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Inventia se refera la un procedeu de izolare, din nodozitatile plantelor leguminoase,
a alfa-proteobacteriilor (denumite generic rizobii), care fixeaza azotul in simbioza si sunt
utilizate, ca tratament, pentru (bio/agro)inocularea semintei leguminoaselor cultivate.

Sunt cunoscute mai multe procedee de izolare din nodozitatile leguminoaselor a
bacteriilor fixatoare de azot in simbioza. Procedeul cel mai des utilizat (descris recent in
sectiunea 11.3.2. a celei de a treia editii a manualului T. J. Beveridge et al., Methods for
general and molecular microbiology, p. 237, editor-sef CA. Reddy, ASM Press, Washington
DC, 2007) implica recoltarea nodulilor, sterilizarea chimica a acestora (prin imersare timp de
3...6 min, in solutie de HgCl, 0,1%, urmata de trecerea in etanol 75%, pentru alte cateva
minute si spalarea cu apa distilatd sterild), sfardamarea nodulilor cu un forceps steril,
suspendarea acestora in apa sterila, diluarea aseptica a suspensiei, urmata de inocularea
suspensiei diluate (de obicei, prin epuizarea ansei sau distribuirea uniforma cu spatula
Drigalski) pe medii specifice agarizate - cum este mediul YEMA (extract de drojdie - manitol
-agar) cu rosu de Congo.

Procedeul descris mai sus prezinta dezavantajul de a nu realiza o sterilizare semnifi-
cativa a nodulilor.

US 4366245 descrie un procedeu de izolare a bacteriilor simbiotice, cu o etapa
imbunatatita de sterilizare chimica, in care se foloseste o solutie de 3% tetraoxid de osmiu,
intampon fosfat salin (pH 7,2), cu 0,6 clorura de calciu. Acest procedeu inlatura dezavantajul
sterilizarii incomplete a materialului vegetal si ofera posibilitatea vizualizarii zonei sterilizate
(datorita fixarii si innegririi acesteia). Pe langa faptul ca utilizeaza un produs extrem de toxic
(tetraoxidul de osmiu), procedeul descris mai sus are si dezavantajul de a nu elimina
contaminantii biologici existenti in interiorul nodulilor, respectiv, a endofitilor oportunisti care
co-colonizeaza nodulii legumelor si au o capacitate de crestere mai ridicatd pe mediile
uzuale, comparativ cu rizobii, care au crestere lenta si trebuie sa se rediferentieze din
bacteroizii formati in noduli.

Principala problema tehnica, pe care o rezolva inventia, este de a realiza un
procedeu prin care sa se favorizeze dezvoltarea preponderentd a alfa-proteobacteriilor
(denumite generic rizobii si incluse in prezent in genurile Allorhizobium, Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium i Sinorhizobium) din noduli de pe radacinile
plantelor leguminoase si sa fie inhibatd dezvoltarea endofitilor oportunisti care co-
colonizeaza nodulii.

Procedeul conform inventiei este alcatuit din urmatoarele etape: recoltarea nodulilor,;
dezinfectia superficiala a acestora prin imersare repetata, de trei ori, cate 5 min, in solutie
0,01% de clorura de alchil-dimetil-benzil amoniu; spalarea cu apa distilata sterild; sfaramarea
aseptica a nodulilor intr-o solutie de tampon fosfat salin steril, pH 7,2, care contine 5 mg/I
Na,SeO,;-5H,0, urmata de omogenizarea prin agitare la vortex, timp de 2...3 min; diluarea
de 10°...10° ori a omogenatului de noduli, urmaté de inocularea omogenatului diluat pe un
mediu cu formula: ribitol - 10 g/l, extract de drojdii - 1 g/I, K,;HPO, - 0,5 g/l, MgSO,7H,0 -
0,2 g/l, NaCl - 0,2 g/l, CaSO,- 0,2 g/l, albastru de bromtimol - 0,02 g/, FeSO,-7H,0 - 0,01 g/l,
edetat disodic - 0,01 g, Na,SeO,-5H,0 - 0,006 g/l, MnSQO, - 0,005 g/I, (NH,),M00O,2H,0 -
0,002 g/l, agar 20 g/l; incubarea timp de 4...7 zile, la temperatura de 28°C, urmata de
selectarea si purificarea ulterioara, pe mediu cu aceeasi formula de mai sus, a coloniilor care
prezintd un aspect bombat si modifica culoarea indicatorului albastru de bromtimol.

Procedeul conform inventiei prezinta urmatoarele avantaje:

- permite o dezinfectare superioara a suprafetei nodulilor, prin folosirea unui
dezinfectant uzual, clorura de alchil-dimetil-benzil amoniu/clorura de benzalkolium, care are
o putere semnificativa de patrundere si un spectru larg de actiune;
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- asigura o selectivitate ridicata pentru alfa-proteobacterii si, in special, pentru rizobii,
datorita prezentei selenitului in concentratie relativ ridicatd in mediul de dispersie-omo-
genizare a nodulilor;

- stimuleaza rediferentierea bacteroizilor din noduli, datorita ribitolului, ca singura
sursa carbon din mediul de cultivare a izolatelor;

- inhiba cresterea endofitilor contaminanti din noduli, datoritd formulei specifice a
mediului de izolare, cu sursa de carbon specifica (ribitol) si factori de selectivitate (selenit de
sodiu);

- favorizeazd diferentierea coloniilor de rizobii, datoritd stimularii producerii de
exopolizaharide, ca urmare a compozitiei specifice a mediului de izolare si a prezentei
bromtimolului ca indicator de pH.

Prezenta inventie se ilustreaza prin urmatorul exemplu.

Exemplu. Se recolteaza radacini de mazariche paroasa, Vicia vilosa, care se spala
de sol deasupra unei site cu ochiuri de minimum 0,2 mm. Se separa, de radacini, nodulii de
culoare roz. Un numar de 20...25 noduli se trec pentru dezinfectie superficiald, intr-un
Erlenmeyer de 100 ml, care contine 25 ml solutie 0,01% de clorura de alchil-dimetil-benzil
amoniu (obtinuta prin diluarea de 1000 ori a unei solutii concentrate de dezinfectant tehnic
10%). Se mentine timp de 5 min si apoi se scurge solutia dezinfectanta. Se repeté operatiile
de mai sus, de scurgere a solutiei dezinfectante si de inlocuire cu o solutie dezinfectanta
proaspata. Se spala nodulii cu apa distilata sterila si apoi se trec, fiecare, intr-o eprubeta
sterila de 10 ml, prevazuta cu dop de vata. Se aduc aseptic 10 ml dintr-o solutie de tampon
fosfat salin, pH 7,2, care contine 5 mg/l Na,Se0O,-5H,0, peste fiecare nodul. Se sfarama
aseptic noduliii cu ajutorul unui forceps steril. Se omogenizeaza nodulii sfaréamati si apoi se
omogenizeaza prin agitare la vortex, timp de 2..3 min. Se dilueazad de 10°...10° ori
omogenatul de noduli. Suspensia astfel diluata se inoculeaza, prin epuizarea ansei, pe un
mediu agarizat, cu urmatoarea formula: ribitol - 10 g/l, extract de drojdii - 1 g/l, K.HPO, -
0,5 g/l, MgSO,7H,0-0,2 g/l, NaCl - 0,2 g/l, CaSO, - 0,2 g/l, albastru de bromtimol - 0,02 g/I,
FeSO,7H,0 - 0,01 g/l, edetat disodic - 0,01 g, Na,SeO,-5H,0 - 0,006 g/l, MnSO, - 0,005 g/l,
(NH,),Mo0O,2H,0 - 0,002 g/l, agar 20 g/l. Se incuba timp de 4 zile la temperatura de 28°C.
Se selecteaza coloniile care prezintd un aspect bombat si modifica culoarea albastrului de
bromtimol si se purifica prin pasaje pe mediu agarizat, cu aceeasi formuld de mai sus,
repartizat ca mediu inclinat, in eprubete de 10 ml.

Eficacitatea unor tulpini de Rhizobium lequminosarum bv. viciae, izolate prin
aplicarea procedeului de mai sus, a fost testatd comparativ fata de o tulpina etalon de R.
leguminosarum bv. viciae USDA 2335/ATCC 10314.

Tulpinile testate (ATCC10314 si un izolat propriu obtinut conform procedeului descris
mai sus si denumit Mz. 269) au fost cultivate timp de 3 zile, la 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 addugat 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
DOgsp, S-au prelevat 0,1 ml, care au fost depusi pe radacinile unor plantule de 5...6 mm,
rezultate din seminte de Vicia villosa, 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 azot.
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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 formula este
prezentat in tabelul 1 (macroelemente nutritive), la care se adauga 5 ml/l din solutia de (oligo
si microelemente nutritive) prezentata in tabelul 2 si se agarizeaza cu 10 g/l.

Tabelul 1
Solutia nutritivd Crone modificata de Bryan (solutie nutritiva fara azot), utilizata pentru
cultivarea plantelor inoculate cu rizobii

Sare minerala Formula grame/| mg/l - ppm (solutia finala)
Clorura de potasiu KCI 10,0 g 393,3 ppm, K
Sulfat de calciu CaS0O,2(H,0) 25¢ 116,3 ppm, Ca
Sulfat de magneziu MgSO,7(H,0) 25¢ 18,5 ppm, Mg
Fosfat tricalcic Cay(PO,), 25¢ 80,2 ppm, P
Fosfat feric cu citrat de fer 25¢ 26,2 ppm, Fe

Tabelul 2
Solutia de oligo si microelemente care se adauga la solutia Crone
Sare minerala Formula grame/l mg/l - ppm (solutia finala)
Acid boric H,BO, 0,57 0,50 ppm B
Sulfat de mangan MnSO,-H,O 0,31 0,50 Mn
Sulfat de zinc ZnS0O,7(H,0) 0,09 0,10 Zn
Sulfat de cupru CuSO,5(H,0) 0,08 0,08 Cu
Molibdat de sodiu Na,MoQO,-2H,0 0,098 0,04 Mo
Clorura de cobalt CoCl,6(H,0) 0,0008 0,001 Co

Pungile de crestere cu mediu de cultura fara azot semiagarizat si plantulele inoculate
au fost depuse pe standurile lor de crestere, invelite in folie de staniol si trecute intr-o
camerd de crestere. Plantele au fost crescute in conditii controlate (temperaturd de
22°C+0,2°C, iluminare 12 h pe zi cu 250 umol fotoni m?s™"). Dupa 20 de zile de cultivare, s-au
recoltat nodulii plantelor de méazariche paroasa. 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. 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 ml, prevazut
cu dop din cauciuc, fixat cu dop metalic ingurubat (flacon vaccin), care contine 25 ml solutie
glucoza 1% in tampon TRIS-HCI pH=7,4 si acetilena la o presiune partiald (P,stiens) 9€
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 din cauciuc al flaconului. S-a
incubat 4...8 h, 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 din
cauciuc al flaconului. Probele de gaz s-auinjectat in injectorul unui gaz-cromatograf, in capul
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unei coloane cromatografice de 1,5...2 x 2...2,5 m, umpluté 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.

S-a lucrat cu debite de elutie cuprinse intre 20 si 25 ml/s azot, iar debitele de operare
ale detectorului de ionizare in flacara au fost de 10...15 ml H, si 5...10 ml aer. in prealabil,
s-a efectuat determinarea timpilor de retentie pentru etena si acetilena si a inaltimii picurilor
cromatografice la concentratie etalon de etena.

Calculul rezultatelor se realizeaza dupa urmatoarea formula:

Conc. C,H, in proba = C, x H/H,

unde:
- C, - concentratie etalon,
- H,, - inaltime pic proba,
- H, - inaltime pic etalon.
Activitate acetilenreductazica = C ,C,H, x V,/M, x h
unde:

- C,C,H, - concentratia de acetilena in proba (micromol),

- V,, - volumul de proba,

- M, - masa nodozitétilor,

- h - numarul de ore de incubare.

in cea de-a doua parte a nodozitatilor, s-a determinat leghemoglobina, cu ajutorul
metodei piridind - hemocrom, descrisa de Appleby si Bergersen (1980), si proteina totala cu
reactiv Bradford (1976), dupa extragerea proteinelor totale in tampon fosfat salin.

Tabelul 3
Eficienta fixarii azotului in nodozitatile formate de plantele de Vicia villosa, cu o tulpina
izolatd conform procedeului comparativ cu o tulpind tip

Nodozitati Leghemoglobina’ Activitate Proteina totala
acetilenreductazica? noduli®
Vicia villosa (mazariche 84,5b 87,8b 12,8a
de toamna) - Rlbv ATCC
10314
Vicia villosa (mazariche 108,5a 105,3a 11,5a
de toamna) - RIbv Mz269

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

Datele din tabelul 3 demonstreaza faptul ca tulpina de Rhizobium leguminosarumbv.
viciae Mz269, izolata conform procedeului descris prin prezenta inventie, este o tulpina cu
inalta activitate biologica, care prezinta o activitate biologica la nivelul tulpinii tip, utilizata in
acest studiu. Tulpina a fost depusa la NCAIM Budapesta (numar de depozit NCAIM
B001351).

Rezultatele prezentate sustin eficienta procedeului descris in prezenta inventie,
pentru izolarea, din nodozitatile plantelor leguminoase, a alfa-proteobacteriilor (denumite
generic rizobii), care fixeazd azotul in simbioza si sunt utilizate ca tratament pentru
(bio/agro)inocularea semintei leguminoaselor cultivate.
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Revendicare

Procedeu deizolare a bacteriilor fixatoare de azotin simbioza, din nodozitatile plantelor
leguminoase, caracterizat prin aceea ca este alcatuit din urmatoarele etape: recoltarea
nodulilor; dezinfectia superficiald a acestora prin imersare repetata de trei ori, cate 5 min, in
solutie 0,01% de clorura de alchil-dimetil-benzil amoniu; spalarea cu apa distilata sterila;
sfaramarea aseptica a nodulilor intr-o solutie de tampon fosfat salin steril, pH 7,2, care contine
5 mg/l Na,SeO,-5H,0, urmata de omogenizarea prin agitare la vortex, timp de 2...3 min;
diluarea de 10°...10° ori a omogenatului de noduli, urmata de inocularea omogenatului diluat
pe un mediu cu formula: ribitol - 10 g/l, extract de drojdii - 1 g/l, K,HPO,- 0,5 g/l, MgSO,-7H,O -
0,2 g/l, NaCl - 0,2 g/l, CaSO, - 0,2 g/l, albastru de bromtimol - 0,02 g/l, FeSO,-7H,O - 0,01 g/I,
edetat disodic - 0,01 g, Na,SeO,-5H,0 - 0,006 g/I, MnSQO, - 0,005 g/, (NH,),M00O,2H,0 -
0,002 g/l, agar 20 g/l; incubarea timp de 4...7 zile, la temperatura de 28°C, urmata de
selectarea si purificarea ulterioara, pe mediul cu aceeasi formula de mai sus, a coloniilor care
prezintd un aspect bombat si modifica culoarea indicatorului albastru de bromtimol.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
sub comanda nr. 328/2013
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