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TULPINA DE BREVIBACILLUS PRABREVIS $| COMPOZITIE CU ELIBERARE
CONTROLATA PE BAZA DE ACEASTA

Prezenta inventie se refera la o tulpind de Brevibacillus parabrevis, care
prezintd antagonism fata de agentii fitopatogeni din sol si capacitate de a favoriza
dezvoltarea simbiozelor micorizale pe radacinile plantelor, ca si la o compozitie cu
eliberare controlatd care confine aceasta tulpind, destinatd formarii unor
composturi supresive complexe, care includ si spori de micorizad, composturi
utilizabile pentru protectia si nutritia plantelor, in special a celor ornamentale.

Sunt cunoscute o serie intreaga de tulpini de bacterii gram-pozitive endo-
sporulante, apartindAnd genului Brevibacillus, care sunt destinate utilizarii n
agricultura. Brevetul RU2422511 (C1) descrie tulpina 16-336 de Brevibacillus
laterosporus, depozitatd cu numarul B-10531 la Colectia Nationala Rusa de
Microorganisme Industriale, care produce un spectru larg de compusi biologic
activi, inhiband cresterea algelor daunatoare si a ciupercilor microscopice
fitopatogene. Cererea de brevet WO2010142055 (A3) se refera la o compozitie
cu un larg spectru de actiune fatd de bacterii fitopatogene si ciupercile
microscopice producatoare de mana, realizatd pe baza unui consortiu de bacterii
gram-pozitive sporulante, care include si tulpini de Brevibacillus parabrevis.
Brevetul SUA 5055293 (A) protejeaza tulpina P5 de Brevibacillus laterosporus (nr
de depozit ATCC 53694), care este patogend pentru de o serie intreaga de
lepidoptere daunatoare culturilor agricole, si in special fatd viermele vestic al
porumbului (Diabrotica virgifera virgifera). Tulpina P5 se aplica ca tratament la sol
sau al semintei pentru limitarea populatiilor lepidopterelor daunatoare fata de care
este activa. Cererea de brevet RO 127467 (A2) prezintd o tulpina noua de
Brevibacillus laterosporus, 56.1s, numar depozit DSM 23663, care prezinta,
concomitent, antagonism fatd de ciupercile fitopatogene din sol si capacitate
ridicatd de colonizare a materialului vegetal si a tesuturilor plantelor, si care este
destinata utilizarii in exploatatiile agricole conservative.

Nu s-au descris pana in prezent tulpini de Brevibacillus sp. care sa aiba,
concomitent, activitate de antagonism fatd de agentii fitopatogeni din sol si
capacitate de a favoriza dezvoltarea simbiozelor micorizale pe radacinile plantelor.

Astfel de tulpini ar permite obtinerea reproductibila a unor composturi supresive cu

1 =ICIUL DE STAT PENTRU INVENTH SI MARCI

ar. K "20!5 QO/Uf” .....

EERL LY T TPy Ph-rr e

Data depovit ...... 1.1.:02-.2003 |

e



c\-ZUH-UUM‘I--
11 -02- 2013

un continut ridicat de spori de rnicoriza, stimuland formarea micorizelor pe plantele
gazda pe care sunt multiplicate ciupercile de micorizad si elimindnd necesitatea
aplicdrii de produse chimice, pentru protejarea plantelor multiplicatoare de atacul
agentilor fitopatogeni din sol. Brevetul CN101914469 (B) revendicé tulpina HB12
de Bacillus cereus, depozitatd cu numarul CCTCC No. M 209025, care are
capacitatea de a stimula dezvoltarea ecto-micorizelor. In afara faptului ca pentru
aceastad tulpind de bacterie gram-pozitiva endosporulantd nu s-au descris si
proprietati de antagonism fata de fitopatogeni, un alt dezavantaj este riscul sanitar
semnificativ, tulpinile de Bacillus cereus fiind enterotoxigene (The EFSA Joumal,
2005, 175:1-48). Tulpinile care sunt utilizate pentru protectia si nutritia culturilor
ornamentale din spatiile verzi (inclusiv datoritd stimularii dezvoltarii de endo-
micorize) nu trebuie sa prezinte patogenitate pentru om sau organismele ne-{inta,
iar aceasta inocuitate ar trebui testata inca din faza de selectie.

Problema tehnicd pe care fisi propune sa o rezolve inventia este
prezentarea unei tulpini, izolatd din habitate naturale, care nu este patogena
pentru om si organismele ne-tinta, si care prezinta, concomitent, caracteristici de
antagonism pentru o serie de agenti fitopatogeni si de stimulare a dezvoltarii de
endomicorize pe radacinile plantelor. Pentru astfel de tulpini este necesara si
realizarea unei compozitii cu eliberare controlata, care sa faciliteze colonizarea
substratelor cu respectivul micro-organism, asigurdnd formarea de composturi
supresive complexe cu spori de micoriza. Aceasta compozitie trebuie sa protejeze
in timp sporii bacterieni, ramasi ne-eliberati, de actiunea bacteriostatica a
bacteriocinelor produse de formele vegetative din aceeasi specie care au colonizat
deja substratul. Antagonismul fatd de agentii fitopatogeni al tulpinilor de bacterii
gram-pozitive endo-sporulante este datorat in principal unor bacteriocine de
natura lipopeptidica (Ongena si Jacques, 2008, Trends Microbiol. 16:115-125), iar
aceste bacteriocine au ca rol ecologic principal limitarea dezvoltarii micro-
organismelor concurente, inclusiv din cadrul aceleasi specii (Riley si Wertz, 2002.
Annu. Rev. Microbiol. 56 :117-137).

Aceastd inventie se referd la tulpina de Brevibacillus parabrevis B50,
depozitata cu numarul de depozit NCAIM (P) B 001413 la National Collection of

Agricultural and Industrial Microorganisms, Universitatea Corvinus din Budapesta.
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Tulpina de Brevibacillus parabrevis B50 a fost selectata din peste 125 de izolate
provenind din sol, prezentand caracteristici superioare de:
v Antagonism jn vitro fatd de agenti fitopatogeni din sol, Fusarium
graminearum, Alternaria spp, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani,
Fusarium oxysporumf£. sp. dianthi, Sclerotium bataticola, Botrytis cinerea;
v Biosinteza de compusi care stimuleazd formarea micorizelor (oxid de
mangan, poliamine) si dezvoltare endofita;
v Inocuitate in testul pe Galleria mellonella.
v Protectia plantelor de porumb, folosite ca plante gazda pentru multiplicarea
ciupercilor de micoriza, si a plantelor ornamentale de muscatd, panselute, petunii
si creasta cocosului, irnpotriva agentilor fitopatogeni de sol;
v Stimularea formarii de micorize pe plantele gazda folosite pentru multi-
plicarea ciupercilor de micoriza, cu formarea de composturi micorizate supresive;

Compozitia cu eliberare controlata pe baza tulpinii Brevibacillus parabrevis
B50 este alcatuita din 76 panti faina integrald de ovaz, 4,8 parti esteri etilici ai
acizilor grasi, 4 pani alcool polivinilic, 3,5 pari lecitind, 0,75 parti sdpun de potasiu,
0,45 parnii glicerol, 0,4 parti grasimi din ulei de rapita, restul pana la 100 parii apa,
si min. 108 ufc/g B. parabrevis B50.

Prin aplicarea inventiei se obtin urmatoarele avantaje:
- stimularea si protectia plantelor de porumb utilizate pentru multiplicarea
ciupercilor de micoriza, excluzandu-se produsele chimice care ar putea sa
interfere cu formarea micorizelor;
- posibilitatea obtinerii reproductibile a unor composturi supresive cu un
continut ridicat de spori de micoriza, destinate protectiei si nutrifiei biologice
integrate a plantelor de cultura, in special a celor ornamentale;
- asigurarea unei colonizari uniforme si reproductibile de catre tulpina B50 a
substratului de crestere al plantelor micorizate, in cazul aplicarii compozitiei cu
eliberare controlatd, sporii ramasi ne-eliberati din compozitia conform prezentei
inventii fiind protejati de actiunea bacteriostatica a lipopeptidelor cu activitate
bacteriocinica, sintetizate de formele vegetative ale aceleasi tulpini provenite din
primul val eliberat, si care au colonizat deja substratul, datoritd acumularii
preponderente a lipopeptidelor bacteriocinice in componenta hidrofoba a

compozitiei;
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- eliminarea riscurilor care ar rezulta din utilizarea unor tulpini bacteriene care
stimuleaza formarea micorizelor, dar sunt potential patogene pentru om si alte
organisme ne-{inta.

In continuare inventia va fi descrisa in detaliu in urmatoarele exemple.

Exemplu 1. Tulpina B50 de Brevibacillus parabrevis a fost obtinuta la
Institutul National de Cercetare-Dezvoltare pentru Chimie si Petrochimie
ICECHIM, Bucuresti, dintr-o proba de sol provenita din Muntenia de sud. Pentru
izolarea bacteriei s-a utilizat agar nutritiv (peptona — 5 g/l, extract de carne — 3 g/l,
agar — 20 g/l, la 1000 ml apa; pH 6,8-7,2), iar pentru cultivare s-a utilizat mediul
Luria-Bertani agarizat (LBA: bactotriptona — 10 g/l, extract de drojdie — 5 g/l, NaCl
— 10 g/l, agar — 20 ¢/l, la 1000 ml apa; pH 7,5), la o temperatura optima de
incubare de 28°C.

Aceasta tulpinad a fost selectata dintr-o colectie de peste 125 izolate de
bacili sporulanti gram - pozitivi, pe baza unor teste de laborator prin care s-au
determinat:

v actiunea antagonistd in vitro fatd de ciupercile fitopatogene de sol
(Fusarium graminearum, Alternaria spp, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia

solani, Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, Sclerotium bataticola, Botrytis cinerea),

v producerea de amilaza si lactonaza AHL,;

v mobilitatea de migrare / swimming si agregare / swarming;

v formarea de biofilme in vitro;

v biosinteza de compusi care stimuleaza formarea micorizelor (oxid de

mangan, poliamine);

v Inocuitate in testul pe Galleria mellonella;

v activitatea de protectie a plantulelor de porumb fatd de atacul de Fusarium
graminearum, cu dezvoltarea endofita a bacteriei B50.

In vederea incadrarii taxonomice, tulpina B50 a fost caracterizata pe baza
unei taxonomii polifazice, respectiv a combinarii unor caractere morfologice ale
celulelor si ale coloniilor pe diferite medii (tabel 1), cu cele fiziologice (tabel 2) si
cu cele moleculare (secventa 16S rADN, profilului de acizi grasi din lipidele
membranare, tab. 3). Coroborand toate aceste date, tulpina B50 a fost incadrata

ca apartinand speciei Brevibacillus parabrevis.
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Tab. 1. Morfologia celulelor si a coloniilor de Brevibacillus parabrevis B50

dupa cultivare timp de 24 ore.

Celule: forma: bastonas
dimensiuni: 0,9 — 1,0 x 3.0 —>5 um
aranjament flagelar. flagel peritrich

Colonia — mediu cu decoct de cartof - forma: circulara

glucoza agar aspect exterior: rugoase, margini
neregulate sub forma de filamente
culoarea: brune

dimensiuni: medii

Colonia — mediu cu extract de carne (beef | forma: circulara

extract) aspect exterior. rugoase, centrul
proeminent, incretit, margini neregulate
culoarea: crem-bej

dimensiuni: medii

Colonia — mediu cu extract de fasole forma: circulara

aspect exterior. rugoase, margini
neregulate

culoarea: crem-brun

dimensiuni: medii

Colonia — mediu cu extract de sol forma: circulara

aspect exterior. rugoase, margini
neregulate

culoarea: crem-brun

dimensiuni: medii

Tab. 2. Caracteristicile fiziologice ale tulpinii Brevibacillus parabrevis B50.

Testul biochimic B50
Reactia Gram
Reactia Voges-Proskauer -
Hidroliza amidonului
Hidroliza gelatinei
Hidroliza Tween 60
Reducerea NO;—NO,
Crestere anaeroba
Sursa de carbon:
malonat
citrat
propionat
tartrat
trehaloza
glucoza
Acidifica:
xiloza
glucoza
arabinoza
manitol
fructoza
celobioza
Toleranta la NaCl 7%

+

+ [+ [+ [+

+ +

+ + + |
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Identificarea pe baza secventei 16S rADN s-a realizat prin aplicarea unui
protocol de lucru caracterizat prin urmatoarele etape: obtinerea de culturi pure —
colonii izolate, tehnica insaméantarii 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
realizatda cu metoda Dye Terminator Cycle Sequencing (Perkin Elmer, 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 secveniele existente in
Banca de gene NCB/ (National Center for Biotechnology Information), s-a realizat
cu ajutorul programului BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Rezultatele
au dovedit o similaritate de 99% cu tulpina IFO 12334 de Brevibacillus
parabrevis.

Profilul acizilor grasi membranari a fost determinat cu ajutorul unui sistem
Sherlock® Microbial 1D, prin folosirea procedurii Instant FAME™. Esterii acizilor
grasi din membrana bacteriana au fost separafi pe un cromatograf de gaze GC
6890N (Agilent Technologies) echipat cu injector split/splitless clasic, coloana
capilara tip Ultra 2 (cod Agilent 19091B-102, avand lungimea de 25 m, diametrul
interior de 0,2 mm, faza stationara 5% fenil metil siloxan, grosimea fazei
stationare de 0,33 pm) si detector de ionizare in flacara (FID). Softurile utilizate
pentru achizitia si prelucrarea automata a datelor cromatografice au fost: GC
ChemStation, versiunea B.01.03 [204] / 2005, si Sherlock Microbial Identification
System, versiunea 6.1 / 2008. S-au folosit metode cromatografice dezvoltate si
validate de producator (MIDI, Inc.), utilizadnd bibliotecile de profile de esteri metilici
ai acizilor grasi pentru microorganisme aerobe din mediu (RTSBAS, versiunea 6.0
/ 2008). Ca material de referinta s-a folosit un amestec etalon de esteri metilici ai
acizilor grasi cu catena lineard cu numar de atomi de carbon in molecul& cuprins
intre 9 si 20 (etalonare cantitativd pentru metodele cromatografice Sherlock rapide
si sensibile). Microorganismele de referinfd pentru verificarea protocoalelor
microbiologice si chimice de procesare a probelor au fost Bacillus subtilis (tulpina
ATCC 6633) si Stenotrophomonas maltophilia (tulpina ATCC 13637).

6
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Tab. 3. Profilul acizilor grasi din membrana tulpinii B50.

Timp retentie Tip acid gras membranar Proportie (%)
1,8769 | 13:0is0 0,97
1,9018 | 13:0 anteiso 0,41
2,1668 | 14:0 iso 3,29
2,2777 | 14:.0 2,32
2,4762 | 15:0 iso 22,58
2,5055 | 15:0 anteiso 58,55
2,7257 | 16:1 w7c alcohol 0,41
2,7959 | 16:0 iso 2,29
2,8441 | 16:1 wilc 1,02
2,9135 | 16:0 2,02
2,9972 | 15:0 20H 0,71
3,0475 | 17:1 iso w10c 0,58
3,1184 | 17:0iso 1,57
3,1493 | 17:0 anteiso 2,93
3,4887 | 18:1 wlc 0,35

Activitatea antagonista a tulpinii B50 fa{a de diferite ciuperci fitopatogene a
fost determinatd in vitro prin utilizarea tehnicii culturilor duble, prin inteparea
mediului cu biomasa bacteriana la maxim 2 cm de o rondea calibrata (5 mm) de
miceliu. Culturile de ciuperci fitopatogene au fost improspatate pe mediu CGA
(cartof, glucoza, agar) si incubate la 28°C timp de 5 zile. Tulpina B50 a fost
improspatata pe mediu Luria-Bertani (LB) agarizat, prin incubare la 28°C timp de
24 ore. Testarea activitatii antagoniste in vitro a fost efectuata pe mediul cu cartof-
glucoza-agar (CGA). Placile Petri insaméantate cu microorganismele de testat au
fost incubate la 28°C si analizate in ceea ce priveste zona de inhibitie (mm)
produsa de B. parabrevis B50, la 24, 48 si 72 ore. Experimentele de testare a

antagonismului in vitro au fost repetate de trei ori.

Tab. 4. Testarea in vitro a activitatii antagoniste a tulpinii de Brevibacillus
parabrevis B50 asupra cresterii miceliene a unor ciuperci fitopatogene (zona de
inhibitie la 72 h, mm).

Ciuperca fitopatogena Zona de In::?p')tilr?a(rggno) indusa de

Fusarium graminearum DSM4527 5
Fusarium oxysporumf{. sp. dianthi ATCC 5
204230

Botrytis cinerea DSM 5144 7
Rhizoctonia solani ATCC 66873 6
Sclerotinia sclerotiorum DSM 1946 7
Sclerotium bataticola ATCC 12265 8
Alternaria spp. 5

b
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Rezultatele (tab. 4) au demonstrat ca tulpina B50 produce metaboliti
antifungici care au inhibat dezvoltarea ciupercilor luate in studiu. Cea mai mare
zona de inhibifie s-a inregistrat faia de ciuperca Sclerotium bataticola ATCC
12265 (8 mm) aceasta fiind urmata de Botrytis cinerea DSM 5144 si Sclerotinia
sclerotiorum DSM 1946 (7 mm).

Tulpina B50 a fost analizata in ceea ce priveste producerea de enzime care
au un rol important in colonizarea suprafetelor plantelor, in activitatea antagonista
si in modularea formarii de consoriii cu de diferite tipuri de alte microorganisme.

Producerea de amilaza s-a analizat prin insaméantarea sub forma de striu
pe mediul nutrient agar (NA) + 0,4% amidon solubil. Placile au fost incubate la
28°C timp de 48...72 ore, dupa care s-au tratat cu solutie de iod n iodura de
potasiu prin inundare. Zonele clare din jurul coloniilor bacteriene, formate dupa
adaugarea solutiei de iod in iodura de potasiu, au indicat descompunerea
amidonului din mediu si deci, producerea de amilaza. Rezultatele au reflectat
faptul ca tulpina B50 produce amilaza.

Producerea de lactonaza (enzima implicata in quorum quencing, prin care
se impiedica comunicarea dintre bacteriile daunatoare care folosesc sistemul de
quorum sensing de tip AHL) s-a analizat prin inocularea tulpinii BS0 in 2 ml mediu
lichid Luria Bertani, in care s-a adaugat C6-hexanoil homoserin lactona (C6-HHL)
in concentratie finala de 5 yM urmata de incubarea peste noapte la 28°C si 150
rpm. Simultan, acelasi mediu numai cu C6-HHL a fost utilizat ca martor negativ,
pentru a vedea daca mediul induce lactoliza. Testul a fost efectuat pe placi Petri
cu mediul LBA (Luria Bertani cu agar) suplimentat cu 50 pg/ml kanamicina si
inoculat Tn plaja cu tulpina biosenzor de Chromobacterium violaceum CV026 prin
distributia sub forma de plaja unei cantitati de 250 pl dintr-o cultura 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 56.1s. Petriurile au fost
incubate peste noapte la 28°C si apoi analizate pentru prezenta halourilor violete.
Absenta halourilor violete a indicat faptul ca tot C6-HHL din mediul de crestere a
fost degradat. Rezultatele au evidentiat faptul ca tulpina B50a produs lactonaza.

Tulpina B50 a fost testatd in ceea ce priveste mobilitatea de migrare la
suprafata agarului (swimming) si de agregare (swarming). Ca martor a fost

utilizata o tulpina standard, modificata genetic pentru a fi imobila, P. putida

8
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PCL1760 (Validov et al., 2007, J. Appl. Microbiol., 102:461-471). Pentru aceasta,
tulpinile au fost improspatate pe mediul LB suplimentat cu 1,8% agar si crescute
peste noapte la 28°C. Petriuri cu 25 ml mediu LB suplimentat cu 0,3% agar, pentru
swimming, si cu 0,5% agar pentru swarming, au fost preparate si lasate sa se
usuce pentru 20-30 minute in hota cu flux laminar inainte de utilizare. Tulpinile au
fost inoculate prin intepare in centrul mediului cu betisoare sterile din lemn. Dupa
18 ore incubare la 28°C placile s-au analizat in ceea ce priveste mobilitatea.
Rezultatele au evidentiat faptul ca tulpina B50 a prezentat ambele tipuri de
mobilitate.

Tulpina B50 a fost testata in vitro in ceea ce priveste formarea biofilmului
prin cultivarea in mediul CM (Fall et al., 2004, System. Appl. Microbiol., 27:372-
379) si in mediu M63 (O'Toole si Kolter, 1998, Mol. Microbiol., 28:449-461).
impreuna cu tulpina B50 au fost testate si doua tulpini martor, Pseudomonas
fluorescens WCS 365 (Simons et al., 1996, Mol. Plant-Microbe Interact., 9:600-
607), considerata martor pozitiv, si Bacillus subtilis B168 (ATCC 23857),
cunoscuta ca fiind slab producatoare de biofilm.

Testul a constat in improspatarea celulelor pe mediul LB prin incubare la
28°C timp de 18 ore, dupa care 10 pul au fost utilizati pentru inocularea a 0,5 ml
mediu CM si, respectiv M63, distribuit Tn tuburi sterile Eppendorf din polipropilena.
Tuburile astfel inoculate au fost incubate peste noapte la 37°C fara agitare. Analiza
fenotipica a biofilmului s-a realizat prin colorarea celulelor aderente, cu 1% m/v
cristal violet, timp de 10-15 minute, dupa eliminarea mediului din tuburi si clatirea
repetata cu apa distilata sterild. Formarea biofilmului a fost cuantificatd prin
adaugarea de 2x200 ul etanol 95% si spalarea celulelor aderente colorate cu
cristal violet. Etanolul a fost apoi transferat intr-un tub Eppendorf de 1,5 ml, s-a
ajustat volumul la 1 ml cu apa distilata sterila, si apoi s-a determinat absorbanta la
540 nm. S-a lucrat in cate 8 repetiii, experimentele au fost repetate de trei ori, iar
rezultatele s-au prelucrat prin analiza variantei (Statistica 10, StatSoft, Tulsa, OK,
SUA).

Rezultatele, prezentate in tabelul 5, demonstreaza faptul ca tulpina B50
are capacitate de a forma biofilme in vitro in cazul cresterii pe cele doua tipuri de
medii testate. Pe ambele medii de crestere, analiza cantitativd a biofilmului a

evidentiat o diferentd nesemnificativa dintre tulpina martor pozitiv WCS365, la care
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capacitatea de a forma biofilm abundent a fost asociatd cu activitatea de
colonizare a rizosferei (Bloemberg et al.,, 2000, Mol. Plant-Microbe Interact.
11:1170-1176) si care interactioneazd cu ciupercile producédtoare de micoriza
(Biancitto et al., 1996, Protoplasma, 193:123-131), si tulpina descrisa prin aceasta
inventie, Brevibacillus parabrevis B50. Pe mediul de crestere CM s-a observat o
mai buna dezvoltare a biofilmului, comparativ cu mediul M63, pentru toate tulpinile
studiate. Inclusiv tulpina Bacillus subtilis B168, cunoscuta ca fiind slab
producatoare de biofilm, formeaza o cantitate mai ridicatd de biofiim pe mediul
CM, acest mediu fiind destinat stimularii formarii de biofilme de catre bacteriile

gram-pozitive sporulante din ordinul Bacillales.

Tab. 5. Cuantificarea biofilmului format dupa 24 ore de crestere in conditii

statice, la 28°C, a tulpinii B50 si a tulpinilor etalon, pe mediile CM si M63*.

Cod Absorbanta 540 nm — Crestere | Absorbanta 540 nm - Crestere pe
tulpina pe mediul CM mediul M63
B50 0,675+0,082a 0,202+0,046¢
WCS365 0,612+0,093a 0,226+0,051¢c
B168 0,186+0,048b 0,096+0,026d

*media a trei experimente cu céate 8 repetitii pentru fiecare tulpina. Valorile urmate de aceeasi literd
nu diferd semnificativ pentru P<0.05.

A fost testatd capacitatea bacterillor B. parabrevis B50 de a oxida
manganul, pentru cd a fost semnalatd o corelatie directd intre dezvoltarea
micorizelor si numarul de bacterii care oxideazd manganul din rizosfera plantelor
(Arines et al., 1992, Mycorrhiza, 1:127-131; Noguiera et al., 2004, J. Plant Nutr.
27:141-156). Bacteriile au fost cultivate pe mediu MPSV agarizat, cu urmatoarea
compozitie (g/l): tampon HEPES 10mM, peptona 2g, FeSO,4 0,001g, extract de
drojdie 0,5g, MnS04.4H.0 0,2g, 20g agar, pH 7. Pentru demonstrarea capacitaii
tulpinii B50 de a oxida manganul la bioxid de mangan a fost realizat testul cu
Leucoberbelin  blue, acid 2-[bis(4-dimeilaminofenil)metil] benzensulfonic,
substantd care formeazd o culoare specificd cu speciile de Mn (IV). Pentru
realizarea testului peste colonia de bacterie dezvoltatda pe mediu de culturda MPSV
agarizat s-au adaugat cateva picaturi dintr-o solutie 0,04% Leucoberbelin blue.
Dupa céateva minute a aparut o coloratie albastra, care indica acumularea de Mn

(IV), format prin oxidarea speciilor de Mn (ll) de catre bacteriile B50.
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A fost determinata formarea de poliamine de catre bacteriilor B. parabrevis
B50. Poliaminele au o actiune de stimulare a cresterii radacinilor plantelor (Couée
et al., 2004, Plant Cell. Tiss. Organ. 76:1-10) si stimuleaza formarea de micorize
pe radacinile plantelor (El Ghachtouli ef al., 1995, Mychorriza, 5: 189-192; Wu et
al., 2010, Not. Bot. Hort. Agrobot. Cluj., 38:25-31; Cheng et al. 2012, World J.
Microbiol. Biotechnol., 28:1615-1621). Bacteriile au fost crescut pe mediu minimal
cu urmatoarea compozitie (g/l): glucozé 10 g; L-alanind 890 mg (10 mM); L- acid
glutamic, 1470 mg (10 mM); L-asparagina, 1320 mg (10 mM); L-lizind 1460 mg
(10 mM); L-arginina 1740 mg (10 mM), amestec de saruri minerale, 100 ml.
Amestecul de saruri minerale folosit a fost realizat prin dizolvarea la 1 litru a
KoHPOy4, 30 g; KHoPO4, 10 g; NH4CI, 5 g; NH4sNO3, 1 g; NaxSOy4, 1 g; MgS0O4.7H.0,
100 mg; MnSO4.4H,0, 10 mg; FeS0,4.7H,0, 10 mg; CaCly, 5 mg si ajustarea pH-
ului la pH 6,8-7,0 cu acid fosforic 1 M. S-au preparat separat solutii de: glucoza 25
g/l, amestec de aminoacizi 25 mM intr-un litru, amestec de saruri minerale lichid.
S-au sterilizat separat fiecare din aceste solutiji la 121°C, timp de 20 min si apoi au
fost reunite aseptic 400 ml de solutie glucoza 25 g/l, 400 ml de solutie amestec de
aminoacizi 25 mM/l, 100 ml amestec de saruri minerale. S-a ajustat pH-ul la 6,8-
7,0 cu acid fosforic 1 M si s-a completat la 1 litru. Mediul a fost apoi distribuit in
flacoane de 500 ml, cate 100 ml, si incubat circa 24 ore pe agitator orbital, pana la
atingerea unei densitati optice la 600 nm ODggo = 1,22, corespunzand la aprox.
1,18..1,20.108 ufc/ml, ceea ce reprezinté sfarsitul fazei exponentiale de dezvoltare.
La atingerea acestui prag s-a separat cultura bacterianad 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 (Cassan et al., 2009. Eur. J. Soil Biol., 45:12-19).
Poliaminele au fost separate si identificate prin cromatografie in strat subtire,
folosind amestecuri cloroform-trietanolamina (9:1) si n-hexan- acetat de etil (2:1) si
comparandu-le cu valorile compusilor standard dansilati. Placile de silicagel 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 masuratd prin spectrofluorimetrie,
folosind lumina de excitare de 415 nm si lumind de emisie de 510 nm. Fiecare

experiment a inclus cate 5 flacoane, iar experimentele s-au repetat de trei ori.
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Tulpina B. parabrevis B50 produce 4,25+0,63 nmol/ml cadaverind in mediu de
cultura, si 5,12+0,37 nmol/ml putresceina. Productia de cadaverind in mediu de
cultura sintetic este mai mare decat a tulpinii de Azospirillum brasiliense Az39, la
care capacitatea de a produce cadaverinda a fost asociatd cu activitatea de
favorizare a cresterii plantelor de cultura (Cassan et al., 2009. Eur. J. Soil Biol.,
45 :12-19).

Tulpina B. parabrevis B50 a fost analizatéd in ceea ce priveste inocuitatea
pe larve de Galleria mellonella, in conformitate cu protocolul descris de Seed si
Denis, 2008, Infect. Immunit. 76:1267-1275. Pentru aceasta, tulpina B50 de B.
parabrevis 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 rpm, iar sedimentul a fost resuspendat in
10mM MgSO; si injectata in larve de Galleria mellonella. Larvele au fost crescute
pe substrat de cultura, la 30°C, substratul avdnd urmatoarea compozitie: malai
400 g, faina 200 g, tarate de grau 200 g. Toate aceste componente s-au tinut in
congelator timp de 7-10 zile dup& care s-au sterilizat prin mentinere 70°C timp de
2 ore. La aceste componente sterilizate, s-a adaugat drojdie uscatd méacinata 100
g si lapte praf 200 g. La amestecul pulverulent rezultat s-au adaugat 700 ml de
amestec lichid, compus din 350 ml miere si 350 ml glicerina, in care s-a dizolvat
ceara de albine (1:1). Compozitia finala s-a omogenizat la mixer gi s-a pastrat in
cutie de plastic, la 4°C.

Larvele de varsta a treia au fost pastrate la 4°C, pe substratul mentionat
mai sus. Pentru infectare, s-a folosit o seringa Hamilton de 5 ul. S-au injectat cate
5 ul de suspensie bacteriana prin partea stdnga a ultimului segment. Dupa
injectare, larvele au fost plasate in incubator, la intuneric, la 30°C, temperatura
optima pentru cresterea si dezvoltarea lor. Au fost realizate dilutii seriale, iar
larvele de G. melonella s-au injectat cu o concentratie bacteriana de 10° ufc/ml in
solutie 10 mM MgSOQO,. S-a lucrat fata de o varianta martor, la care larvele au fost
injectate cu cate 5 pul solutie 10 mM MgSO,4 + 1,2 mg/ml ampicilind, pentru a
evalua orice potential efect letal al procesului de injectare. Fiecare varianta
experimentald a cuprins cate 60 larve, fiind organizate cate trei repetitii cuprinzand
fiecare loturi de cate 20 de larve. Monitorizarea larvelor (moarte, vii, crisalide) s-a
facut la 48-72 ore dupa infectie, pentru larvele mentinute la 30°C. Rezultatele sunt

prezentate in tabelul 6 de mai jos.
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Tab. 6. Mortalitate larvelor de Galleria mellonella in experimentul de testare

a inocuitatii tulpinii B. parabrevis B50.

24 ore post- | 48 ore post- 72 ore post-

Varianta Repetitia tratament tratament tratament

vii |moarte |vii 'moarte |vii |[moarte|crisalide

R1 20 0 19 1 19 1 2
Martor 10 mM MgSO4
+ 1,2 mg/ml ampicilina R2 20 0 20 0 19 1 1

R3 20 0 19 1 18 1 -
| R1 20 0 19 1 19 1 -
B50

R2 1 1 1 1
110° ufc/ml 19 8 2 8 2

R3 19 1 19 1 19 1 1

Datele din tab. 6 demonstreaza faptul ca tulpina testata, B. parabrevis B50,
nu prezintd practic patogenitate faid de larvele de Galleria mellonella, neavand
capacitatea de a se multiplica in corpul larvelor si de a produce bacteremii, desi au
fost injectate in limfa larvelor intr-o concentratie ridicata. Deci tulpina B50 nu este
patogena pentru metazoare si nu prezinta riscuri pentru sanatatea umana.

Pentru determinarea capacitatii de colonizare a materialului vegetal s-au
utilizat paie de grau sterilizate prin iradiere gamma. Paie sterile de circa 6... 7 cm
au fost depuse aseptic pe placi petri cu diametrul de 9 cm, care contineau harie
de filtru umectata cu tampon fosfat salin steril. Pe un capat al paiului de grau s-au
depus 10 pl suspensie bacteriand contindnd 10° ufc/ml B50. Dupa 48 ore s-a
prelevat aseptic capatul celdlalt al paiului (cca 2 cm), care s-au trecut intr-o
eprubetd cu 10 ml tampon fosfat salin steril. Din suspensia izolatd s-au prelevat
0,5 ml care s-au diluat serial de trei ori si s-au inoculat pe nutrient agar. Coloniile
formate au fot re-identificate ca fiind Brevibacillus parabrevis, pe baza unui test de
microetalare fenotipica de tip Biolog si a testelor APl 20E. Concluzia
experimentului a fost ca tulpina bacteriana B50 prezinta capacitate de colonizare a
materialului vegetal.

Pentru a verifica activitatea de protectie a plantelor de porumb impotriva
atacului de Fusarium graminearum s-a realizat o experientad in conditii controlate.
Semintele de porumb sterilizate chimic prin spalari repetate cu hipoclorit au fost

13

b



A-2013-001941--

1 1-02- 2013

bacterizate cu o suspensie bacteriand de 10® ufc/ml. S-a lucrat fata de un martor
neinoculat si cu un martor etalon, tratat cu un produs chimic (2g/kg, metiltiofanat
70%). Infectia s-a realizat prin tratarea solutiei nutritive cu o suspensie concentrata
de spori, astfel incat numarul de spori per ml de solutie nutritivd a fost de 10*
ufc/ml. Variantele experimentale au fost: V; — inoculare B. parabrevis B50; V, —
inoculare B. parabrevis B50 + F. graminearum DSM4527; V3 — metil-tiofanat 70%
echivalent 2 g/kg + F. graminearum DSM4527; V4 - Martor neinoculat cu bacterii
sau ciuperci microscopice fitopatogen. Fiecare variantd a fost realizatd in 5
repetitii. S-au utilizat pungi sterile de crestere cyg (Mega International, West St.
Paul, MN, SUA), iar in fiecare punga s-au plasat 3 seminte pre-germinate. Pungile
au fost amplasate randomizat intr-o camerd de crestere. Plantulele au fost
crescute in conditii controlate intr-o camera climatica (Model SGC 120 LED, Weiss
Gallenkamp, Lougborough, Marea Britanie) la o temperaturd de 22°Cz0,2°C,
iluminare 12 ore pe zi cu 250 pmol fotoni m?s™, timp de 10 zile. Rezultatele finale
au aratat ca tulpina B50 are o eficacitate de 91%, cu aproape 3% mai mult decét
etalonul chimic metil-tiofanat. Deci tulpina B50 prezintd un antagonism
semnificativ pentru F. graminearum si in vivo, in conditii controlate.

S-au prelevat aseptic pari din tulpinita plantulelor provenite din seminte
pre-germinate tratate cu tulpina B50. Tulpinitele s-au trecut intr-o eprubeta cu 10
ml tampon fosfat salin steril. Din suspensia izolata s-au prelevat 0,5 ml care s-au
diluat serial de trei ori si s-au inoculat pe nutrient agar. Coloniile formate au fost re-
identificate ca fiind Brevibacillus parabrevis, pe baza unui test de microetalare
fenotipica de tip Biolog si a testelor APl 20E. S-a concluzionat ca tulpina B50 are
capacitatea de a coloniza endofit plantele de porumb pe care le protejeaza
impotriva atacului unor agenti fitopatogeni din sol.

Exemplul 2. Tulpina B. parabrevis B50 a fost testata din punct de vedere al
capacitatii antagoniste in vivo, pentru protectia plantelor ornamentale impotriva
agentilor fitopatogeni de sol. Seminte de muscata hibrida (Pelargonium x
hortorum) ,Moulin Rouge” au fost insaméaniate pe 18 aprilie, pentru a obtine
plantele stoc, din care s-au obtinut prin butasire, la inceputul lunii septembrie,
plantele pentru experimente. Butasii au fost plasati in camera umeda in
vermiculit, pentru a stimula dezvoltarea radacinilor. Dupé trei saptamani butasi

uniformi ca dezvoltare a radacinilor si tulpinii au fost plantati in ghivece de plastic
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de 15 cm, contindnd un substrat de crestere imbogatit cu nutrienti pentru primele
saptamani de crestere (Canna Terra Professional Plus, Canna International BV,
Oosterhout, Olanda). Ghivecele au fost mentinute in conditii de sera, la 22+2°C in
timpul zilei si 17+2°C n timpul noptii, cu o fotoperioada de 12 ore, suplimentata cu
lumina cu intensitatea de 160 mcE/m?%/s, provenitd din I&mpi cu halogen, atunci
cand intensitatea luminoasd scidea sub 500 mcE/m?s. Substratul continea
rezerve de nutrienti initiale, astfel incat plantele au fost fertilizate numai dupa trei
saptaméani de crestere, prin aplicarea a 100 ml de solutie nutritivd 1 g/l de
ingragamant 20-8—20 (N-P.0s—K;0, Eurofertil, TimacAgro Romania).

Experimentul de testare in vitro a inclus urmatoarele variante:

V1 - martor neinoculat (cu fitopatogen sau B50)

V, — inoculat cu B. parabrevis B50, 10° spori/ml, la 4 saptamani de la
transplantare

V3 — inoculat cu P. ultimum, DSM 62987, 10° propagule/ml, 8 saptdmani
dupa transplantare;

V. - inoculat cu B. parabrevis B50, 10° spori/ml, la 4 siptidmani de la
transplantare si cu Pythium ultimum, DSM 62987, 10° propagule/ml, 8 saptdmani
dupa transplantare.

Fiecare varianta a inclus 12 ghivece, care au fost aranjate in blocuri de céate
trei per repetitie, intr-o schema randomizata de tip patrat latin, 4 variante in 4
repetitii.

La 4 saptamani de la transplantarea butasilor in sol au fost inoculate
variantele V, si V4, cu cate 50 ml de tampon fosfat steril, 0,1 m, pH 7,2, continand
10® ufc/ml spori de B. parabrevis B50. Tulpina antagonistd a fost cultivati pe
mediu lichid LB timp de 3 zile. Sporii formati au fost reluafi in tampon fosfat steril,
0,1 M, pH 7,2. Normalizarea numarului de spori a fost facuta prin numarare prin
tehnica unitatilor formatoare de colonii. Celelalte variante, V, si V3, au fost tratate
cu cate 50 ml tampon fosfat steril, 0,1 M, pH 7,2.

La 8 saptamani de la transplantarea butasilor au fost inoculate variantele V3
si V4 cu Pythium ultimum. Intrucat la temperatura camerei P. ultimum nu produce
zoospori (van der Plaats-Niterink, 1981, Monograph of the genus Pythium.
Institute of the Royal Netherlands Academy of Sciences and Letters, Baarn,

Olanda, pp. 164—167), suspensia de propagule de P. ultimum a fost realizata din
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hife si oospori, fiind preparata prin cultivare pe mediu lichid (erlenmeyere de 250
mi), care contineau 100 ml de mediu lichid cartof — glucoza, incubat pe un agitator
rotativ, la 150 rotatii pe min, timp de 7 zile la 24°C. Numarul de propagule a fost
determinat prin numadrare la camerd de numdrare, aducandu-se la 108 ufc/ml in
mediu lichid cartof — glucoza.

La 4 saptdmani de la infectia cu P. ultimum, respectiv 12 saptamani de la
butasire, a fost cantaritd masa proaspata si cea uscatda a radacinilor si a parilor
aeriene (tulpini si frunze) ale plantelor de muscatd. Datele au fost prelucrate
statistic prin analiza variantei (Statistica 10, StatSoft).

Rezultatele sunt prezentate in tabelul 7 si demonstreaza atat existenta unui
antagonism al tulpinii Brevibacillus parabrevis B50 fata de P. ultimun, cat si
capacitatea acestei tulpini de a determina a stimulare a cresterii plantelor de

muscata, in conditiile experimentale date.

Tab. 7. Efectul tratamentelor cu B. parabrevis B50 asupra dezvoltarii bolii

produse de P. ultimum la muscate si asupra cresterii plantelor de muscata.

Masa radacina, g Masa tulpina, g

Varianta experimentala — - — .
proaspata | uscata | proaspata | uscata

V4 - martor neinoculat 13,22b 1,81b | 109,26¢ | 15,12bc

Vs - B. parabrevis B50, 10 spori/ml 16,42a | 2,94a | 134,12a | 17,86a

V3 - P. ultimum, DSM 62987, 10°

propagule/ml 10,42c | 1,18c | 103,42c | 14,09c

V4 - B. parabrevis B50, 10® spori/ml

P. ultimum, DSM 62987, 108 14,12ab | 2,38a | 118,73b | 16,47ab
propagule/mi
DL 5% 1,68 0,45 9,42 1,14

Exemplul 3. Tulpina B. parabrevis B50 a fost multiplicata si inclusa intr-o
compozitie care sa-i faciliteze colonizarea substratului de crestere si/sau a
rizosferei. Multiplicarea s-a realizat pe un mediu care continea 10 g/l glucoza, 1,5
g/l autolizat de drojdie, KoHPO4 1,0 g/l, MgSO4-7H.0 0,2 g/l, CaCl,. 2H,0 0,1 g/l.
Mediu lichid a fost corectat la pH 6,5 cu NaOH 1 N, repartizat cate 150 ml in
erlenmeyere de 1 | si agitat 150 rpm pe un agitator orbital (Unimax 1010, Heidolph
Instrument) la 28°C, 48 ore. Dupé 48 ore s-a atins un nivel al populatiei bacteriene

de 5,8 x10° ufc/ml. Aceasta suspensie bacteriana a fost conditionatd in granule.
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35 ml de suspensie s-au adaugat peste 90 g de amestec format din 76 g faina
integrala de ovaz, 10 g amestec care include esteri etilici ai acizilor grasi, leciting,
sapun de potasiu, glicerina, lipide din ulei de rapita, si 4 g alcool polivinilic (26-88,
pulbere EMPROVE®, Merck, Darmstadt, Germania). Pasta rezultatd a fost
extrudata pe o masina de facut paste, (Model TR95A, Helco, Craiova, Romania),
iar taitei rezultati au fost granulati pe un echipament de sferonizare (model
Spheronis R-250m Grabler, Ettlingen, Germania). Granulele rezultate au fost
uscate intr-un uscator in pat fluid (Model TC20, Retsch, Germania), la o
temperatura maxima de 40°C.

Amestecul de esteri etilici ai acizilor grasi, lecitina, sapun de potasiu,
glicerina, lipide nesaponificabile din ulei de rapita s-a obtinut conform procedeului
descris in continuare. 1000 g de ulei degumat de rapitd, cu caracteristicile
prezentate in tabelul 8 a fost adus intr-o autoclava de 2 litri din otel inox, cu sistem

de agitare si de incalzire, sub atmosfera protectoare de azot.

Tab. 8. Caracteristicile uleiului degumat de rapita folosit

Apa si compusi volatili % m/m 0,4
Substante nesaponificabile % m/m 1,4
Acizi grasi liberi % m/m 1,9
Index de saponificare mg KOH/g 169,5

Compozitia medie in acizi grasi (% m/m): C16: 2.4; C18: 1.2 ; C18-1: 16.1; C18-2:
24.5; C18-3:7.3; C20-1:7.3; C22-1: 424

S-au dizolvat 25 g de hidroxid de potasiu de puritate 98% in 105 g de
etanol cu 0,3% apa, iar solutia rezultata a fost adaugata in autoclav peste uleiul
degumat de rapitd. Se porneste agitarea si incélzirea la 40°C. Dupa un timp de
reactie de 8 ore, masa de reactie s-a racit la temperatura camerei. S-au colectat
1225 g de masa transparenta de reactie (R1). 500 g de produs R1 s-a tratat cu
acid oleic tehnic, obtindndu-se un produs cu urmatoarea compozitie: (% m/m):
esteri etilici de acizi grasi (FAEE) 74,5; trigliceride 5,9; glicerol 7,1; sdapun de
potasiu 11,4 si apa 1,1. 140 g din produsul de reactie (P1) a fost tratat prin agitare
viguroasa cu 60 g emulsifiant lecitina de soia modificatd, cu o balanta hidrofil -
lipofild HLB mai mare de 8 (Thermolec® WFC, Archer Daniels Midland, Decatur,

IL, SUA) obtinandu-se un amestec cu compozitia cu urmatoarea compozitie: (%
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m/m): esteri etilici de acizi grasi (FAEE) 48,7; grasimi nereactionate din ulei de
rapita 4; glicerol 4,5; sapun de potasiu 7,5, lecitina 34,6 si apa 0,7. Acest amestec
a fost cel din care s-au luat 10 g si s-au folosit pentru obtinerea compozitiei cu
eliberare controlata continand tulpina B50.

Compozitia cu eliberare controlata pe baza tulpinii B. parabrevis B50 astfel
obtinuta este alcatuita din 76 pari faina integralad de ovaz, 4,8 parti esteri etilici ai
acizilor grasi, 4 pari alcool polivinilic, 3,5 parii lecitina, 0,75 pani sapun de potasiu,
0,45 parti glicerol, 0,4 pani grasimi din ulei de rapita, restul pana la 100 parii apa,
si min. 108 ufc/g B. parabrevis B50.

Numarul de bacterii B. parabrevis B50 in compozitia realizata a fost verificat
prin suspendarea a 0,1 g de compozifie in tampon fosfat salin steril, diluarea
seriald a suspensiei initiale si etalarea pe nutrient agar.

Exemplul 4. Tulpina B. parabrevis B50 si compozitia obtinuta cf. Ex.3 pe
baza ei au fost utilizate pentru a realiza compost micorizat. Multiplicarea
ciupercilor de micoriza biotrofe s-a realizat pe radacini de porumb si fasole.
Plantele au fost crescute pe substrat de crestere alcatuit din sol, nisip, vermiculit si
rocd fosfatica, in raport 2:1:1:0,1, distribuit in ladite de lemn captusite cu folie
neagra de polietilena, perforatd pentru a permite drenarea. Fiecare laditd a fost
umpluta cu 200 litri de substrat de crestere, care au ocupat circa 80% din volumul
disponibil. Au fost insamantate alternativ boabe de porumb si fasole, la 10 cm
unele de altele. Sporii de Glomus intraradices MUCL 43204, proveniti din cultura
axenica, au fost multiplicati pe radacini de Medicago truncatula, conform
protocolului descris de Chabaud et al. 2006, in: Mathesius, U., Journet, E.P. si
Sumner, L.W. (eds), The Medicago truncatula handbook, http://www.noble.org/
MedicagoHandbook, ISBN 0-9754303-1-9. Spori de ciuperci de micoriza au fost
recuperati din substratul de crestere prin sitare orbitala umeda. Cate 300 spori au
fost dezinfectati prin spalari succesive, mai intai timp de 15 min cu 30 ml solutie de
Cloramina T / Tween 20 (1 g Cloramina T si 0,25 ml Tween 20, adusi la 100 ml
solutie cu apa distilatd), la temperatura camerei, urmata de o spalare cu 30 mil
solutie de 200 pg/ml sulfat de streptomicina, sterilizata prin filtrare, timp de 1 ora la
4°C, si in final de 5 clatiri abundente cu apa distilata sterila.

Experimentul s-a lucrat cu urmatoarele variante experimentale:
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Vi — martor, substrat de crestere ne-inoculat cu ciuperci de micoriza sau
bacterii;

V, — substrat de crestere inoculat cu spori de Glomus intraradices MUCL
43204, 300 spori per samanta;

V3 — substrat de crestere inoculat cu spori de Glomus intraradices MUCL
43204, 300 spori per sdmanta si bacterii B. parabrevis B50, 10 ml x108 ufc/m|;

V4 — substrat de crestere inoculat cu spori de Glomus intraradices MUCL
43204, 300 spori per sdmanta si 10 g preparat cf. Ex.3, cu 108 ufc/g B. parabrevis
B50.

Fiecare varianta a fost realizatda in 4 repetitii, fiecare repetitie fiind
constituitd din cate trei lazi. Experimentul a fost amplasat randomizat in patrat
latin. Laditele cu plantele pe care se dezvoltau ciupercile de micoriza au fost
mentinute in conditii de sera, la 22+2°C in timpul zilei si 17+2°C in timpul noptii, cu
o fotoperioada de 12 ore, suplimentata cu lumina cu intensitatea de 160 mcE/m?/s,
provenita din lampi cu halogen, atunci cand intensitatea luminoasa scadea sub
500 mcE/m?/s. Plantele au fost crescute timp de 12 saptamani, fiind fertilizate la
interval de doua saptamani, prin aplicarea a cate 100 ml de solutie nutritiva 1 g/l
de ingrasamant 20-0-20 (N-P.0Os—-K>0), preparat din azotat de amoniu si azotat
de potasiu, pe fiecare ladita. De doua ori pe saptaméana plantele au fost udate la
80% din capacitatea de refinere a apei in substratul de crestere. Dupa 12
saptamani plantele au fost taiate la baza tulpinii si s-a oprit udarea, pentru a
stimula producerea de spori de catre ciupercile de micoriza. Dupa 10 zile au fost
extrase radacinile din sol, care au fost taiate in bucati de aprox. 1 cm si apoi re-
amestecate cu substratul de crestere. Materialul rezultat reprezintd compost
micorizat, suplimentat, in cazul folosirii de bacterii B50 si cu aceasta bacterie.

In probe din materialele rezultate din fiecare lada a fost determinat numarul
de ciuperci de micoriza (AMF). Numarul de AMF s-a determinat prin numarare
directa a sporocarpilor si a sporilor formati in substrat, extrasi prin sitare umeda si
centrifugare in gradient de densitate de zaharoza (Oehl et al. 2003, Appl. Environ.
Microbiol. 69: 2816—-2824). Determinarea s-a realizat pe 50 g probe substrat de
crestere uscat la aer, care a fost sitat umed pe un sistem orbital de sitare (model
AS 200, Retsch, Haan, Germania), cu site de 1,000-, 500-, 125-, and 32-pm.

Materialul retinut pe sita de 1000-pm a fost verificat pentru sporii adiacenti
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sistemului radicular, iar cel de pe sita de 500-um a fost verificat pentru spori de
dimensiuni mari, aglomerari de spori sau sporocarpi. Continutul sitelor 125- and
32-um a fost depus pe o solutie de 70% apa-zaharoza (masa/volum) si centrifugat
la 900 x g pentru 2 min. Supernatantul rezultat a fost re-trecut pe sita 32-um,
spalat cu apa de robinet si transferat in placi Petri. Sporii, aglomerarile de spori si
sporocarpii obtinuti de pe toate tipurile de site au fost numarati prin folosirea unui
microscop de disectie, la 0 marire de pana la x90. Apoi, de la 50 pana la 70%
dintre spori au fost montati pe lame cu alcool polivinilic — acid lactic — glicerol
(Koske si Tessier, 1983, Mycol. Soc. Am. Newsl. 34:59). Au fost montati numai
sporii sanatosi. Spori au fost examinati la un stereomicroscop (SZX10, Olympus,
Tokio, Japonia), la o marire de pana la x80. Abundenta sporilor a fost determinata
pentru fiecare proba si exprimatda ca numar de spori AMF per 50 grame de
substrat de crestere. Datele au fost prelucrate statistic prin analiza variantei
(Statistica 10, StatSoft).

Rezultatele sunt prezentate in tabelul 9. Aceste rezultate indica o stimulare
a dezvoltarii micorizelor si formarii de spori pe plantele tratate cu spori de Glomus
intraradices MUCL 43204, care este semnificativ influentata de tratarea
concomitenta si cu bacterii B. parabrevis B50, in variantele experimentale in care

a fost aplicata si aceasta bacterie.

Tab. 9. Producerea de spori de ciuperci de endomicorizda (AMF), per 50

grame de substrat de crestere, in variantele experimentale realizate*

% fata de varianta

Varianta experimentala Nu-mar inoculatd numai cu G.
spori AMF . \
intraradices
V; — martor, ne-inoculat cu ciuperci de micoriza
o 1245 -
sau bacterii
V, — inoculat cu spori de Glomus intraradices 236428 100

MUCL 43204, 300 spori per samanta

V; —inoculat cu spori de Glomus intraradices
MUCL 43204, 300 spori per samanta si bacterii B. | 314+35 133,05
parabrevis B50, 10 ml x10° ufc/ml;

V, — inoculat cu spori de Glomus intraradices
MUCL 43204, 300 spori per samanta si 10 g| 386+28 163,55
preparat cf. Ex.3, cu 10° ufc/g B. parabrevis B50.

*valorile urmate de aceeasi litera nu difera semnificativ pentru P<0.05.
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Includerea bacteriei B. parabrevis B50 in compozitia realizata conform Ex. 3
de ilustrare a inventiei, determina o stimulare suplimentara a formarii de micorize,
care este explicabila prin mai buna colonizare a substratului pe care aceasta
compozitie o asigura bacteriilor.

Exemplul 5. Materialele compost micorizat realizate conform Ex.4 au fost
testate din punct de vedere al capacitati de a proteja rasadurile de plante
ornamentale de caderea plantulelor produsd de Rhizoctonia solanii, intr-un
experiment realizat in conditii de sera.

Inoculul de Rhizoctonia solanii ATCC 66873, grup de anastomoza AG4, a
fost cultivat pe tarate de grau timp de 10 zile. Taratele de grau au fost sitate pentru
a obtine fractia de 0,25 ... 0,5 mm, spalate cu apa distilata, repartizate in placi
Roux si sterilizate, repetat de doua ori, prin autoclavare la 121°C, timp de 30 min.
Taratele au fost distribuite cate 100 g in placi Roux de 450 ml, umectate cu céate
50 ml tampon fosfat steril, 0,1 M, pH 7,2 si inoculate cu 1 ml suspensie de 10°
propagule/ml obtinute din culturi pe mediu agarizat.

Substratul de crestere pentru plantele ornamentale a fost reprezentat de
substratul Potground H70 (Klasmann — Delimann, Geeste, Germania), cu pH 6,0,
care confine 25% turba blonda 0-7 mm, 75% turba neagra si 1,5 g/l ingrasamant
complex NPK, destinat producerii de rasaduri de legume si flori.

Cresterea rasadurilor de flori ornamentale s-a realizat in tavite alveolare cu
32 de alveole (model EPE 32, Marcoser, Matca, Galati, Roméania), care aveau un
volum de 102 ml pentru fiecare alveola.

Plantele ornamentale folosite pentru experiment au fost panselutele (Viola
x wittrockiana cv. Berna), petuniile (Petunia x hybrida cv. Colour parade F1),
creasta cocosului (Celosia cristata, cv. Orange).

Substratul de crestere a fost amestecat cu tarate infectate, in raport de
0,25% v/v; 7 ml din acest amestec inoculat a fost distribuit in alveolele fiecarei
tavite, iar peste acest substrat infectat cu Rhizoctonia solanii au fost depusi céate
68 ml de compost micorizat realizat conform Ex.4, cu sau fara bacterii B.
parabrevis B50. In cazul variantei martor neinoculat substratul de crestere a fost
amestecat cu tarate de grau sterilizate prin autoclavare si umectate cu tampon
fosfat steril, 0,1 M, pH 7,2.
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Variantele experimentale au inclusiv si un tratament cu un produs standard
chimic, propamocarb conditionat (Previcur 607 SL, Bayer Crop Science, 607 g
ingredient activ per litru). Propamocarbul conditionat a fost diluat 1% in apa
deionizata, iar din aceasta solutie s-au aplicat cate 3 ml per alveola cu diametru de
6,2 cm, corespunzand unei doze recomandate de 10 ml produs conditionat per
metru patrat de sol pentru rasaduri. Martorul neinoculat si varianta netratata cu
produse impotriva caderii plantulelor au fost tratate cu cate 3,25 ml tampon fosfat
steril, 0,1 M, pH 7,2.

In fiecare alveola au fost introduse seminte din plantele ornamentale deja
precizate. Plantulele au fost mentinute in conditii de sera, la 22+2°C in timpul zilei
si 17+2°C Tn timpul noptii, cu o fotoperioada de 12 ore, suplimentata cu lumina cu
intensitatea de 160 mcE/m?s, provenita din 1&mpi cu halogen, atunci cand
intensitatea luminoasa scidea sub 500 mcE/m?/s. Substratul continea rezerve de
nutrienti initiale, astfel incat plantele au fost fertilizate numai dupa doua saptamani
de crestere, prin aplicarea a 100 ml de solutie nutritiva 1 g/l de ingragsamant 20-8—
20 (N-P20s—K>0, Eurofertil, TimacAgro Romania).

Fiecare varianta, V, - martor neinfestat, V. - varianta infestata cu R. solanii
si netratatd cu produse impotriva caderii plantulelor, V3 — tratament cu produs
chimic; V4 — tratament cu compost micorizat obtinut prin inocularea substratului de
crestere cu spori de Glomus intraradices MUCL 43204, Vs - tratament cu compost
micorizat obtinut prin inocularea substratului de crestere cu spori de Glomus
intraradices MUCL 43204 si bacterii B. parabrevis B50; Ve — tratament cu compost
micorizat obtinut prin inocularea substratului de crestere cu spori de Glomus
intraradices MUCL 43204, si preparat B. parabrevis B50 cf. Ex.3, a fost realizata
in 4 repetitii, fiecare repetitie fiind reprezentata de o tava cu alveole, cu o planta
ornamentala testata. Tavile cu alveole au fost aranjate in bloc randomizat in sera,
plantele gazda fiind randomizate intre blocuri, iar diferitele tratamente
experimentale fiind randomizate in cadrul sub-blocurilor planta gazda.

La 3 saptdmani de la semanarea plantelor, a fost determinata rata de
supravietuire a rasadurilor de plante ornamentatele. Datele au fost prelucrate
statistic prin analiza variantei (Statistica 10, StatSoft). Rezultatele sunt prezentate

in tabelul 10 si arata o eficacitate ridicata a tulpinii bacteriene B. parabrevis B50,
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prezenta in composturile micorizate realizate conform Ex. 4, in ceea ce priveste

protectia fata de caderea plantulelor determinata de R. solanii AG-4.

Tab. 10. Influenta diferitelor tratamente experimentale asupra supravietuirii
plantulelor de plante ornamentale crescute pe substrate inoculate cu R. solanii
AG-4

Numar mediu plante per tava cu 32
. . alveole:
Varianta experimentala - - -
Viola x Petunia x | Celosia
wittrockiana | hybrida cristata
Martor neinoculat cu R. solanii AG-4 si 25,25 24,75 24,5
netratat
Martor inoculat cu R. solanii AG-4 si 4.25 6.75 9.75
netratat
Propamocarb, echiv. 10 ml p/c per m? 19,25 20,75 22,75
Compost micorizat obtinut prin inocularea
substratului de crestere cu spori de Glomus 9,25 10,25 11,75
intraradices MUCL 43204
Compost micorizat obtinut prin inocularea
substratului de crestere cu spori de Glomus
intraradices MUCL 43204 si bacterii B. 16,25 17,75 18,25
parabrevis B50
Compost micorizat obtinut prin inocularea
substratului de crestere cu spori de Glomus
intraradices MUCL 43204, si preparat B. 18,25 20,25 21,5
parabrevis B50cf. Ex.3
DL5% 6,75 7,25 55

Materialul compost micorizat care continea numai Glomus intraradices a
prezentat activitate de protejare a plantelor de atacul fitopatogenului R. solanii AG-
4, probabil datorita activarii sistemului de aparare din plante, dar aceasta activitate
este insa sub limita de eficacitate necesara aplicarii in practica. Prezenta bacteriei
B. parabrevis B50 in materialul compost micorizat creste eficacitatea de
combatere a atacului de R. solanii AG-4. Utilizarea compozitiei, conform inventiei,
pe baza de bacterie B50, determina o colonizare mai buna de catre aceasta a
materialului compost micorizat, asigurand o eficacitate de combatere a atacului de
R. solanii AG-4 similara produsului chimic. Materialul compost micorizat cu bacterii

B50 prezinta deci caracteristicile unui compost supresiv.
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REVENDICARI

1. Tulpina de Brevibacillus parabrevis B50, NCAIM (P) B 001413,
caracterizata prin aceea ca prezinta caracteristici superioare de: antagonism in
vitro fatda de agenti fitopatogeni din sol, Fusarium graminearum, Alternaria spp,
Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum f. sp. dianthi ,
Sclerotium bataticola, Botrytis cinerea; biosintezd de compusi care stimuleaza
formarea micorizelor (oxid de mangan, poliamine); dezvoltare endofita; inocuitate
in testul pe Galleria mellonella; protectia plantelor de porumb, folosite ca plante
gazda pentru multiplicarea ciupercilor de micoriza, si a plantelor ornamentale de
musgcata, panselute, petunii si creasta cocosului, impotriva agentilor fitopatogeni
de sol; stimularea formarii de micorize pe plantele gazda folosite pentru
multiplicarea ciupercilor de micoriza, cu formarea de composturi micorizate
supresive.

2. Compozitia cu eliberare controlata pe baza tulpinii Brevibacillus parabrevis
B50 caracterizata prin aceea ca este alcatuitd din: 76 pari faina integrala de
ovaz, 4,8 parti esteri etilici ai acizilor grasi, 4 pari alcool polivinilic, 3,5 parti
lecitina, 0,75 parti sapun de potasiu, 0,45 parti glicerol, 0,4 parti grasimi din ulei de
rapit, restul pana la 100 parti apa, si min. 108 ufc/g B. parabrevis B50
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