera nu difera semnificativ pentru P<0,05. Valorii medii rotunjite la o zecimala, obtinute
din cel putin patru repetitii.

Plantele rezultate din boabele inoculate au fost crescute in conditii
controlate (temperatura de 22°Ct 0,2°C, iluminare 12 ore pe zi cu 250 pmol
fotoni m‘zs") timp de 30 zile. Rezultatele experimentului sunt prezentate in tab.
8. Aceste rezultate demonstreaza ca tulpina FL400 are un efect de stimulare a
dezvoltarii plantelor de fasole.

Efectul (co)inocularii cu tulpina FL400 asupra productiei de fasole s-a
determinat in cadrul unor experimente de camp amplasate la ICDPP (Bucuresti —
Baneasa).

Aplicarea microorganismelor s-a realizat in conditii controlate. S-au realizat
2 litri de solutie (de aplicare) cu urmatoarea compozitie: 3,0 g/l zaharoza; 0,5 g/l
KoHPOy4; 0,2 g/l MgS0O,4.7H,0; 0,1 g/l NaCl; 0,1 g/l extract de drojdie; 0,5 g/l
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glutamat de sodiu, 0,2g/l K;MoO,. Ingredientele au fost dizolvate pe rand in apa
dura standard (considerata in literatura de specialitate ca fiind un etalon pentru
apa de fantana). Apa dura standard s-a obtinut prin amestecarea a 68,5 ml
solutie A cu 17 ml solutie B intr-un berzelius de 1000 ml. S-a diluat apoi cu circa
800 ml apa distilata si s-a adus pH-ul 1a 6 ... 7 prin addugare de NaOH 0,1 N. S-a
transferat intr-un vas cotat de 1000 ml si s-a adus la semn cu apa distilata.

Tab. 8. Efectul tratamentului cu Paenibacillus graminis FL400 asupra
dezvoltarii plantelor de fasole.

. ) . Inaltimea plantei de [ Masa uscata a plantelor
Varianta experimentala

l
| fasole B de fasole (mg) J
726 + 52 1

Martor, boabe de fasole
| neinoculate 47367 ‘
Baobe de fasole inoculate cu P. !
i FLAOD | 62,5+3,5 J 1280 + 67 J

Solutiile A si B folosite pentru prepararea apei dure standard s-au preparat
dupa cum urmeaza.

Solutia A s-a preparat astfel: S-au cantarit 4 g carbonat de calciu si s-au
transferat intr-un flacon conic de 50 ml, cu o cantitate minima de apa distilata. S-
au adaugat incet 82 ml HCI 1 N, agitand continutul. Cand tot carbonatul de calciu
s-a dizolvat, s-a diluat solutia la circa 400 ml cu apa distilata si s-a fiert pentru
eliminarea CO,. S-a racit solutia i apoi s-au adaugat 2 picaturi solutie rosu de
metil si s-a neutralizat cu solutie de amoniac 1 N pana la culoare intermediara
portocalie. S-a transferat cantitativ intr-un balon cotat de 1000 ml, s-a adus la
semn cu apa distilata si apoi s-a transvazat pentru pastrare intr-un flacon de
polietilena.

Solutia B s-a preparat astfel: s-au cantarit exact 1,613 g oxid de magneziu
si s-au transferat intr-un flacon de 500 ml cu o cantitate minima de apa distilata.
S-au adaugat 82 mi HCI 1 N. S-a reincalzit incet pana la dizolvare, s-a diluat la
circa 400 ml cu apa distilata si s-a fiert pentru eliminarea CO,. S-a racit solutia $i
apoi s-au adaugat 2 picaturi solutie rosu de metil si s-a neutralizat cu o solutie de
amoniac 1 N pana la culoare intermediara portocalie. S-a transferat cantitativ intr-
un balon cotat de 1000 ml, s-a adus la semn cu apa distilata si s-a transvazat
pentru pastrare intr-un flacon de polietilena.

In aceasta apa dura standard s-au adaugat suspensii de microorganisme
continand 10° ufc ml, obtinute prin cultivarea pe medii lichide a tulpinilor testate
(Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli FL220 si Paenibacillus graminis FL400).
Raportul de diluare al suspensiilor in apa dura a fost de 1:10. Suspensia diluata a
fost apoi inoculata pe boabe de fasole (cv. Avans), in raport de 0,1 | la 10 kg
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boabe, corespunzand unei inoculari de 105 ufc pentru fiecare bob de fasole.
Experienta a fost amplasata in patrat latin, pe parcele de 9,6 mp. Rezultatele sunt

prezentate in tab. 9.

Tab. 9. Influenta co-inocularii cu Paenibacillus graminis FL400 asupra

productiei de fasole boabe.

\ Varianta experimentala ﬁg{?;/ga %nz&o?e Sﬁiglg-j
{ Martor neinoculat ] 752 100% ]
Inoculat cu P. graminis FL400, 10° ufc/bob 1020 135,64%
| Inoculat cu R. leguminosarum bv. phaseoli 812 107,98% )

\ FL200, 10° ufc/bob

FL200, 10° ufc/bob si P. graminis FL400, 10°

(Inoculat cu R. leguminosarum bv. phaseoli
ufc/bob

1080 143,62%J
\ 1

[ I B

Rezultatele demonstreaza ca inocularea cu tulpina FL400 de Paenibacillus
graminis este mai eficienta decat inocularea cu o tulpina specifica de rhizobii in
cresterea productiei de fasole boabe. Aceasta crestere de productie agricola se
realizeaza prin utilizarea durabila a unor resurse regenerabile — $i deci cu un

impact redus asupra mediului.
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Revendicari

1. Tulpina de Paenibacillus graminis FL400, cu numar de depozit NCAIM (P) B
001365, caracterizatd prin aceea ca are capacitatea de a se dezvolta endofit in
nodozitatile formate de plantele leguminoase cu rhizobiile, stimuleaza formarea
nodozitatilor pe radacinile plantelor de leguminoase, creste eficienta fixarii biologice a
azotului Tn nodozitati si determina cresterea productiei agricole la culturile de
leguminoase.
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