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(57) Rezumat:

Prezenta inventie se referd la o tulpin& deBacillus sub-
tilis Usa2, numar de depozit DSMZ 23654, pentru com-
baterea agentilor patogeni din sol, stimularea cresterii
plantelor si biodegradarea controlatd a materialului
vegetal din cadrul sistemelor de agriculturd conser-
vativa, care exercitd actiuni benefice asupra plantelor
de cultura, datorita activitatii de protectie fatd de ciu-
perci fitopatogene de sol Fusanium graminearum,
Alternaria spp, Botrytis cinerea, Sclerotinia
sclerotiorum, Sclerotium cepivorum, Gaeumarnnomyces
graminis, Phytyum debaryanum, Verticillium dahliae,
Rhisoctonia solani, Fusarium oxysporum f.  sp.

radicis-lycopersici, Sclerotium bataticola, a producerii in
situ de factori de crestere pentru plante si a capacitafii
de degradare controlatd a materialului vegetal, cu
formare de poliamine, compusi care cresc rezistenta
plantelor la stresurile biotice si abiotice. Aceste actiuni
benefice se concretizeaza prin sporuri de productie la
floarea-soarelui, realizate n conditile unui sistem
agricol conservativ, in care sunt reduse costurile de
productie aferente folosirii erbicidelor si ar&turii
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TULPINA DE BACILLUS SUBTILIS CU ACTIVITATE DE COMBATERE A
AGENTILOR FITOPATOGENI DIN SOL, STIMULARE A CRESTERII PLANTELOR
S| BIODEGRADARE CONTROLATA A MATERIALULUI VEGETAL

Prezenta inventie se refera la o noua tulpina de Bacillus subtilis, care este
destinatd combaterii agentilor fitopatogeni din sol, stimularii cresterii plantelor si
biodegradarii controlate a materialului vegetal in cadrul sistemelor de agricultura
conservativa, inclusiv a celor pe baza de mulci vegetal provenit din culturi verzi de
protectie.

Sunt cunoscute mai multe tulpini de Bacillus subtilis care au activitate de
combatere a agentilor fitopatogeni. Brevetul WO 2007/043771 se refera la
compozitii pentru prevenirea bolilor plantelor pe baza tulpinilor KCCM 10639 sau
KCCM 10640 de B. subtilis si un procedeu de aplicare a acestor compozitii. O serie
de brevete SUA (6 060 051, 6 103 228, 6 291 426 si 6 417 163) protejeaza tulpina
AQ / QST 713 de B. subtilis (cu numar de depozit NRRL BO-21661) care este inalt
producatoare de antibiotice si cu un spectru larg de activitate insecticida,
antifungica si antibacteriana.

De asemenea au fost descrise pana in prezent mai multe tulpini de Bacillus
subtilis care au concomitent activitate de combatere a agentilor fitopatogeni si de
stimulare a cresterii plantelor. Cererea de brevet SUA 2008/0152684 descrie o
tulpina de B. subtilis WGB-14 (numar de depozit NRRL B-30954), care prezinta
atat activitate de stimulare a cresterii plantelor (datoritd producerii de metaboliti
volatili, ca de ex. acetoina si 2,3 butandiol) cat si activitate antagonista fata de
ciuperci fitopatogene (Pythium aphanidermatum, Rhizoctonia solani, Colletotrichum
gloesporoides, Sclerotium rolfsiiy si fatd de bacterii fitopatogene (Xanthomonas
axenopodis pv. citri, X. axenopodis pv. vesicatoria, Xanthomonas oryzae pv.
oryzae). Brevetul SUA 7 211 428 expune o tulpina de B. subtilis (numar de depozit
MTTC 5130) cu caracteristici de inhibarea a cresterii ciupercilor patogene
(Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Fusarium semitectum, Pythium
aphanidermatum, Curvularia andropogonis, Alternaria alternata, Colletotrichum
acutatum, Colletotrichum capsici, Colletotrichum gloeosporiodes, Corynespora
cassiicola, Thielavia basicola) si care stimuleaza dezvoltarea plantelor de cultura
(de geranium si piretru).

Nu s-au descris pana in prezent tulpini de Bacillus subtilis care sa aiba
concomitent activitate de antagonism fata de agentii fitopatogeni din sol, de
stimulare a cresterii plantelor si de biodegradare controlata a materialului vegetal.
Astfel de tulpini sunt necesare sistemelor de agricultura conservativa. In cadrul
acestor sisteme lucrarile mecanice ale solului sunt reduse, iar solul este acoperit
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cu cel putin 30% resturi vegetale. Sistemele de agriculturd conservativa reduc
eroziunea solului, si poluarea apelor, de suprafatd si din panza freatica, dar au
dezavantajul ca mentin solul rece, reducand germinatia $i dezvoltarea plantelor
cultivate, si favorizadnd dezvoltarea agentilor de daunare, In special ciuperci
fitopatogene cu spectru larg de actiune.

In cadrul acestor sisteme de agricultura conservativa tulpinile de Bacillus
subtilis care prezinta concomitent activitate de antagonism fata de agentii
fitopatogeni din sol, de stimulare a cresterii plantelor si de biodegradare controlata
a materialului vegetal ar contribui la iniaturarea dezavantajului mentionat mai sus,
pentru ca ar inhiba agenti fitopatogeni din sol, ar stimula dezvoltarea plantelor de
cultura si ar asigura un management durabil al resturilor vegetale.

Tulpina B. subtilis Usa2 (numar de depozit DSMZ 23654) prezinta un
spectru larg de actiune antifungica fata de ciupercile de sol fitopatogene, o
activitate de stimulare a cresterii plantelor si de biodegradare controlata a
materialului vegetal.

Tulpina B. subtilis Usa2 prezinta urmatoarele avantaje:

- crestere bogata pe medile uzuale utilizate pentru cresterea bacililor

gram poazitivi sporulati;

- formarea de spori cu viabilitate indelungata;

- capacitate de a modula formarea consortiilor microbiene de consens cu
alte bacterii utilizate in biopreparate mixte datorita activitatii lactonazice
prin care influenteaza semnalele AHL implicate in realizarea sensibilitatii
de grup;

- spectru larg de actiune impotriva atacului ciupercilor fitopatogene de sol;

- stimularea cresterii plantelor de cultura

- biodegradare controlata a materialului vegetal, cu formare de compusi
care cresc rezistenta plantelor la stress-urile biotice si abiotice de tipul
poliaminelior.

Prezenta inventie se ilustreaza cu exemplul prezent mai jos.

Exemplu. Tulpina Usa2 de Bacillus subtilis a fost obtinuta la Institutul de
Cercetare-Dezvoltare pentru Protectia Plantelor, Bucuresti, din rizosfera unei
plante de usturoi provenita din zona de sud a Olteniei. Pentru izolarea bacteriei s-a
utilizat agar nutritiv ( peptona — 5g/l, extract de carne — 3g/l, agar — 20g/l, la 1000
ml apa; pH 6.8-7.2), iar pentru cultivare s-a utilizat mediul Luria-Bertani agarizat
(LBA: bactotriptona — 10g/l, extract de drojdie — 5g/l, NaCl — 10g/l, agar — 20g/l, la
1000 ml apa; pH 7.5.), la 0 temperatura optima de incubare de 28°C.

Aceasta tulpina a fost selectata dintr-o colectie de peste 150 izolate de bacili

sporulanti gram-pozitivi. In vederea incadrarii taxonomice, tulpina Usa2 a fost
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caracterizata pe baza unei taxonomii polifazice, respectiv a combinarii caracterelor
morfologice (tab. 1), cu cele fiziologice (tab. 2) si cu cele moleculare (secventa
16S rADN, tab. 3).

Tab. 1. Morfologia coloniilor de Bacillus subtilis Usa2 pe diferite medii dupa
cultivare timp de 24 ore.

Mediul utilizat Morfologia coloniilor tulpinii Usa2
culoare aspect exterior dimensiuni (24h)
mediul cu decoct rugoase, margini
de cartof - glucoza - | brune | neregulate sub forma de colonii mari
agar (CGA) filamente
Medii . rugoase, centrul
gelifia_te g:ggj ((;)t;:fxter:;;ge) crem proeminent, incretit, colonii mari
semi- margini neregulate
sintetice mediul cu decoct crem- rugoase, margini colonii medii
de fasole brun neregulate
mediul cu extract crem- rugoase, margini . .
de sol brun neregulate colonii medi
Medii rugoase, margini
solide | felii de cartof sterile b neregulate, centru cu " .
run g colonii mari
naturale rugozitati fine
mediul cu decoct pelicula fina la suprafata,
Medii | de cartof - glucoza ) rugoasa, turbiditate slaba i
lichide | mediu cu extract de pelicula fina la suprafata,
carne ] rugoasd, turbiditate slaba }

Tab. 2. Caracteristicile fiziologice ale tulpinii Usa2.

Testul biochimic Usa2
Reactia Gram +
Reactia Voges-Proskauer
Hidroliza amidonului
Hidroliza gelatinei
Reducerea NO;—»>NO,
Crestere anaeroba
Catalaza
Sursa de carbon;
malonat
citrat
propionat
tartrat
trehaloza
glucoza
Acidifica:
xiloza
glucoza
arabinoza
manitol
rafinoza
celobioza
Toleranta la NaCl 7%
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Identificarea pe baza secventei 16S rADN (tab.3) s-a realizat prin aplicarea
unui protocol de lucru caracterizat prin urmatoarele etape: obtinerea de culturi pure
— colonii izolate, tehnica insamantarii prin epuizarea ansei; extractia ADN-ului
bacterian; electroforeza in gel pentru detectarea ADN-ului; amplificarea secventei
16S rADN prin tehnica PCR si electroforeza in gel; purificarea ADN-ului ribozomal;
amplificare enzimatica a acizilor nucleici inainte de secventializare; precipitarea si
uscarea ADN-ului codificand pentru 16sRNA. Secventierea nucleotidica a fost
realizatd cu metoda Dye Terminator Cycle Sequencing (Perkin Eilmer, 1998),
folosind un secventiator automat de tip ABI PRISM 310 (Perkin Elmer).
Secventele 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).

Tab. 3. Identificarea tulpinii pe baza similaritatii secventei 16 S rADN cu
tulpinile din GenBank

( Lungimea Identificarea
Tulpina secventei Compozitia nucleotidica a secventei tulpinii2
P 16S 16S rADN P
rADN’
GCGGACAGAATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGG
ACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGG
GATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTT ) o
GAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCA | Bacillus subtilis
CTTACAGATGGACCCGCAACGCATTAGCTAGTTGGTGAGGT strain ZHB4
AACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAG (FJ263016.1)
Usa2 510 GGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC :
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGA o
AAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTT - similaritate:
CGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGT 99,4%
TCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGC
CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
TGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTG

Coroborand toate datele obtinute, tulpina Usa2 a fost incadrata ca
apartinand speciei Bacillus subtilis. Incadrarea taxonomica a tulpinii Usa, a fost
confirmatd de specialistii de la DSMZ (Deutsche Sammiung von Mikroorganismen
und Zellkulturen - Centrul german de microorganisme $i culturi celulare) si
depozitatd in vederea brevetarii (DSM 23654).

Selectia tulpinii usa2 s-a realizat pe baza actiunii benefice exercitate asupra
diferitelor plante de cultura (grau, porumb, floarea-soarelui) datoritd activitatii de
protectie fata de ciupercile fitopatogene de sol (Fusarium graminearum, Alternaria
spp, Botrytis cinerea, Sclerotinia  sclerotiorum, Sclerotium cepivorum,
Gaeumannomyces graminis, Pythium debaryanum, Verticillium dahliae,
Rhizoctonia solani, Fusarium oxisporum f. sp. radicis-lycopersici, Sclerotium
bataticola), producerii in situ de factori de crestere pentru plante si capacitatii de
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degradare controlata a materialului vegetal cu formare de poliamine, compusi care
cresc rezistenta plantelor la stress-urile biotice si abiotice.

Testarea activitatii antagoniste in vitro a tulpinii Usa2 a fost efectuata pe
mediul cu cartof - glucoza - agar (CGA/PDA) utilizandu-se metoda culturilor duble.
Tulpina Usa2 (dintr-o cultura de 24 ore de crestere pe mediul LBA) a fost
insamantata in placi petri prin strierea cu ansa a unei linii drepte la o distanta de 3
cm de o rondea calibrata de miceliu (5mm) din cele 11 ciuperci testate. Placile
Petri astfel insdmantate au fost incubate la 28°C si analizate in ceea ce priveste
zona de inhibitie (mm) la 72 ore. Experienta a fost repetata de trei ori. Rezultatele
sunt prezentate in tabelul 4.

Tab. 4. Testarea in vitro a activitatii antagoniste a tulpinii Usa2 de B. subtilis
asupra cresterii miceliene a unor ciuperci fitopatogene (zona de inhibitie la 72 h
incubare la 28°C).

1
F Ciuperca fitopatogena *

Cod tulpina - Incadrare | Fg | Alt |Bc |Ss |Sc | Gg |Pdb|Vd |Rs ‘Forl Sb
taxonomica

Zona de inhibitie (mm)

Usa, — Bacillus subtilis | +++ ' +++ { +++ | +++ | +++ l +d ++ ++J ++ ‘ +++J ++
Legenda: +++ = zona de inhibitie > 5mm; ++ = zona de inhibitie > 3 mm; + = crestere limitata;
*Fg=Fusarium graminearum, Alt=Alternaria spp, Bc=Botrytis cinerea, Ss=Sclerotinia sclerotiorum,
Sc=Sclerotium cepivorum, Gg=Gaeumannomyces graminis, Pdb= Pythium debaryanum,
Vda=Verticillium dahliae, Rs=Rhizoctonia solani, Forl =Fusarium oxisporum f. sp. radicis-lycopersici
si Sb=Sclerotium bataticola

Testele efectuate in vitro fata de diferite ciuperci fitopatogene au evidentiat
un spectru larg de actiune antifungica, tulpina Usa2 putand fi astfel utilizata pentru
protectia diferitelor culturi amplasate in mulci bioactiv provenit din cultura de
mazare / mazariche de toamna.

Activitatea biologica in vivo a fost testate in conditii de sera, in ceea ce
priveste eficacitatea tulpinii Usa2 in combaterea ciupercilor fitopatogene de sol
(Rhizoctonia solani, Pythium debaryanum, Fusarium oxisporum, Sclerotinia
sclerotiorum $i Sclerotium bataticola), care ataca frecvent in stadiul de plantula si
produc pagube.

Operatiunile implicate au constat in pregatirea inoculului bacterian prin
Tmprospétarea in eprubete (incubate la 27°C timp de 2-3 zile) pe mediul cartof-
glucoza-agar (CGA) si realizarea suspensiilor bacteriene in tampon fosfat cu titrul
de 10° ufc/ml. Inoculul fungic s-a obtinut in placi Roux, pe mediul natural alcatuit
din boabe de ovaz dublu sterilizate la 1 atm. timp de 20 minute, prin inocularea cu
miceliu si incubarea la 27°C timp de 3-4 zile. Substratul utilizat in sera a constat din
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1/2 pamant de gradina + 1/4 mranitd + 1/4 nisip. Acesta a fost amestecat uniform
cu inoculul fungic ( ~ 2 x 10° spori/ kg sol) si apoi distribuit in tavi din plastic (32/24
cm) cu 48 ore thainte de semanat.

Materialul vegetal (achene de floarea soarelui cv. Favorit) a fost tratat
inainte de semanat prin imersie, timp de 20 minute, in suspensiile bacteriene al
céror titru a fost stabilit la 10® ufc/ml. Inocul de fitopatogen aplicat la fioarea-
soarelui a constat in complexul R. solani + F. oxysporum + P. de baryanum (RFP),
S. sclerotiorum si S. bataticola.

Experimentul a fost analizat dupa 3 saptamani de la semanat in ceea ce
priveste eficacitatea tulpinilor in combaterea ciupercilor fitopatogene. Calculul
analizei variantei s-a efectuat cu programul ANOVA.

Calculul eficacitatii (%) tratamentelor cu microorganisme utile la samanta de
floarea-soarelui (cv. Favorit), in prevenirea atacului ciupercilor de sol luate in
studiu, a reflectat o foarte buna eficacitate a tulpinii de Bacillus subtilis Usa2,
uneori peste etalonul chimic pe baza de tiuram (tab. 5).

Tab. 5. Eficacitatea diferitelor tulpini de microorganisme antagoniste in
prevenirea atacului unor ciuperci telurice la cultura florii soarelui (cv. Favorit) in
conditii de sera.

Inocul
) RF.P.* S.s. S.b.
fungic*
W . % plant:! o % plante o % plante )
arianta Eficacitatea Eficacitatea Eficacitatea
sanatoase sanatoase sanatoase
tratament . (%) . (%) ] (%)
rasarite rasarite rasarite
77.3 83 64 90 78 80 60
Td67 80 57 83 62 79 58
Usa, 99 98 97 93 99 08
Bs36 73 43 81 58 77 54
56.1s 75 47 85 67 80 60
Bs 48 71 38 81 58 98 56
Tiradin 70
83 64 100 100 100 100
PU (4g/kg) |
Mt. |
53 - 55 - 50 -
Netratat | J

* RFP = R. solani+ F. oxysporum + P. de baryanum; S.s. = S. sclerotiorum, S.s. = S. bataticola.

In variantele infectate cu complexul R.F.P. cea mai mare eficacitate (> 50%)
s-a obtinut in cazul tratarii semintelor cu tulpinile Usa, , 56.1s si 77.3.Tratamentele
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chimice cu Tiradin 70 PU (4g/kg seminte) au avut valori ale eficacitatii situate intre
64 - 100 %, cea mai mica eficacitate inregistrandu-se in variantele cu solul infectat
cu complexul R.F.P., iar cea mai mare in solul infectat cu S. bataticola si S.
sclerotiorum. Tulpinile Usa, au avut o eficacitate de combatere a atacului
ciupercilor fitopatogene de sol in amestec, R. solani + F. oxysporum + P. de
baryanum, superioara martorului chimic etalon.

Evidentierea producerii de lactonaza s-a realizat printr-un experiment in
trepte. Numeroase bacterii Gram-negative patogene utilizeaza acil- homoserin-
lactona (AHL) pentru expresia sensibilitatii de grup (quorum sensing). O enzima
denumitd AHL- lactonaza produsd de numeroase tulpini de Bacillus sp. este
capabila sa hidrolizeze inelul moleculei de homoserin-lactona interferand astfel cu
sistemul de comunicare al acestor bacterii (quorum quencing). Tulpina biosenzor
de Chromobacterium violaceum CV026 (McClean ef al., 1997) a fost utilizatd ca
indicator. Testul propriu-zis a constat in inocularea tulpinii Usaz in 2 ml mediu lichid
Luria Bertani in care s-a adaugat C6-hexanoil-homoserin- lactona (C6-HHL) in
concentratie finala de 5 pM si incubarea peste noapte la 28°C cu agitare la 150
rom. Simultan, acelasi mediu numai cu C6-HHL a fost utilizat ca martor negativ
pentru a vedea dacd mediul induce lactoliza. Testul a fost efectuat pe placi Petri cu
mediul LBA (Luria Bertani cu agar) suplimentat cu 50 pyg/ml kanamicina si inoculat
in plaja cu CV026 prin distributia sub forma de plaja a unei cantitati de 250 pl dintr-
o culturd de 12 ore. Pe suprafata placii astfel inoculate au fost efectuate godeuri cu
diametrul de 5 mm in care s-au distribuit 100 pl din supernatantul culturii
bacteriene de testat. Petriurile au fost incubate peste noapte la 28°C si, ulterior
analizate pentru prezenta/absenta halourilor violete. Absenta halourilor violete a
indicat faptul ca, tot C6-HHL din mediul de crestere a fost degradat.

Tulpina Usa2 prezinta capacitate foarte ridicata de producere de lactonaza,
moduland comunicarea la nivel de grup a altor bacterii. Poate fi deci folosita pentru
combaterea bacteriilor fitopatogene care utilizeaza C6-HHL sau pentru realizarea
de consortii microbiene de consens in care este necesara modularea quorum
sensing.

Urmaétoarea serie de experimente a urmarit punerea in evidenta a actiunii de
favorizare a cresterii si dezvoltarii vegetale datorate producerii de fitohormoni in
situ de catre microorganismul in discutie. S-a urmarit evidentierea activitatii fitohor-
monilor giberelici produsi de bacteriile gram pozitive sporulate, utile plantelor de
cultura, pentru a se verifica calitatea biclogica de favorizant de crestere.

Evidentierea si estimarea activitatii fitohormonilor giberelinici s-a efectuat
prin biotestul inducerii a-amilazei din endospermul de orz cuplat cu tehnica difuziei

radiale in gel. Etapele procedurii utilizate au fost:
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- inducerea biosintezei a-amilazei in endospermul boabelor de orz de cétre
fitohormonii prezenti in extractele de testat;

- difuzia radiala in gelul de agar-amidon a enzimelor sintetizate sub actiunea
fitohormonilor si hidroliza consecutiva a amidonului;

- evidentierea zonei de actiune a enzimei prin colorarea substratului.

Reactivi folositi in cadrul acestui test au fost:
Gel de agar - amidon. In 100 ml tampon substrat pH 6,9 diluat cu 100 ml apa s-au
dizolvat la cald 2,5 g agar si 1 g de amidon; s-a fiert pana a devenit limpede.
Solutie tampon substrat pH 6,9; 590 mg acetat de sodiu + 1,47 g veronal sodic +
1,4 g NaCl + 780 mg CaCl; s-au dizolvat in apa distilata si apoi s-au adaugat 62 ml
HCI 0,1 N si s-a adus la un volum final de 250 ml cu apa distilata.
Solutie de developare: 45 mliod 0,1 N cu 55 ml etanol absolut
Extract de biopreparat realizat prin osmoza inversa.
Endosperm de orz. Boabe de orz s-au curtat de palee si li s-a inlaturat prin taiere
partea care contine embrionul.

Modul de lucru a implicat urmatoarele etape:

- depunerea unui gel de agar - amidon in grosime de 2-3 mm pe suport
reprezentat de folii de acetat de celuloza sau lamele microscopice;

- practicarea in gel a unor godeuri cu diametrul de 3 mm;

- depunerea in godeuri a endospermului de orz (jumatate de bob fara em-
brion) si a extractului de testat (mediu de culturd a microorganismului);

- incubarea 72 h la temperatura camerei in incinta umeda;

- colorarea cu solutie de developare a gelului;

- masurarea zonei de difuzie.

Fitohormonii giberelinici au fost extrasi dintr-un mediu de cultura specific
(LB) n care s-a incubat peste noapte o suspensie de 10°ufc/ml bacterii. Extractia
s-a realizat prin dializd inversa a amestecului incubat peste noapte. Suspensia
bacteriana a fost trecuta intr-un sac de dializa, care a fost suspendat timp de 24
ore in acetat de etil (dializa inversa). Biotestul s-a lucrat fata de martori de reactivi,
rezultat din extractia, prin dializé inversa, a mediului LB. Tulpina Usa2 a produs in
conditiile date peste 25 ug echivalenti acid giberelic per ml, la peste 2/3 din nivelul
produs de o tulpina etalon de Azosprillum brasiliense Sp001, recunoscuta pentru
capacitatea ridicata de producere de fitohormoni giberelici.

Printr-o alta serie de experimente s-a urmarit biotestarea efectului stimulator
a tulpinii Usa2 impreuna cu alte tulpin etalon asupra cresterii unor plantule de
floarea-soarelui si a avut in total 12 variante in 4 repetitii fiecare. Fiecare repetitie a
avut 5 plante, iar fiecare varianta a avut 20 de plante. Tulpinile bacteriene au fost

cultivate pe mediu LB lichid la 28°C, aerat si agitat prin amestecare la 150 rpm timp
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de 16 ore. Semintele de floarea-soarelui (cv. Favorit) au fost dezinfectate in doua
etape. Prima dezinfectie a fost realizata in etanol 70%, timp de 30 de secunde cu
agitare la 60 rpm. Dupa inlaturarea etanolului, semintele au fost clatite de trei ori cu
apa distilata sterila. Cea de-a doua dezinfectie s-a facut cu solutie de hipoclorit de
sodiu 4 %, timp de 15 minute. Ulterior au fost realizate clatiri cu apa distilata, din 25
in 25 de minute timp de doua ore. Semintele au fost inoculate prin imersie in 3 ml
suspensie bacteriana in concentratie de 107 ufc/ml in tampon fosfat si 2 % carboxi-
metil-celuloza, apoi au fost seménate in pungi sterile de crestere “Cyg” (Mega
International). Plantele au fost crescute in conditii controlate (temperaturd de
22°C+ 0,2°C, iluminare 12 ore pe zi cu 250 pymol fotoni m?s™). Dupa semanat si pe
toata durata experimentului, pungile au fost umectate cu solutie nutritiva Hoagland
0,25%. Cresterea radacinutelor plantelor de floarea-soarelui a fost analizata la 15
zile de la semanat (tab. 6).

Tab. 6 Lungimea totala (mm) a radacinilor plantelor de floarea soarelui (cv.
favorit) la 15 zile de la semanat.

[ Varianta 1 Lungimea totala a radacinii (mm)
Martor neinoculat 184.29 b
WCS 365 219.05 a

1 B49b 187.5 b

| FL 400 174.54 b

| Ps 33 173.5 b
56. 1s 184.75 b
Hm s1 200.86 ab

| Cns2 214.38 a

| Sp s2 181.93 b
Tms2 187 | b
Usa2 225.79 a
77.3 B 292.6 b
Cp b5 ] 199.28 | ab

Tulpina Usa2 a prezentat cea mai mare capacitate de a stimula dezvoltarea
plantulelor de floarea-soarelui, asigurata statistic fata de martorul neinoculat.

A fost testata si capacitatea tulpinii Usaz pentru producerea de enzime cu rol
in mineralizarea materialului vegetal, determindndu-se activitatea celulazica, cea
proteazica si cea amilazica.

Activitatea celulazicd a fost determinatd prin Tnsdmantarea pe mediu
minimal, fara sursa de carbon, repartizat in placi petri, in care s-a adaugat 1%
carboxi-metil-celuloza. Acestea au fost incubate la 28°C timp de 5 zile dupa care
au fost colorate timp de 30 minute cu 0,3% rosu de Congo, urmata de clatire cu
apa de robinet si fixarea colorantului prin incubare timp de 15 minute cu 10% acid
acetic. Descompunerea substratului carboxi-metil-celuloza si, deci, producerea de

9
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celulaza a fost indicatd de aparitia unei zone clare in jurul cresterii bacteriene.
Tulpina Usa2 produce celulaza.

Producerea de amilaza s-a pus in evidenta prin insdmantarea sub forma de
striu pe nutrient agar (NA) suplimentat cu 0,4% amidon solubil. Placile au fost
incubate la 28°C timp de 48 -72 ore, apoi inundate cu solutie de iod in iodura de
potasiu. Zonele clare din jurul cresterii bacteriene, dupa adaugarea solutiei de iod
au indicat descompunerea amidonului din mediu deci, producerea de amilaza.
Testele au indicat faptul ¢a tulpina Usa2 produce amilaza.

Producerea de proteaze s-a testat pe mediu minimal mineral, suplimentat cu
cazeina 5%. S-au inoculat tulpinile de bacterii de test si placile au fost incubate la
28°C timp de 48 -72 ore. Dupa incubare s-a tratat placile de agar au fost fixate cu o
solutie de 50% metanol, 10% acid acetic glacial, 40% apa distilata, iar halo-urile
din jurul coloniilor bacteriene au fost colorate cu o solutie de 60 mg/l Coomasie
Blue R-250 in acid acetic 10%. Rezultatele au stabilit faptul ca tulpina Usa2 este
producatoare de proteaze.

Pentru ca rezultatele au evidentiat faptul ca tulpina Usa2 de B. subtilis
produce enzime implicate in degradarea materialului vegetal, a fost testata si
pentru capacitatea de mineralizare a substratului organic (prin determinarea
respiratiei, folosind ca substrat material vegetal si a eliberarii de glucide si fosfor
solubile din materialul vegetal).

Pentru evidentierea capacitatii de degradare a materialului vegetal, s-a
realizat un experiment prin care s-a urmarit consumul de oxigen si eliberarea
diferitior compusi din material vegetal tratat cu tulpini de microorganisme.
Materialul vegetal (fan de mazariche paroasa in cazul bacteriilor sporulate gram
pozitive) a fost macinat in blender si trecut apoi pe sita de 0,250 mm. S-au ambalat
cate 10 g de pulbere in pungi de polietilena, care s-au sterilizat prin iradiere
garnma (la IRASM, IFIN, Bucuresti). Din pulberea sterilizata s-au luat aseptic cate
0,1 g care s-au adus aseptic intr-un Erlenmayer de 50 ml steril. Peste pulberea fin
macinatd, s-au adaugat aseptic 19 ml tampon fosfat steril. Continutul a fost
omogenizat prin agitare si inoculat apoi cu 1 ml suspensie microbiand, normalizata
la 108 ufc/ml. S-a mentinut la agitator timp de 24 ore, la temperatura de 28°C, dupa
care, s-a trecut aseptic intr-un vas de respiratie Strathox (Strathkelvin Instruments
Limited, Glasgow, Marea Britanie). S-au efectuat determinarile de respiratie /
producere de bioxid de carbon timp de 12 ore. Dupa efectuarea determinarilor de
respiratie, s-a separat prin filtrare supernatantul, in care s-a determinat Carbonul
Organic Total (TOC) cu un aparat Formacs HT (Skalar Analytical B.V., Breda
Olanda), glucidele reducatoare (cu reactiv DNS) si fosforul solubil total (cu molibdat

de amoniu $i reactiv clorostanic).
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Pentru determinarea capacitatii de mineralizare a substratului vegetal au
fost testate 7 tulpini bacteriene: 56.1s; 77.3; 58.2, 77.1s si 82.1s din probe de sol
provenite din Baraganul de sud; Usa2 izolat din rizosfera de usturoi (Oltenia de
Sud) si Mz.s1 izolat din sol cultivat cu mazare (Dobrogea de sud) si 3 tulpini de
Trichoderma: Td67 si Td85 izolate din Baraganul de Sud si Tm, izolat din Oltenia
de Sud. Probele au fost analizate comparativ cu doi martori respectiv, martor fara
inocul bacterian si martor in care bacteria a fost cultivatd in mediu uzual de
crestere (Luria Bertani lichid).

Rezultatele sunt prezentate in tabelul 7. Aceste rezultate demonstreaza
existenta unei activitati ridicate de hidroliza a materialului vegetal de catre
majoritatea tulpinilor de rnicroorganisme testate (care anterior, in testele de
screening au prezentat activitate celulazica, proteazica, amilazica).

Tab. 7. Activitatea de degradare a materialului vegetal de catre tulpinile de
microorganisme testate™.

Respiratie (mg/l O Continut de carbon
Tulpina czn:un;atif mgedie2 T oréanic totalrin G.lucide Fostor solubll
orara) supernatant (mcg/l) solubile (mcg/IL (meg/l)
56.1s 0,1210,03c 0,24+0,02¢c 1,6710,06¢c r 0,02+0,01c
77.3 1,56+0,32b 3,87+ 1,17b 12,2410,28b | 17,87+2,17b
58.2 1,51+0,05b 4,54+1,05b 12,64+0,41b 16,54+1,25b
771s | 1,54+0,24b 4 541+1,25b 12,64+0,41b 18,42+1,54b
82.1s \ 1,85¢0,18ab | 5,87+ 3,17ab 22,24+0,28ab J 27,87+ 4,17ab ]
Usa, ’ 2,1510,04a T 7,24+2 52a 29,8740,36a 35,24+3,52a
 Mz.s1 1,62+0,12b 3,24x1,12b 11,8710,63b | 15,24:2,27;j
Td67 1,58+0,28b 3,87+ 1,72b 12,24+0,28 17,87+ 3,23b
[ Td85 2,24+0,14a 7,54+1,25a 27,6410,81a 36,4414,07a
Frm J 1,8710,16ab 5,24+2 85ab | 16,720,74b | 15,4242,23b

*valorile urmate de aceeasi literd nu difera semnificativ pentru P>0,05.

Martorul negativ confera informati in timp real, referitoare la
comportamentul unor probe ideale, fard activitate biologica de degradare a
substratului vegetal, in conditile de desfisurare a testului. In aceasta variants,
substratul vegetal nu a fost inoculat cu microorganisme si a fost mentinut in
conditii identice de incubare cu cele ale probelor test. Acesta ofera informatii
referitoare la cantitatea maxima de oxigen care ar putea fi regasita in probe fara

activitate de biodegradare. Martorul pozitiv ofera informatii cu privire la capacitatea
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de dezvoltare a tulpinii analizate, in conditile unei cultivari pe mediu uzual de
crestere. Acest mediu permite multiplicarea microorganismului datorita unei hraniri
corespunzatoare si in conditile de incubare oferite pe parcursul desfasurarii
testului.

Tulpina Usa2 prezintda o foarte ridicatd capacitate de degradare a
materialului vegetal, la nivelul ciupercilor din genul Trichoderma, ciuperci larg
utilizate pentru accelerarea dezvoltarii materialului vegetal.

A fost testatd si capacitatea de producere de poliamine de catre bacteriile
selectionate. Mecanismul de actiune prin care mulciul vegetal de leguminoase, $i
in special de mazariche paroasa isi exercitd actiunea de stimulare a cresterii
plantelor este cel de modulare a nivelului de poliamine din plante (compusi cu
actiune de reglare a proceselor metabolice din plante recunoscuti in ultimul
deceniu). Modularea se realizeaza prin aportul de poliamine endogene si
precursori, compusi formati datoritd descompunerii materialului vegetal de
leguminoase, cu un continut ridicat de proteine. Bacteriile gram pozitive sporulate
care sunt cele mai potrivite pentru formarea mulciului bioactiv sunt deci acele
microorganisme care au capacitatea cea mai ridicatd de a produce poliamine din
materialul vegetal de mazariche paroasd. S-a lucrat cu pulbere de mazariche
paroasa, obtinuta conform metodei descrise deja. Din pulberea sterilizata s-au luat
aseptic cate 0,1 g de pulbere de material vegetal, care s-au adus aseptic intr-un
Erlenmayer de 50 ml, steril. Peste pulberea fin macinata s-au adaugat aseptic 19
ml tampon fosfat steril. S-a omogenizat prin agitare si s-a inoculat apoi cu 1 mi
suspensie bacteriana, provenita din culturad de 12 ore pe mediu LB, normalizata la
108 ufc/ml. S-a mentinut la agitator timp de 72 ore, la temperatura de 28°C, dupa
care s-a separat cultura bacteriana prin centrifugare la 5000xg pentru 20 min la
4°C. Supernatantul a fost acidifiat cu acid percloric, pana la obtinerea unei solutii
de concentratie finald 5%. Supernatantul acidifiat a fost derivatizat prin dansilare
(Smith si Meeuse, 1996, Garcia-Moruno et al., 2005, Cassan et al, 2009).
Poliaminele au fost sperate si identificate prin cromatografie in strat subtire,
folosind amestecuri cloroform-trietanoclamina (9:1) si n-hexan- acetat de etil (2:1) si
comparandu-le cu valorile compusilor standard dansilati. Placile de siliciu au fost
observate in luminad UV, spoturile selectate au fost trecute cantitativ de pe placa
intr-o eprubeta. Din silicagel s-au eluat poliaminele dansilate cu solutie de metanol-
toluen (9:1). Fluorescenta a fost masurata prin spectrofluorimetrie, folosind lumina
de excitare de 415 nm si lumina de emisie de 510 nm.

Rezultatele au demonstrat faptul ca tulpina Usa, are cea mai mare
capacitate de producere de poliamine (compusi implicati mai ales in raspunsul

plantelor la diferite forme de stres) din materialul vegetal de mazariche paroasa.
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Capacitatea sa este mai ridicatd decat a tulpinii etalon Az39 de Azospirillum
brasiliense, citata in literatura de specialitate ca fiind producatoare de poliamine.
(Cassana et al., 2009, Cadaverine production by Azospirillum brasilense and its
role in plant growth promotion and osmotic stress mitigation. Eur J. Soil Biology 45:
12-19).

Tulpina Usa2 a fost analizata in ceea ce priveste inocuitatea pe larve de
Galleria mellonella in conformitate cu protocolul descris de Seed et al. in 2008.
Pentru aceasta, tulpina Usa2 de Bacillus subtilis a fost cultivata pe mediul LB la
28°C cu agitare la 150 rpm timp de 48 ore, dupa care a fost centrifugata la 4000
rom, iar sedimentul a fost resuspendat in 10mM MgSO, suplimentat cu 1,2 mg/ml
ampicilina. Concentratia inoculului utilizat pentru tratarea larvelor a fost masurata
cu spectrofotometrul la OD 600 (cunoscandu-se ca ODB00 = 1 reprezinta 10°
ufc/ml). Larvele de G. mellonella au fost crescute pe mediul Haydak la 30°C.
Pentru testul de inocuitate, larvele in ultimul stadiu au fost tinute la 4°C timp de 5
minute, dupa care au fost injectate cu 5ul suspensie bacteriana, utilizadnd o seringa
Hamilton. Fiecare varianta de dilutie a cuprins 30 larve, iar zece larve au fost
utilizate pentru fiecare repetitie. Varianta martor a constat in larve injectate cu 5pl
10mM MgSO, si 1,2 mg/ml ampicillin in scopul analizarii efectelor fizice letale
determinate de injectii. Larvele inoculate au fost mentinute apoi pe mediul Haydak
la 30°C Tn Tntuneric. La 24, 48 si 72 ore dupa infectie larvele au fost analizate, iar
cele moarte au fost numdarate. Larvele care nu au prezentat semne vitale la
atingerea cu varful pipetei au fost considerate moarte. Rezultatele au evidentiat
faptul ca tulpina Usa2, nici atunci cand a fost aplicata nediluata, nu a determinat o
mortalitate mai mare de 50%, iar la dilutia de 10° ufc/mL” nu s-a determinat
mortalitatea larvelor de G. mellonella (tabel 8).

Tab. 8. Mortalitate larvelor de Galleria mellonella injectate cu suspensii
bacteriene de 10° ufc/ml din tulpinile de testat.

24 ore post- . 48 ore post- 72 ore post-
Varianta 'Repetitia infectie infectie infectie ‘
- vumoartean mqarte”iryiri moarte | crisalide

| Martor R1 10 o0 101 0 10 O 2

10mMMgSO,+1.2 g, ‘10 o0 10 0 9| A1 1

mg/m! ampicilina . ST T

(DO 0,000) R3 .10 0 10 0 9 1 -

Usa, Rt 100 0 9 1 8 2 -

10° ufc/ml R2 ,, 8 B 2 g 5 8 5 _

R3 10 0 10 0] 9 1 1
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Datele din tab. 8 demonstreaza faptul ca tulpina testata, Usa2, nu prezinta
practic patogenitate fata de larvele de Galleria mellonella, neavand capacitatea de
a se mulitiplica in corpui larvelor si de a produce bacteremii, desi au fost injectate in
limfa larvelor. Serille de experimente intreprinse in scopul verificarii activitatii
biologice a tulpinii Usa2 de Bacillus subtilis au demonstrat prezenta unui spectru
larg de actiune antifungica fata de diferite ciuperci fitopatogene, o capacitate
semnificativa de stimulare a cresterii plantelor si o activitate marita de producere a
unor exohidrolaze implicate in mineralizarea materialului vegetal. Tulpina Usa2 nu
prezinta patogenitate pentru organisme ne-tinta.

Toate aceste caracteristici prezinta complementaritate cu tehnologiile
agricole conservative, inclusiv cu cele care implica conversia culturilor verzi de
protectie in timpul iernii in muici. In aceste tipuri de tehnologii conservative, sunt
reduse lucrdrile solului si se mentine peste 30% din teren acoperit cu resturi
vegetale. In aceste conditii, semintele plantelor de cultura germineaza mai greu si
este creat un cadrul favorabil atacului agentilor fitopatogeni. Aplicarea tulpinilor cu
calitati biologice mentionate anterior peste resturile vegetale de pe sol,
compenseaza aceste dezavantaje ale tehnologiilor agricole conservative.

Pentru a verifica in practicd modul in care caracteristicile favorabile ale
tulpinii Usa2 compenseaza o serie din dezavantajele sistemelor de agricultura
conservativa s-a realizat un experiment de camp.

Experimentele de cultivare au fost realizate pe un cernoziom cambic, la
Amzacea (Dobrogea). Cultura de mazariche de toamna (paroasa) Vicia villosa, cv.
Welta, a fost semanata direct in miristea de grau, la sfarsitul lunii septembrie. S-a
folosit 0 masina de semanat direct in miriste si s-a semanat la o densitate de 120
...140 boabe germinabile de mazariche/m?, corespunzand unei cantitati de 40...45
kg/ha. Adancimea de semanat a fost de 5...6 cm.

In primavara s-a transformat cultura de mazariche Tn mulci bioactiv prin
tavalugire, si tratare cu 900 ... 1000 litri de suspensie care include un erbicid total
pe baza de glifosat, aplicat in doz& de 1,25 ... 1,5 kg s.a./ha si o suspensie de 10°
ufe/ml Bacillus subtilis Usa2. La 5 zile dupa tratamentul cu bacterii s-a insamantat
o culturad de floarea-soarelui (cv. Rumbasol Or), la o densitate de 50 ... 55000
seminte germinabile/ha, direct in muiciul vegetal, prin folosirea unei masini de
semanat direct in miriste. In continuare cultura de floarea-soarelui s-a intretinut
conform tehnologiei uzuale pana la recoltare. S-a lucrat fata de o varianta martor
intensiv, la care s-a realizat araturd de toamna adanca, tratarea cu erbicide pre-
mergente si post-emergente. De asemenea s-a folosit si o varianta la care nu s-a
realizat bioactivarea mulciului vegetal cu bacterii Usa2. Fiecare variantd a fost

realizata in 4 repetitii.
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In stadiul aparitiei primelor calatidii inflorite Tn cadrul dezvoltarii florii soarelui
s-a determinat vigoarea plantelor, inaltimea si biomasa aeriana. Vigoarea plantelor
s-a diferentiat semnificativ in stadiul aparitiei primelor calatidii. Pe o scara de la 1 la
9, la sistemul intensiv vigoarea plantelor a fost de doar 7, in pofida conditiilor
climatice foarte favorabile pentru floarea-soarelui in anul de experimentare. La
sistemul Tn care s-a folosit mulci vegetal vigoarea a crescut la 7,5. La sistemul cu
mulci bioactivat, tratament al mulciului cu suspensie de bacterii Usa2 plantele de
floarea-soarelui au prezentat o vigoare sporita de 8,5. Inaltimea plantelor nu a fost
influentata semnificativ de sistemul tehnologic, dar la mulciul bioactiv(at) cu Usa2
plantele au acumulat o semnificativ mai multd biomasa. In final vigoarea
suplimentara a plantelor de floarea-soarelui cultivate in mulci bioactivat s-a
concretizat intr-un spor de productie de aprox.10%. Rezultatele experimentului de
camp sunt prezentate in tab. 9.

Tab. 9. Influenta diferitelor sisteme tehnologice asupra cresterii si
productiei florii-soarelui’.
Amzacea, 2010

Varianta Vigoarea® medie Inaltimea Biomasa aeriana | Productia
a plantelor plantei® (cm) uscata? (g) kg/ha
Martor intensiv, 7 T 96,6a \ 88sa | 2820
arat
I
Mulci vegetal 7.5 98,3a ( 9,08a | 2920a
~ —
Mulci vegetal
bioactivat cu Usa2 85 94,52 9.87b 3270b -‘

- valorile urmate de aceeasi litera nu difera semnificativ pentru P>0,05.
2. stadiul aparitiei calatidiilor Tnflorite, vigoarea 1 - plante mici cu frunze mici; 9 - plante mari cu
frunze robuste

Cresterile de productie s-au realizat in conditiile unui sistem conservativ, in
care sunt reduse costurile de productie aferente folosirii erbicidelor si araturii, iar
folosirea unei culturi de protectie de mazariche in timpul iernii este incurajata prin
platile compensatorii asociate masurilor de agro-mediu.
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TULPINA DE BACILLUS SUBTILIS CU ACTIVITATE DE COMBATERE A
AGENTILOR FITOPATOGENI DIN SOL, STIMULARE A CRESTERII PLANTELOR SI
BIODEGRADARE CONTROLATA A MATERIALULUI VEGETAL

Revendicare

1. Tulpina B. subtilis Usa2, numar de depozit DSMZ 23654, caracterizata prin
aceea ca exercita actiuni benefice asupra diferitelor plante de culturd, datoritd
activitatii de protectie fatd de ciupercile fitopatogene de sol Fusarium graminearum,
Alternaria spp, Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium cepivorum,
Gaeumannomyces graminis, Pythium debaryanum, Verticillium dahliae, Rhizoctonia
solani, Fusarium oxisporum f. sp. radicis-lycopersici, Sclerotium bataticola, producerii
in situ de factori de crestere pentru plante si capacitatii de degradare controlatd a
materialului vegetal cu formare de poliamine, compusi care cresc rezistenta plantelor
la stress-urile biotice si abiotice, care se concretizeaza prin sporuri de productie la
floarea-soarelui, realizate Tn conditiile unui sistem agricol conservativ, in care sunt
reduse costurile de productie aferente folosirii erbicidelor i araturii.
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