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Prezenta inventie se refera la o noua tulpind de Brevibacillus laterosporus, anta-
gonista fata de ciuperci fitopatogene din sol, care prezintd, concomitent, si capacitate ridicata
de colonizare a materialului vegetal si a tesuturilor plantelor, si care este destinata utilizarii
in exploatarile agricole conservative, inclusiv in cele care utilizeaza mulci format din culturi
verzi de protectie.

Sunt cunoscute o serie intreaga de tulpini de bacterii gram-pozitive sporulate, apar-
tinand speciei Brevibacillus laterosporus i destinate utilizarii in practica.

WO 2008/03887 A2 descrie o tulpind de Brevibacillus laterosporus, UNISS18,
nepatogena pentru om, depozitatd cu numarul 41419 la NCIMB, care prezinta activitate
insecticida pentru dipterele care sunt vectori ai unor boli umane (Musca domestica, Culex
quinquefasciatus, Anopheles maculipennis $i Aedes aegypti). Tulpina este destinata
combaterii biologice a acestor diptere, prin aplicare in diferite tipuri de formulari.

US 5055293 se refera la tulpina P5 de Brevibacillus laterosporus (numar de depozit
ATCC 53694), care este patogena 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 ddunatoare fata de care este activa.

CN 1640266 A se refera la un bacteriocid microbian, la metoda de preparare a
acestuia si de aplicare. Tulpina de productie inventata este Brevibacillus laterosporus G4.
Bacteriocidul microbian inventat este preparat prin adoptarea unui procedeu conventional
de fermentare shake-flask. Tulpina are o buna actiune bactericida, pentru doi patogeni ai
plantelor Fusarium si Rhizoctonia.

Nu s-au descris pana in prezent tulpini de Brevibacillus laterosporus, care sa aib3,
concomitent, activitate de antagonism fata de agentii fitopatogeni din sol si capacitate de
colonizare a materialului vegetal si a tesuturilor plantelor. Astfel de tulpini sunt necesare
sistemelor de agriculturd conservativa. in cadrul acestor sisteme, lucrarile mecanice ale
solului sunt reduse, iar solul este acoperit cu cel putin 30% resturi vegetale. Sistemele de
agricultura conservativa reduc eroziunea solului si poluarea apelor de suprafata si din panza
freaticd, dar au dezavantajul c& mentin solul rece, reducand germinatia si dezvoltarea
plantelor cultivate, si favorizdnd dezvoltarea agentilor de daunare, in special, ciuperci
fitopatogene din sol, cu spectru larg de actiune.

In cadrul acestor sisteme de agriculturd conservativa, tulpinile de Brevibacillus
laterosporus, care prezinta atat activitate de antagonism fata de agentii fitopatogeni din sol,
cat si capacitate de colonizare a materialului vegetal si a tesuturilor plantelor, ar contribui la
inlaturarea dezavantajului mentionat mai sus, pentru ca ar inhiba agentii fitopatogeni din sol,
ar proteja plantele de cultura pe care le colonizeaza si ar asigura un management durabil al
resturilor vegetale.

Tulpina 56.1s de Brevibacilus laterosporus, cu numarul de depozit DSM 23663,
conform inventiei, este antagonista fatd de ciupercile fitopatogene de sol Fusarium
graminearum, Alternaria spp, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Fusarnium
oxisporum f. sp. radicis-lycopersici, Sclerotium bataticola, prezinta o capacitate ridicata de
colonizare a materialului vegetal si a tesuturilor vegetale, datorita producerii de amilaza si
lactonaza AHL, mobilitati de migrare si de agregare si formarii de biofilme, si asigura
cresterea nivelului productiilor de porumb in sistemele de agricultura conservativa pe baza
de mulci bioactiv, in conditiile reducerii folosirii erbicidelor si a araturii.

Tulpina Brevibacillus laterosporus 56.1s prezintd urmatoarele avantaje:

- crestere bogata pe mediile uzuale utilizate pentru cresterea bacililor gram-pozitivi
sporulati;
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- formarea de spori cu viabilitate indelungata;

- capacitatea 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;

- actiune impotriva atacului principalelor ciupercilor fitopatogene de sol;

- mobilitate ridicata, capacitate de a coloniza material vegetal si de a forma biofilme;

- capacitate de colonizare a tesuturilor plantelor in primele faze de vegetatie si de
protejare impotriva atacului unor agenti fitopatogeni.

Tulpina Brevibacillus laterosporus 56.1s (numarul de depozit DSM 23654, DSMZ,
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, Germania)
prezinta actiune antifungica fata de ciupercile fitopatogene din sol si capacitate de colonizare
a materialului vegetal si a tesuturilor plantelor.

Prezenta inventie se ilustreaza cu exemplul prezent mai jos.

Exemplu. Tulpina 56.1s de Brevibacillus laterosporus a fost obtinuté la Institutul de
Cercetare-Dezvoltare pentru Protectia Plantelor, Bucuresti, dintr-o proba de sol provenit din
Baraganul de sud. Pentru izolarea bacteriei, s-a utilizat agar nutritiv (peptona - 5 g/l, extract
de carne - 3 g/l, agar - 20 g/, la 1000 ml apa; pH 6,8...7,2), iar pentru cultivare, s-a utilizat
mediul Luria-Bertani agarizat (LBA: bactotriptona - 10 g/I, extract de drojdie - 5 g/l, NaCl -
10 g/l, agar - 20 g/l, la 1000 ml ap3; pH 7,5), la o temperatura optima de incubare de 28°C.

Aceasta tulpind a fost selectatd dintr-o colectie de peste 50 de izolate de bacili
sporulanti gram-pozitivi, pe baza actiunii antagoniste fata de ciupercile fitopatogene de sol
(Fusarium graminearum, Alternaria spp, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solarii,
Fusarium oxisporum f. sp. radicis-lycopersici, Sclerotium bataticola), producerii de amilaza
silactonaza AHL, mobilitatii de migrare/swimming si agregare/swarming, formarii de biofilme
in vitro, capacitatii de colonizare a materialului vegetal, activitatii de protectie a plantulelor
de porumb fata de atacul de Fusarium graminearum.

in vederea incadrarii taxonomice, tulpina 56.1s a fost caracterizatd pe baza unei
taxonomii polifazice, respectiv, a combinarii caracterelor morfologice (tabelul 1), cu cele
fiziologice (tabelul 2) si cu cele moleculare (secventa 16S rADN, tabelul 3, profilului de acizi
grasi din lipidele membranare, tabelul 4). Coroborand toate aceste date, tulpina 56.1s a fost
incadrata ca apartinand speciei Brevibacillus laterosporus.

Tabelul 1
Morfologia coloniilor de Brevibacillus laterosporus 56.1s pe diferite medii,
dupa cultivare timp de 24 h

Mediul utilizat Morfologia coloniilor tulpinii Usa2
Culoare Aspect exterior Dimensiuni (24 h)
mediul cu decoct de|brune rugoase, margini neregulate
cartof - glucoza sub forma de filamente colonii medii
agar (CGA)
Medii gelifiate [mediul cu extract de|crem rugoase, centrul
semisintetice |carne (beef extract) proeminent, incretit, colonii mari

margini neregulate
mediul cu decoct de|crem-brun |rugoase, margini neregulate colonii medii
fasole
mediul cu extract de|crem-brun |rugoase, margini neregulate colonii medii
sol
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Tabelul 1 (continuare)

Mediul utilizat Morfologia coloniilor tulpinii Usa2
Culoare Aspect exterior Dimensiuni (24 h)
Medii solide [felii de cartof sterile [brun rugoase, margini colonii mari
naturale neregulate, centru cu

rugozitati fine

Medii mediul cu decoct de|- peliculd find la suprafata, -
lichide cartof - glucoza rugoasa, turbiditate slaba
mediul cu extract de|- peliculd find la suprafata, -
came rugoasa, turbiditate slaba

Tabelul 2
Caracteristicile fiziologice ale tulpini 56.1s

Testul biochimic 56.1s

Reactia Gram

Reactia Voges-Proskauer

Hidroliza amidonului

Hidroliza gelatinei

+ |+ |+ |+

Reducerea NO,->NO,

Cresterea anaeroba -

Sursa de carbon:
- malonat
- citrat

- propionat
- tartrat

- trehaloza
- glucoza
Acidifica:

- xiloza

- glucoza

- arabinoza
- manitol

- rafinoza
-celobioza

+ +

+ + +

+|+ + + ¢+ 4+

Toleranta la NaCl 7%

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
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; amplificarea enzimatica a acizilor nucleici inainte de
secventializare; precipitarea si uscarea ADN-ului codificand pentru 16sRNA. Secventierea
nucleotidica a fost realizata 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 secventele existente in Banca de gene NCBI (National
Center for Biotechnology Information), s-a realizat cu ajutorul programului BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool). Rezultatele sunt prezentate in tabelul 3, acestea dovedind o
similaritate de 99,8% cu alte tulpini de Brevibacillus laterosporus.
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Tabelul 3
Identificarea tulpinii pe baza similaritatii secventei 16S rADN cu tulpinile din GenBank

Tulpina | Lungimea Compozitia nucleotidicd a secventei 16S rADN Identificarea
secventei tulpinii®
16S' rADN'

GACGMCGCT GGCGGCGTGCCTAATACATG
AAGTCGAGCGAGGGTCTTC
GGACCCTAGCGCGGACGGGGAGTAACACTAGGCAAC
CTGCCTG
TNAGCTGGGATAACATAGGGAAACTTATGCTMTACCG
GATAGG GTTTTGCTTCCTGAAGCGAAACGGAAA
GATGGCGCAAGCTATCACTT ACAGATGGGC
CTGCGGCGCA TAGCTAGTT
GGTGAGGTMNGGCTCACCAAGGCGACGAT
GCGTAGCCGA CCTGAGAGGG

56.1s 840 TGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC |Brevibacillus
TCCTCGG laterosporus
GAGGCACAGTAGGGAATTTTCCACATGGACGAAATCT [NBRC 15654 -
GATGGAG similaritate:
CAACGCCGCGTGAACGATGAAGGCTTTCGGTCGTAA [99.8%
AGTTCTGT
TGTTGGGAAGAAAAGTGCTATTAAATAAGGTAGCACC
TTGA
CGGTACCTAACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGC
CAGCGCC GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
GTCCGGAATT ATTGGGCGTAAAGCGCGCGC
AGGTGGCTAT GTAAGTCTGA
TGTTAAAGCCCGAGGCTCAA
CCTCGGTTCGCATTGGAAAC TGTGTAGCTT
GAGTGCAGGA GAGGAAAGTG
GTATTCCACGTGTAGCGGTG AAATGCGTAG
AGATGTGGAG GAACACCAGT GGCGAAGGCG
ACTTTCTGGC CTGTMCTGACACTGAGGCG
CGAAAGCGTG GGGAGCAAAC AGGATTAGAT
ACCCTGGTAG TCCACGCCGTAAACGATGAG
TGCTAGGTGT TAGGGGTTTC AATACCCTTA
GTGCCGCAGC TAACGCAATA

- (perechi de baze - pb); - pe baza similaritétii secventei 16S rADN cu tulpinile din GenBank (numar de referinta -
procentul de similaritate.

Profilul acizilor grasi membranari a fost determinat cu ajutorul unui sistem Sherlock®
Microbial ID, prin folosirea procedurii Instant FAME™. Esterii acizilor grasi din membrana
bacteriana au fost separati 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 ym) si detector de ionizare in flacara (FID). Softurile
utilizate pentru achizitia si prelucrarea automatd 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.), utilizdnd bibliotecile de profiluri de esteri metilici ai acizilor grasi pentru
microorganismele aerobe din mediu (RTSBABG, versiunea 6.0/2008). Ca material de referinta,
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s-a folosit un amestec etalon de esteri metilici ai acizilor grasi cu catena liniaréa cu numarul
de atomi de carbon in molecula cuprins intre 9 si 20 (etalonare cantitativa pentru metodele
cromatografice Sherlock rapide si sensibile). Microorganismele de referintd, pentru
verificarea protocoalelor microbiologice si chimice de procesare a probelor, au fost Bacillus
subtilis (tulpina ATCC 6633) si Stenotrophomonas maltophilia (tulpina ATCC 13637).

Tabelul 4
Profilul acizilor grasi din membrana tulpinii 56.1s
Timp de retentie Tip acid gras, membranar Proportie (%)
1,8769 13:0is0 0,98
1,9018 13:0 anteiso 0,40
2,1668 14:0is0 3,27
22777 14:0 2,26
2,4762 15:0is0 22,67
2,5055 15:0 anteiso 58,86
2,7257 16:1 w7c alcohol 0,39
2,7959 16:0is0 2,26
2,8441 16:1w1ic 0,99
2,9135 16:0 1,98
2,9972 15:0 20H 0,65
3,0475 17:1 isow10c 0,56
3,1184 17:0iso0 1,53
3,1493 17:0 anteiso 2,88
3,4887 18:1 w9c 0,33

Activitatea antagonista a tulpinii 56.1s fata de diferite ciuperci fitopatogene, cum ar
fi. Fusarium graminearum, Fusarium oxisporum radicis-lycopersici, Sclerotinia sclerotiorum,
Sclerotium bataticola si Alternaria spp. s-a analizat in vitro prin utilizarea tehnicii culturilor
duble sau prin inteparea mediului cu biomasa bacteriana la maximum 2 cm de o rondea
calibrata (5 mm) de miceliu. Culturile de ciuperci fitopatogene au fost improspatate pe mediu
CGA (cartof, dextroza, agar) si incubate la 28°C, timp de 5 zile. Tulpina 56.1s a fost
improspatatd pe mediu Luria-Bertani (LB), agarizat prin incubare la 28°C, timp de 24 h.
Testarea activitatii antagoniste in vitro a fost efectuata pe mediul cu cartof glucoza agar
(CGA). Placile Petri insdmantate cu microorganismele de testat au fost incubate la 28°C si
analizate in ceea ce priveste zona de inhibitie (mm) produsa de Brevibacillus laterosporus
56.1s, la 24, 48 si 72 h. Experienta a fost repetata de trei ori.

Tabelul 5
Testarea in vitro a activitatii antagoniste a tulpinii de Brevibacillus laterosporus 56.1s
asupra cresterii miceliene a unor ciuperci fitopatogene (zona de inhibitie la 72 h, mm)
Ciuperca fitopatogena Zona de inhibitie (mm) indusa de tulpina
56.1s

Fusarium graminearum

Fusarium oxisporum f. sp. radicis lycopersici
Sclerofinia sclerotiorum

Sclerotium bataticola

ol N ool vl o

Alternaria spp.
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Rezultatele au demonstrat ca tulpina 56.1s produce metaboliti antifungici, care au
inhibat dezvoltarea ciupercilor luate in studiu. Cea mai mare zona de inhibitie s-a inregistrat
fatd de ciuperca Sclerotinia sclerotiorum (8 mm), aceasta fiind urmatd de Fusarium
graminearum, Fusarium oxisporum f. sp. radicis-lycopersici $i Alternaria spp. (5 mm).

Tulpina 56.1s a fost analizata in ceea ce priveste producerea de enzime, care au un
rol important in colonizarea materialului vegetal, in activitatea antagonista si in modularea
consortiilor de consens, formate de diferite tipuri de microorganisme.

Producerea de amilaza s-a analizat prin insamantarea, sub forma de striu, pe mediul
nutrient agar (NA) + 0,4% amidon solubil. Placile au fostincubate la 28°C, timp de 48...72 h,
dupa care s-au tratat cu solutie de iod in ioduré de potasiu, prin inundare. Zonele clare din
jurul cresterii bacteriene, dupa adaugarea solutiei de iod, au indicat descompunerea
amidonului din mediu si, deci, producerea de amilazd. Rezultatele au reflectat faptul ca
tulpina 56.1s produce amilaza.

Producerea de lactonaza (enzima implicata in quorum quencing, prin care se impie-
dica comunicarea dintre bacteriile ddunatoare care folosesc sistemul de quorum sensing de
tip AHL) s-a analizat prin inocularea tulpinii 56.1s in 2 ml mediu lichid Luria Bertani, in care
s-aadaugat C6-hexanoil homoserin lacton& (C6-HHL), in concentratie finala de 5 uM, 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 yg/ml
kanamicina si inoculat in plaja cu tulpina biosenzor de Chromobacterium violaceum CV026,
prin distributia, sub forma de plaja, a unei cantitati de 250 pl dintr-o cultura de 12 h. Pe
suprafata placii astfel inoculate, au fost efectuate godeuri cu diametrul de 5 mm, in care s-au
distribuit 100 yl din supernatantul culturii 56.1s. Vasele Petri 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 56.1s a produs lactonaza.

Tulpina 56.1s a fost testaté in ceea ce priveste mobilitatea de migrare la suprafata
agarului (swimming) si de agregare (swarming). Ca martor, a fost utilizata o tulpina martor,
modificata genetic pentru a fi imobila, P. putida PCL1760 (Validov, 2007). Pentru aceasta,
tulpinile au fost improspatate pe mediul LB, suplimentat cu 1,8% agar si crescute peste
noapte la 28°C. Vasele Petri 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 min, in hota cu flux laminar, inainte de utilizare. Tulpinile s-au inoculat prin intepare,
in centrul mediului, cu betisoare sterile din lemn. Dupa 18 h incubare la 28°C, placile s-au
analizat in ceea ce priveste mobilitatea. Rezultatele au evidentiat faptul ca tulpina 56.1s a
prezentat ambele tipuri de mobilitate.

Tulpina 56.1s a fost testata in vitro in ceea ce priveste formarea biofilmului prin
cultivarea in mediul CM (Fall et al., 2004) si mediul M63 (OToole et al., 1998). impreuna cu
tulpina 56.1s, au fost testate si doua tulpini martor, Pseudomonas fluorescens WCS 365
(Simons et al. 1996) considerata martor pozitiv si Bacillus subtilis B168 (Burkholder et al.,
1947) cunoscuta ca fiind slaba producatoare de biofilm.

Testul a constat in improspatarea celulelor pe mediul LB, prin incubare la 28°C, timp
de 18 h, dupa care 10 pl au fost utilizati pentru inocularea a 0,5 ml mediu CM si, respectiv,
M63, distribuitin tuburi Eppendorf din polipropilena. Tuburile astfel inoculate au fostincubate
peste noapte la 37°C, fira agitare. in scopul analizei fenotipice a biofilmului, dup& eliminarea
mediului din tuburi i clatirea cu apa distilata sterila, celulele aderente au fost colorate cu 1%
w/v cristal violet, timp de 10...15 min.
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Formarea biofilmului a fost cuantificaté prin aditionarea a 2x 200 ul etanol 95% si
spalarea celulelor aderente, colorate cu cristal violet. Etanolul a fost apoi transferat intr-un
tub Eppendorf de 1,5 ml si s-a ajustat volumul la 1 ml, cu apa distilata sterila. Absorbanta s-a
analizat la 540 nm, cu ajutorul spectrofotometrului.

Rezultatele, prezentate in tabelul 6, reflecta faptul ca tulpina 56.1s a format biofilm
pe cele doua tipuri de medii testate. Pe ambele medii de crestere, analiza cantitativa a
biofilmului a evidentiat diferenta nesemnificativa dintre tulpina WCS365 si tulpina 56.1s. Pe
mediul de crestere CM, s-a observat o mai buna dezvoltare a biofilmului, pentru toate
tulpinile studiate, comparativ cu mediul M63.

Tabelul 6
Cuantificarea biofilmului, dupéd 24 h de crestere in conditii statice la 37 C,
a tulpinii 56.1s, pe mediile CM si M63

Cod tulpind |Absorbanta 540 nm - Crestere pe mediul] Absorbanta 540 nm - Crestere pe mediul
CM M63
56.1s 0,545 0,152
WCS365 0,612 0,206
B168 0,336 0,096

Formarea biofilmului este o caracteristica importanta a microorganismelor benefice,
acest mecanism fiind direct implicat in protectia plantelor prin colonizarea substratului de
crestere si competitia pentru nisa.

Tulpina 56.1s 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 56.1s de Brevibacillus laterosporus a fost cultivatd pe mediul LB, la 28°C, cu agitare
la 150 rpm, timp de 48 h, dupa care a fost centrifugata la 4000 rpm, iar sedimentul a fost
resuspendat in 10 mM MgSO, suplimentat cu 1,2 mg/ml ampicilina. Concentratia inocului
utilizat pentru tratarea larvelor a fost masurata cu spectrofotometrul la OD 600 (cunoscandu-
se ca OD600=1 reprezintd 10° ufc/ml) si este indicata in tabelul 7.

Tabelul 7
Valoarea densitétii optice, la OD 600 nm, a inoculului de 56.1s, utilizat in testul de
inocuitate
Valoarea citirii la OD 600 nm
Cod tulpina Inocul 10 102 10° 10* 10° 10°

nediluat | ufe/mL" | ufe/mL™? | ufe/mL" | ufe/mL" | ufe/mL" | ufc/mL”’

Brevibacillus
laterosporus 56.1s 1.900 0.252 0.100 0.070 0.020 0.010 0.001

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 min, dupa care au fost
injectate cu 5 pl suspensie bacteriana, utilizadnd o seringd Hamilton. Fiecare varianta de
dilutie, a cuprins 30 larve, iar zece larve au fost utilizate pentru fiecare repetitiva. Varianta
martor a constat in larve injectate cu 5 yl 10 mM MgSQO, si 1,2 mg/ml ampiciling, in scopul
analizarii efectelor fizice letale, determinate de injectii. Larvele inoculate au fost mentinute
apoi pe mediul Haydak la 30°C, in intuneric. La 24, 48 si 72 h dupa infectie, larvele au fost
analizate, iar cele moarte au fost numarate. Larvele care nu au prezentat semne vitale la
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atingerea cu varful pipetei, au fost considerate moarte. Rezultatele au evidentiat faptul ca
tulpina de Brevibacillus laterosporus 56.1s, 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 (tabelul 8). Deci, tulpina de Brevibacillus laterosporus
56.1s nu este patogena pentru organisme netinta, fapt demonstrat prin mortalitatea redusa
a larvelor de G. mellonella, tratate.

Tabelul 8
Procentul larvelor de Galleria mellonella moarte la 24, 48 $i 72 h dupé inoculare
cu tulpina Brevibacillus laterosporus 56.1s

Varianta % larve moarte
24 h 48 h 72 h
Martor 0 0 0
Inocul nediluat 30 40 40
10"ufc/mL”’ 20 20 30
107 ufc/mL’ 10 30 30
10° ufc/mL” 0 0 0

Pentru determinarea capacitatii de colonizare a materialului vegetal, s-au utilizat paie
de grau sterilizate prin iradiere gamma. Paie sterile, de circa6...7 cm, au fost depuse aseptic
pe placi Petri cu diametrul de 9 cm, care contineau hartie de filtru umectata cu tampon fosfat
salin steril. Pe un capat al paiului de grau, s-au depus 10 ul suspensie bacteriana, continand
10° ufc/ml 56.1s. Dupa 48 h, s-a prelevat aseptic capatul celalalt al paiului (circa 2 cm), care
s-a trecut intr-o epubeta cu 10 ml tampon fosfat salin steril. S-a fiert timp de 10 min, iar din
izolatul racit, s-au prelevat 0,5 ml, care s-au diluat serial de trei ori $i s-au inoculat pe nutrient
agar. Coloniile formate au fost reidentificate ca fiind Brevibacillus laterosporus, pe baza unui
test de microetalare fenotipica de tip Biolog si a testelor API 20E. Concluzia experimentului
a fost ¢a tulpina bacteriana 56.1s 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 bacterizate cu 0 suspensie
bacteriana de 10° ufc/ml. S-a lucrat fatad de un martor neinoculat si cu un martor etalon, tratat
cu un produs chimic (2 g/kg, metiltiofanat 70%). Infectia s-a realizat prin tratatarea solutiei
nutritive cu o suspensie concentrata de spori, astfel incat numarul de spori per mililitru de
solutie nutritiva a fost de 10* ufc/ml. Variantele experimentale au fost: V, - 56.1s; V, - 56.1s
+ Fusarium graminearum; V, - metil tiofanat 70% 2 g/kg + Fusarium graminearum; V, -
Martor neinoculat cu bacterii sau ciuperci. Fiecare variantd a fost realizata in 5 repetitii. S-au
utilizat pungi de crestere cyg (Mega International), iar in fiecare punga, s-au plasat 3 seminte
pregerminate. Pungile au fost amplasate randomizat intr-o camera de crestere. Plantulele
au fost crescute in conditii controlate (temperatura de 22°C+ 0,2°C, iluminare 12 h pe zi, cu
250 pumol fotoni m?s™), timp de 10 zile. Rezultatele finale au aratat ca tulpina 56.1s are o
eficacitate de peste 90%, cu 2% mai mult decat etalonul chimic tiofanatmetil. Deci tulpina
56.1s prezinta un antagonism semnificativ pentru Fusarium graminearum si in vivo, in conditii
controlate.

S-au prelevat aseptic parti din tulpinita plantulelor provenite din seminte pregermi-
nate, tratate cu tulpina 561.s. Tulpinitele s-au trecut intr-o eprubeté cu 10 ml tampon fosfat
salin steril. S-a fiert timp de 10 min, iar din izolatul racit, s-au prelevat 0,5 ml, care s-au diluat
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serial de trei ori si s-au inoculat pe nutrient agar. Coloniile formate au fot reidentificate ca
fiind Brevibacillus laterosporus, pe baza unui test de microetalare fenotipica de tip Biolog si
a testelor API 20E. S-a concluzionat ca tulpina 56.1s are capacitatea de a coloniza endofit
plantele de porumb, pe care le protejeaza impotriva atacului unor patogeni majori.

A fost realizat si un experiment de testare, in conditii de camp, a eficacitatii tulpinii
56.1s. Experimentele de cultivare au fost realizate pe un cernoziom cambie, la Amzacea
(Dobrogea). Cultura de mazare de toamna, Pisum sativus subsp. arvense, cv. Enduro, a fost
semanata direct in mirigstea de grau, la sfarsitul lunii septembrie. S-a folosit 0 masina de
semanat direct in miriste si s-a semanat la o densitate de 70...75 seminte germinabile de
mazare/m?, corespunzand unei cantitati de 65...75 kg/ha. Adancimea de semanat a fost de
7...8 cm. In primavara, s-a transformat cultura de mazare in mulci bioactiv, prin tavalugire
si tratare cu 900 | de suspensie care include un erbicid total pe baza de glifosat, aplicat in
doza de 1,25 s.a./ha, si suspensie de 10° ufc/ml spori de Brevibacillus laterosporus 56.1s.
S-a insdmantat o culturd de porumb hibrid mediu, la o densitate de 5...7 boabe germi-
nabile/m?, dupa 14 zile de la mulcire. Cultura de porumb a fost intretinuté pana la jumatatea
lunii mai, c&nd s-a aplicat o fertirigare cu 250 m*/ha, cu o doza de 60 ingrasaminte complexe,
care contin 15% azot, 5% fosfor, 20% potasiu si 2% microelemente. S-a intretinut in
continuare cultura de porumb si s-a recoltat la sfarsitul lunii septembrie. S-a lucrat fata de
o variantd martor intensiv, la care s-a realizat o aratura de toamna adanca, tratarea cu
erbicide preemergente si postemergente, fertirigareain aceeasi perioada. De asemenea, s-a
folosit si o varianta la care nu s-a realizat bioactivarea mulciului vegetal cu bacterii 56.1s.
Fiecare variantd a fost realizata in 4 repetitii.

in stadiul V, al dezvoltarii porumbului, s-a determinat vigoarea plantelor, inaltimea si
biomasa aeriana. Vigoarea plantelor s-a diferentiat semnificativ in stadiul V. Pe o scaré de
la 11a9, la sistemul intensiv, vigoarea plantelor a fost de doar 7, in pofida conditiilor climatice
foarte favorabile pentru porumb in anul de experimentare. La sistemul in care s-a folosit
mulci vegetal, vigoarea a crescut la 7,5. La sistemul cu mulci bioactivat, tratament al
mulciului cu suspensie de bacterii 56.1s, plantele de porumb au prezentat o vigoare sporita,
de 8,5. Tnél’;imea plantelor nu a fost influentata semnificativ, la mulciul bioactivat, plantele au
acumulat o semnificativ mai multd biomasa. in final, vigoarea suplimentara a plantelor de
porumb protejate si in conditii de camp de atacul ciupercilor fitopatogene din sol s-a con-
cretizat intr-un spor de productie de aproximativ 10%. Datele sunt prezentate in tabelul .

Tabelul 9
Influenta diferitelor sisteme tehnologice asupra cresterii §i productiei porumbului’
Varianta Vigoarea® medie | Inaltimea plantei Biomasa Productia
a plantelor stadiul V, (cm) aeriand uscata kg/ha
)]
Martor intensiv, arat 7 41,6a 1,85a 9220a
Mulci vegetal 7.5 38,3a 2,08a 8920a
Mulci vegetal bioactivat cu 8,5 42 5a 2,47b 9870b
56.1s

' - valorile urmate de aceeasi litera nu difera semnificativ pentru P>0,05;
2 stadiul Vg, 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 este incurajata prin platile compensatorii, asociate masurilor de agromediu.
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Revendicare

Tulpind 56.1s de Brevibacillus laterosporus, cu numarul de depozit DSM 23663,
caracterizatd prin aceea ca este antagonista fatd de ciupercile fitopatogene de sol
Fusarium graminearum, Alternaria spp., Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani,
Fusarium oxisporum f. sp. radicis-lycopersici, Sclerotium bataticola, prezintd o capacitate
ridicaté de colonizare a materialului vegetal si a tesuturilor vegetale, datorité producerii de
amilaza silactonaza AHL, mobilitatii de migrare si agregare, si formarii de biofilme, si asigura
cresterea nivelului productiilor de porumb in sistemele de agricultura conservativa pe baza
de mulci bioactiv, in conditiile reducerii folosirii erbicidelor si araturii.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
sub comanda nr. 87/2015
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