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Inventia se referd la un consortiu microbian care, in
forma de bioinoculant, este utilizat pentru tratamentul
solurilor dintr-o zona industriala, cu un continut relativ
mare de hidrocarburi petroliere si de metale grele, in
conditile in care contribuie la dezvoltarea plantelor
cultivate. Consortiul conform inventiei este alcdtuit din
tulpini BBG1 de Rhodococcus gingshengii si BBN1 de
Pseudomonas fluorescens, inregistrate la National
Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms
din Budapesta, cu numerele de inregistrare NCAIM (P)
B001401 si, respectiv, NCAIM(P) B001400, avand
capacitatea de a biodegrada hidrocarburi alifatice -
n-dodecana-mono-aromatice - benzen, toluen, xilen - si
aromatice policiclice - naftallna prln reZ|stenta cres-
cuta fata de metale grele - Zn*, Cu**, Pb® - si, respec-
tiv, prin exercitarea unor proprletatl benefice asupra
dezvoltarii plantelor - producerea de siderofori, mobili-
zarea fosfatilor anorganici din complecsi insolubili,
hidrolizarea carbamidei si a gelatinei - fiind adecvat
pentru remedierea biologica a solurilor contaminate cu
hidrocarburi petroliere, chiar si in prezenta unor metale
grele, contribuind, in acelasi timp, si la dezvoltarea
plantelor.
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CONSORTIU MICROBIAN CU CAPACITATEA DE A DESCOMPUNE
HIDROCARBURI PETROLIERE IN PREZENTA METALELOR GRELE

Prezenta inventie se refera la un consoriiu microbian, alcatuit din tulpinile autohtone
izolate din sol contaminat cu hidrocarburi, respectiv cu metale grele. Acest consoriiu in
forma de bioinoculant este adecvat pentru tratamentului solurilor zonelor industriale cu
un continut ridicat de hidrocarburi petroliere si de metale grele si in acelasi timp
contribuie la dezvoltarea plantelor in interiorul zonei tratate.

Nu s-au descris pana in prezent tulpini de Rhodococcus gingshengii care sa aiba
concomitent activitate de descompunere a hidrocarburilor alifatice, mono-aromatice,
policiclice aromatice si respectiv rezistenta fata de metale grele (Pb**, Zn** si Cu®").

Capacitatile benefice ale tulpinilor Pseudomonas fluorescens asupra cresterii
plantelor au fost deja demonstrate in numeroase studii. Brevetul US006048713A se
refera la tulpina HP72 de Pseudomonas fluorescens si protejeaza tulpina cu o
capacitate de stimulare a cresterii plantelor respectiv cu capacitate antagonistica asupra
unor fungi patogene. Cererea de brevet US005919448A descrie tulpina FPT-9601 de P.
fluorescens cu o capacitate crescuta de stimulare a cresterii plantelor.

Problema pe care rezolva inventia.este realizarea unui biopreparat bacterian
compus din tulpina Rhodococcus gingshengii BBG1 si Pseudomonas fluorescens BBN1
izolate din sol, pentru bioremedierea solurilor contaminate cu hidrocarburi petroliere.

Consortiul microbian este alcatuit din tulpinile R. gingshengii BBG1 si P.
fluorescens BBN1 realizand bioremedierea solurilor contaminate cu hidrocarburi,
respectiv cu metale grele contribuind Tn acelasi timp la stimularea cresterii plantelor din
interiorul zonei tratate.

Cele doua tulpini bacteriene Rhodococcus gingshengii BBG1 si Pseudomonas
fluorescens BBN1 sunt depuse la National Collection of Agricultural and Industrial
Microorganisms din Budapesta, cu numere de depozit NCAIM(P)B001401 si
NCAIM(P)001400.

Procedeul de obtinere a unui biopreparat care poate fi folositad in bioremedierea

unor soluri contaminate cu hidrocarburi petroliere cu ajutorul tulpinilor bacteriene
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Rhodococcus qingshengii BBG1 si Pseudomonas fluorescens BBN1 izolate din sol,
conform inventiei, consta in aceea c¢a, cuprinde obtinerea unui inocul, prin izolarea celor
doua tulpini in mediu mineral lichid Bacto-Bushnell-Haas suplimentat cu motorina, ca
unicad sursa de carbon (incubat la 28°C timp de 72 ore) si prin cultivarea bacteriilor
obtinute in mediul nutritiv Nutrient Broth (timp de incubare la 28°C - 48 ore).

Realizarea inventiei are urmatoarele avantaje:

- aceastd consortie bacteriana contribuie la degradarea n-dodecanei,
benzenului, toluenului, xilenului, naftalinei;

- consortia bacteriana poate tolera prezenta unor metale grele (Pb2+, Zn?* Si
Cu?") in concentratii ridicate;

- contribuie la mobilizarea substantelor nutritive pentru plante (producerea de
siderofori, mobilizarea fosfatilor anorganici din complecsi insolubili,
hidrolizarea carbamidei si a gelatinei), favorizand astfel cresterea plantelor.

Consortiul microbian alcatuit din tulpinile R. gingshengii BBG1 si P. fluorescens
BBN1 prezinta urmatoarele avantaje:

e Ratd de crestere ridicatd pe mediile uzuale utilizate pentru cresterea
bacteriilor;

e Capacitate de biodegradare a diferitelor poluanti din motorind: benzen,
toluen, xilen, n-dodecana si naftalina;

e Datorita tulpinii P. fluorescens BBN1 bioinoculantul are si capacitati benefice
asupra cresterii plantelor prin productia de siderofori, mobilizarea fosforului
anorganic si hidroliza carbamidei;

o Datoritd capacitati de rezistenta fatd de metale grele a tulpinilor,
bioinoculantul poate sa fie aplicabilda si in bioremedierea terenurilor
contaminate cu hidrocarburi cu un continut ridicat de metale grele.

Se da un exemplu de realizare a inventjei:

Tulpinile BBG1 de R. qingshengii si BBN1 de P. fluorescens au fost izolate la
Universitatea Sapientia - Centrul de Cercetare de Biochimie, Biologie si Biotehnologie
(BIBIRC) din probe de sol contaminate cu hidrocarburi petroliere respectiv cu metale
grele, provenite de la exploatarea minierd Balan. Tulpinile au fost izolate folosind un

mediu mineral lichid Bacto-Bushnell-Haas suplimentat cu motorind, ca unica sursa de

¢
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carbon (incubare la 28°C timp de 72 ore). Bacteriile astfel obtinute au fost inmultite in

mediu lichid Nutrient Broth (peptona-5 g; extract de carne-1 g; extract de drojdie-2 g;

NaCl-5 g, apa distilata-1000 ml) in care au prezentat o proliferare intensa. Tuipinile

BBG1 si BBN1 au fost selectate dintr-o colectie de 25 izolate, pe baza capacitatii lor

remarcabile de descompunere a hidrocarburilor (hidrocarburi alifatici, mono-aromatici si

policiclici aromatici), respectiv datoritd abilitatii crescute de rezistentd fatd de metale
grele (Pb**, Zn®" si Cu®").

in vederea incadrarii taxonomice tulpinile BBG1 si BBN1 au fost caracterizate din

punct de vedere biochimic si pe baza secventei 16S ADNr (Tabelul 3).

Tabelul 1. Morfologia coloniilor de Rhodococcus gingshengii BBG1 si Pseudomonas

fluorescens BBN1

. Mediul Culoarea Dimensiuni .
Tulpina  ilizat  coloniilor (48) Aspect exterior
Agar L Colonii convexe cu margini
BBG1 nutritiv Roz alb Colonii mici putin neregulate
Agar Verde .. ) Colonii convexe cu margini
BBN1 nutritiv._ galbuie Colonii mari regulate, suprafata lucioasa

Tabelul 2. Caracteristicile fiziologice ale tulpinilor BBG1 si BBN1.

Test

Tulpina testata

BBN1 BBG1

Reactia Gram - +
Reactia Voges-Proskauer - +
Hidroliza amidonului - -
Hidroliza gelatinei + -
Reducerea NO3;—»>NO, - -
Crestere anaeroba - -
Catalaza +
Surse de carbon

Glucoza + +
D-mannoz + +
D-mannitol + -

Identificare

Identificarea pe baza secventei 16S ADNr s-a realizat prin amplificarea PCR
utilizadnd primeri 27F (5-AGAGTTTGATC(A/C)TGGCTCAG-3') (Lane, 1991) si 1492R

i
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(5'-TAC GG(C/T) TAC CTT GTT ACG ACT T-3) (Polz and Cavanaugh, 1998). inaintea
reactiei de secventiere fragmentele amplificate au fost purificate cu Viogene DNA
Purification Kit (Viogene Biotek-Corp., Taiwan) in conformitate cu specificatiile
producatorului. Pentru reactia de secventiere s-a utilizat kitul Big Dye Terminator v 3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA). Secventierea produsilor s-a realizat
prin metoda electroforezei capilare, folosind secventiator automat ABI 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, USA). Secventele astfel obtinute au fost analizate cu
ajutorul software-ului MEGAS5 si comparate cu secventele existente in Banca de Gene
NCBI (National Center for Biotechnology Information) prin folosirea algoritmului BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool). Pentru o identificare mai eficienta a tulpinilor pe
baza fragmentelor 16S ADNr s-a folosit baza de date EzTaxon. Daca similaritatea intre
secventele 16S ADNr ale bacteriilor studiate si cele existente in banca de gene este
mai mare de 98% este posibila identificarea tulpinii bacteriene la nivel de specie.

Pe baza secveniei de 1447 perechi baze din secventa 16S ADNr tulpina BBG1
prezinta o asemanare de 100% cu tulpina Rhodococcus qingshengii djlé (numar acces
DQO09Y0961) izolata din sol contaminatd cu carbendazim (Xu et al, 2007). Tulpina BBN1
pe baza secventei 16S ADNr (598 perechi de baze) prezintd o asemanare de 99,15%

cu tulpina Pseudomonas fluorescens DSM 50090T (numar acces Z76662).

Tabelul 3. Secventa genelor 16S ADNr ale tulpinilor BBG1 de R. gingshengii si
BBN1 de P. fluorescens

Tulpina Compozitia nucleotidica a secventei 16S ADNr
GACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAAGGCCT
TTCGGGGTACACGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGC
CCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGAC
CTCCTATCGCATGGTGGGTGGTGGAAAGATTTATCGGTGCAGGATGGGCC
CGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACG
BBG1 GGTAGCCGACCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAA
GCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAA
CCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCA
CCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTT
GTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGTTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGTT

1y
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TGTGAAAACCAGCAGCTCAACTGCTGGCTTGCAGGCGATACGGGCAGACT
TGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCA
GATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACT
GACGCTGAGGAACGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGGGTTCCTTCCACGGAAT
CCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGC
ATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATAT
ACCGGAAAGCTGCAGAGATGTGGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGG
TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCCTATCTTATGTTGCCAGCACGTTATGGTGGGGACTCG
TAAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGT
CATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCAGTACA
GAGGGCTGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCTGGTCTCAG
TTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAA
TCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC
CGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCTTAACC
CCTTGTGGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGATCGGCGATTGGGACGAAGT
CTA

BBN1

ACACATGCAAGTCGAGCGGTAGAGAGAAGCTTGCTTCTCTTGCGAGCGGC
GGACGGGTGAGTAAAGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTT
CGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGAC
CTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGT
GAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGA
TCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTG
TGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCA
TTAACCTAATACGTTAGTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTA
ACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA
ATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAT
CCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACTGACTAG

Secventa 16S ADNr a tulpinii BBN1 a fost depusa la NCBI, GenBank, sub numarul
FR877563, secventa 16S ADNr a tulpinii BBG1 a fost depusd sub numarul de acces

HE820128.

incadrare taxonomica a tulpinii BBG1 de Rhodococcus gingshengii este:

i
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Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycelales;
Corynebacterineae; Nocardiaceae; Rhodococcus.

Incadrare taxonomica a tulpinii BBN1 de Pseudomonas fluorescens este:

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales;
Pseudomonadaceae; Pseudomonas; Pseudomonas fluorescens grup, Pseudomonas

fluorescens.

Determinarea capacitatii de biodegradare

Testarea capacitatii de biodegradare a tulpinilor in cazul compusilor alifatici, mono-
aromatici, respectiv policiclici aromatici a fost efectuatd in mediul lichid de saruri
minerale BBH (Bacto-Bushnell-Haas; Compozitie: MgSQ,4-0,2 g; CaCl»-0,02 g; KH,PO4-
1 g; NH4sNOs-1 g; FeCl3-6H,0-0,05 g; apa distilatd-1000 ml; pH-7). Suspensia in solutie
fiziologica a tulpinii BBG1, respectiv BBN1 (ODsgonm=0,5, culturda de 24 ore) a fost
inoculata (150 pl) in mediu de testare lichid BBH (50 ml) suplimentat cu o singura
hidrocarbura (1 g-I'1, sterilizare prin filtrare) ca unica sursa de energie si de carbon (n-
dodecana/benzen/toluen/xilen/naftalind) si cu indicator redox resazurina. Daca in proba
de testare existd activitate microbiologica, are loc oxidarea hidrocarburilor, si astfel
culoarea initiala — albastra - a probei se schimba in alb prin roz (formarea resorufinei,
forma redusa a resazurinei). Aceasta schimbare a resazurinei poate fi urmarita
spectrofotometric masurand absorbanta solutiei la 610 nm. Cu céat absorbanta solutiei la
610 nm este mai mica, cu atat oxidarea hidrocarburilor pe cale microbiologica este mai
ridicata. Solutiile de testare au fost agitate (145 rpm) la o temperatura de incubare de
28°C timp de o saptamana. Evaluarea capacitatii de biodegradare a tulpinii s-a realizat
pe baza absorbantei solutiilor de testare la 610 nm (absorbanta resazurinei) folosind
spectrofotometru de tip CarryWin UV-VIS Spectrophotometer (Varian). Experienta a fost

repetata de trei ori.

Tabelul 4. Absorbanta solutiilor de testare la 610 nm (£SD)

Proba Absorbanta solutiei de test 1a 610 nm
analizata Benzen Toluen Xilen N-dodecana Naftalina
Proba martor 1,089+0,001 1,098+0,002 1,09+0,001 1,084+0,002 1,089+0,001




[ 2 -9~ 2012

Proba BBG1 0,961+0,003 0,967+0,003 0,969+0,005 0,923+0,006 0,971+0,001
Proba BBN1 1,028+0,003 1,059+0,004 1,064+0,004 1,035+0,006 1,04210,003

Rezultatele testarii au demonstrat faptul ca tulpina BBG1 identificatd ca R.
qingshengii este capabila sa prolifereze in mediul mineral suplimentat ca unica sursa de
carbon cu un singur compus mono-aromatic (benzen, toluen sau xilen), ori cu un
compus policiclic aromatic (naftalind). Cea mai mare activitate a tulpinii a fost exercitata
in mediul de testare suplimentata cu n-dodecana. In prezenta n-dodecanei formare unui
biofilm in mediu de testare a fost de asemenea observata. In urma rezultatelor privind
schimbarea culorii solutiei de testare, tulpina BBG1 a fost capabila sa oxideze
hidrocarburile addugate in mediu, drept semn al capacitatii de biodegradare. Tulpina
BBN1 identificata ca P. fluorescens exercitd o biodegradare a hidrocarburilor mult mai
redusa ca tulpina BBG1 (Figura 1, Tabelul 4).

Biodegradarea hidrocarburilor petroliere de catre tulpini bacteriene este posibila
datoritd actiunii enzimelor biodegradative. In descompunerea compusilor alifatici,
respectiv aromatici sunt implicate diferite enzime monooxigenaze sau dioxigenaze. in
biodegradarea hidrocarburilor alifatice pasul initial al transformarii este incorporarea
oxigenului molecular in catena de hidrocarburi prin actiunea enzimei de alcan-
monooxigenaza (alkB) transformand materia prima in alcool. In cazul compusilor
aromatici etapa cea mai lunga, clivajul nucleului aromatic este catalizatd de enzime
intradiole (catechol 1,2-dioxigenaza, catA), respectiv extradiole (catechol 2,3-
dioxigenaza, C230). Ele catalizeaza clivarea nucleului aromatic fie pe cale meta fie pe
cale orfo. Pentru a confirma si la nivel de ADN capacitatea de biodegradare a tulpinii
BBGH1 a fost evidentiatad prezenta genelor functionale de alcan-monooxigenaza (alkB) si
de catechol 1,2-dioxigenaza (catA).

Pentru evidentierea genelor functionale alkB si catA responsabile pentru expresia
enzimei de alcan-monooxigenaza, respectiv de catechol 1,2-dioxigenaza in cazul
tulpinit BBN1 s-a folosit metoda reactiei de polimerizare in lant (PCR). Reactiile de
amplificare ale genelor C7120 si alkB au avut loc Tntr-un amestec de reactivi (50 pul) care
continea solutie de tampon DreamTaqTM (1X) suplimentatd cu MgCl, (2 mM), cu

deoxinucleotid-trifosfati (0,2 mM fiecare dNTP), cu primeri reverse” si forward” (0,3
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UM), 1 U de enzimd polimeraza termostabila DreamTaqTM DNA Polymerase
(Fermentas, Lituania) si proba de ADN (1 pl).

Tabelul 5. Primeri oligonucleotidici folositi pentru evidentierea genelor functionale de

alkB si catA
Gena Temperatura
Set de o Lungimea )
L Secventa nucleotidica de de anelatie ) Referinta

primeri ampliconilor

interes °C
RHO-F  §-GCCGCCACCGACAAGTT-3' Tancsics
RHO-R  5-CACCATGAGGTGCAGGTG-3' catA 56 530bp Ztoglé'
RalkB-F 5-TACTACCGGTACTGCACCTAC-3' Benedek
RalkB-R 5-CCGTA(A/G)TG(CT)TCGAGGTAGTT-3 kB 54 595 bp Ztoili'

Profilul de temperatura al reactiei, pentru toate seturile de primeri s-a inceput cu o
denaturare initiala la 95°C (3 min.), urmata de 32 cicluri de denaturare la 94°C (30 sec.),
hibridizare a primerilor la temperatura reportata in Tabelul 5 (30 sec.) si elongatia la
72°C (1 min.). Elongatia finala a fost setata la 72°C timp de 10 minute. Amplificarea
secventelor de gene a fost efectuatd cu ajutorul aparatului ABI GeneAmp®2700
(Applied Biosystems, USA).

Detectarea ampliconilor rezultati s-a realizat in gel de agaroza folosind metoda
electroforezei. Prepararea gelului de agaroza (1%) s-a constat in amestecarea agarozei
(1 g) cu 99 ml de solutie de tampon TAE (1X) in care s-a adaugat 5 ul de bromura de
etidiu (1 mg-I"). Dupa solidificarea gelul de agaroza a avut loc incarcarea godeurilor
gelului cu ADN (5 pl) amestecat cu 1 pl de tampon de incarcare (6X Loading Dye
Solution). La capat de rand s-a incarcat si un marker de greutate moleculara M8
(Fermentas, Lituania). Timpul de migrare a probelor a fost de 25 de minute la o
tensiune de 100 V (Figura 2).

Determinarea secventei nucleotidice ale genelor functionale s-a realizat prin
secventierea fragmentelor obtinute prin PCR in conformitate cu metoda secventierii

genelor 16S ADNTr descrisa anterior (Tabelul 6).
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Studierea rezistentei fatd de metale grele

Rezistenta tulpinilor BBG1 si BBN1 fatd de metale grele s-a determinat prin
folosirea placilor de mediu nutritiv cu acizi casaminici (Difco, USA) continand diferite
concentratii (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4 mM) de Pb(NO3),, CuSO4-5H,0 si
ZnS04 7H,O (Merck, Germany). Suprafata placilor a fost inoculatd in puncte (,spot-
inoculation”) cu suspensie bacteriana (5 pl, ODggo=1). Placile au fost incubate la 30°C
timp de doua zile. Fiecare test a fost efectuata de trei ori si rezultatele au fost evaluate
vizual pe baza proliferarii bacteriilor pe mediul de testare in comparatie cu multiplicarea

culturilor bacteriene pe mediu nepoluat cu metale grele.

Tabelul 6. Secventele nucleotidice ale genelor functionale (catA, alkB) evidentiate

Gena
de Secventa nucleotidica

interes
TCTCGGCCATCGCCAAGGACGTGCTCGAGGCACTCGCAGGCGTCATCGA
CAAGCACGGCATCACCTACCCCGAGGTACCGCGTCCTCAAGCAGTGGCT
CATCGACATCGGCCAGTTCGGCGAGTGGCCCCTGTGGCTGGACGTCTTC
CTCGAGCACAACGTCGAGGAGGTTGCGTACCGCGGCCAGCACGGCACC
AAGGGAAGCATCGAGGGCCCGTACTACGTTGCCGATGCCAAGACGTTGC

catA CTGCCAAGTGTGAACTTCCGATGCGTGACAACGAGGTTGGATCGAAGCT

GGTCTTCGAGGGCCAGGTTCGCGATCTCGACGGCAAGGGGTTGGGCGG
TGCAACCGTCGAACTCTGGCACGCGGACGACGAAGGCTACTACTCCCAT
TTCGCGCCGCACATCCCCGACGGCAACCTCCGCGGAACGATCGTCGCCG
ACGACGAGGGACGCTTCGAGATCACCACGATTCAGCCTGCGCCGTACCA
GATCCCGACCGACGGCCCCACCGGCTGGTTCATCGAGAAGCCGGCTGG
CACCCGTGGCGTCCGGCTCACCT
CTGCACCTACATCTACATACCGTTCCAGTTGGCCAGCCTGGTCCTGGCCT
GCTATCTCTGGTCGGCGACCGACCTGTCCTGGCTCGGAATCGACGGGGG
ACTGGGGCTGATCTCCAAGATCGGTCTGGCGATCAGTATCGGTTGCGTC
GCAGGAATCGGGATCAACACCGCACACGAACTAGGTCACAAGAAGGACG
ATCTCGAGCGCTGGTTGTCGAAGATCACTCTGGCGCAGTCGTTTTACGGC
alkB | CACTTCTACATCGAGCACAATCGTGGACACCACGTGCGGGTCGCCACGC
CCGAGGATCCGGCGTCGTCTCGCTTCGGCGAGAGCTTCTGGACCTTCCT
GCCGCGCAGTGTGTGGGGATCTCTGCGCTCGTCGTGGTCCCTGGAAAAA
GCCAGGCTCGATCGACTGGGTAAGAAGCCGTGGACAATTCGCAACGACG
TCCTGCATTCGTGGTTGATGTCCGTCGTACTCTTCGGTGTCCTCGTCGCC
GTCTTCGGGCTCTCGGTGCTGCCGTTCCTGGTGCTG

Testarea rezistentei tulpinilor BBN1 si BBG1 fatd de metale grele a fost efectuata

impreuna cu alte tulpini bacteriene izolate din solul prelevat de la Balan. Pe baza

-

~.
-

g



0c2012-00421--

12 -%

10

Tabelul 7 putem afirma c& tulpina BBG1 exercita rezistenta cea mai ridicata fatd de
metalele grele investigate in concentratii relativ mari (Cu?*, Zn%*, Pb®"), urmata de
tulpina BBN1. Rezistenta cea mai ridicatad a tulpinii BBG1 a fost observata in cazul
zincului adaugat in concentratie de 4 mM la mediul de testare. Cuprul a fost tolerata de
tulpina BBG1 pana la o concentratie de 3 mM, concentratiile mai mari de cupru au
inhibat proliferarea tulpinii. Pb?" a fost tolerata de tulpina BBG1 pana la concentratia de
3,5mM (

Tabelul 7). Tulpina BBN1 a tolerat de asemenea concentratia maxima de 4 mM Zn?
folositd. Concentratia maxima toleratad de Pb®" de catre tulpina BBN1 a fost de 3 mM
(Tabelul 7).

Tabelul 7. Concentratia maxima tolerata a metalelor grele de catre tulpinile bacteriene

studiate

Concentratia maxima tolerata (mM)

Tulpini testate Pb(NOs), ZnSO47H,O CuSO45H,0

Pseudomonas corrugata BBB2 3 4 2
Pseudomonas fluorescens BBN1 3,5 4 2
Pseudomonas putida BBN2 2 0,2 1
Bacillus cereus BBN12A 3 1,5 2
Rhodococcus qgingshengii BBG1 3,56 4 3
Dietzia psychralcaliphila BGN5 2 0,6 1,5
Pseudomons mandelii BGN9 3 0,6 2
Bacillus safensis BBN7 3 1,5 2

Determinarea capacitatii benefice ale tulpinilor bacteriene investigate asupra
cresterii plantelor

Compusii de siderofori au o afinitate si specificitate crescuta fata de ionii de fier,
avand rol in solubilizarea fierului din complecsi. Pentru determinarea capacitatii de
producere a compusilor de siderofori de catre tulpinile BBG1 si BBN1 s-a folosit mediu
agarizat suplimentat cu colorantul cromazurol S. Metoda constd in detectarea
compusilor de siderofori indiferent de structura lor chimica bazat& pe afinitatea lor fa{a
de ionii de fier. Dupa adaugarea unui ligand puternic (de ex. siderofor) la complexul de

fier-colorant se formeazad un nou complex de fier-ligand, aceasta fiind urmata de
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eliberarea colorantului insotitd de schimbarea culorii: in jurul coloniilor bacteriene care
au capacitatea de a sintetiza siderofori, culoarea initiala albastra devenind portocaliu. In
timpul aplicarii metodei o suspensie de tulpini bacteriene cultivatd in mediu lichid Luria
Bertani (culturd de 24 de ore; compozitia mediului: bactotriptona-10 g; bacto yeast
extract (Difco)-5 g; NaCl-5 g; 5 M NaOH 1 M HCI, 1000 ml H,O) este inoculata (5 pl) pe
mediul agarizat si incubata timp de 48 de ore la 28°C. La evaluarea rezultatelor s-a luat
in considerare schimbarea culorii initiala a mediului agarizat.

Pentru a determina capacitatea de mobilizare a fosfatilor anorganici din complecgi
insolubili bacteriile au fost inoculate pe medii nutritive Pikovskaya (compozitie: extract
de drojdie-0,5 g; dextroza-10 g; fosfat de calciu-5 g; sulfat de amoniu-0,5 g; clorura de
potasiu-0,2 g; sulfat de magneziu-0,1 g; sulfat de mangan-0,0001 g; sulfat de fier-
0,0001 g; agar-15 g; H,O-1000 ml) cu un continut de fosfat tricalcic. in timpul aplicarii
metodei tulpinile (culturd de 24 de ore) au fost inoculate pe mediile Pikovskaya si au
fost incubate 48 ore la 28°C. Tn cazul unui rezultat pozitiv, in jurul bacteriilor
mobilizatoare de fosfati culoarea mediului devine transparenta. Acizi organici eliberati
de catre microorganisme formeaza chelati cu cationi bivalenti de Ca®" eliberand astfel
fosfati din compusii insolubili de fosfati.

Determinarea capacitatii de hidrolizare a carbamidei s-a realizat in mediu nutritiv
Chriestensen (glucoza-1 g; pepton-1 g; NaCl-5 g; KH;PO4-2 g; indicator rosu de fenol-
0,012 g; agar-20 g; apa distilatd 1000 ml). Dupa sterilizarea mediului nutritiv s-a
adaugat solutie de carbamida (uree) sterilizata prin filtrare intr-o concentratie finala de
4%. Dupa repartitia si solidificarea mediului de culturd in eprubete s-a realizat
inocularea mediilor cu tulpini bacteriene si incubarea acestora la 28°C timp de 2-3 zile.
In urma capacitatii de hidroliza de carbamidei, producere de NH; este indicatd de
schimbarea culorii initiala galbena a mediului in rosu.

Testul de gelatinoliza (hidroliza gelatinei) s-a efectuat in mediu cu gelatina
repartizata in eprubete (10 ml/eprubetad). Dupa solidificarea gelatinei in pozitie verticala,
mediul se Tnsamanteaza prin intepare cu tulpinile bacteriene studiate. Culturile se
aseaza in pozitie verticala la 20-22°C. Durata incubarii este de 12 zile. In acest interval

de timp se urmareste cresterea bacteriilor testate si gradul de lichefiere a gelatinei la

y /



C\‘ZU'}-IC[‘LZ’.? ==
12 -05- 201

12

diferite intervale de timp. Astfel, poate avea loc crestere fara lichefiere sau cresterea cu
lichefiere, deosebindu-se diferite aspecte.

In urma testelor (Tabelul 8) s-a constatat ca tulpina P. fluorescens BBN1 este
capabild de producerea de siderofori, poate mobiliza fosfati anorganici din complecsi
insolubili (ex. fosfat tricalcic), si este capabila de hidrolizarea carbamidei si a gelatinei.
Tulpina R.gingshengii BBG1 a dat rezultat pozitiv doar in cazul hidrolizei carbamidei.

Tabelul 8. Determinarea capacitatii benefice ale tulpinilor investigate asupra cresterii

plantelor
Caracteristici benefice Tulpina investigata
pentru cregterea R.qingshengii
plantelor BBG1 P. fluorescens BBN1

Producerea compusilor +

de siderofori B

Mobilizare de fosfati - +

Hidroliza carbamidei + +

Hidroliza gelatinei - +

Pe baza rezultatelor obtinute putem afirma ca bioinoculantul propus alcatuit din
tulpinile Rhodococcus qingshengii BBG1 (numar de depozit NCAIM(P)B001401 si
numar GenBank HE820128) si Pseudomonas fluorescens BBN1 (numar de depozit
NCAIM(P)001400 si numar GenBank FR877563) poate fi folositd in bioremedierea
solurilor contaminate cu hidrocarburi, respectiv cu metale grele contribuind in acelasi
timp la stimularea cresterii plantelor din interiorul zonei tratate. Luand in considerare
capacitatea tulpinii BBG1 de a biodegrada poluanii organici si de a tolera prezenta
metalelor grele (Cu®*, Zn*, Pb?), tulpina BBG1 este consideratd ca membrul
bioinoculantului propus destinat de a elimina hidrocarburile (poluanti alifatici, aromatici
si policiclici aromatici) din mediu. Tulpina BBN1 datoritd capacitdtii ei de a rezista in
prezenta metalelor grele, de a produce compusi siderofori si de a mobiliza fosfor este
considerata un factor important al bioinoculantului cel care sechestreaza metale grele si
exercita proprietati benefice asupra cresterii plantelor.

Bioinoculantul reprezintd o solutie alternativd pentru remedierea terenurilor

contaminate cu hidrocarburi.
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Revendicare

1. Consortiul microbian caracterizat prin aceea ca este alcatuit din tulpinile BBG1
de Rhodococcus gingshengii si BBN1 de Pseudomonas fluorescens, inregistrate
la NCAIM (National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms) din
Budapesta, cu numerele de Iinregistrare NCAIM(P)B001401, respectiv
NCAIM(P)001400, avand capacitatea de a biodegrada hidrocarburi alifatice (n-
dodecand), mono-aromatice (benzen, toluen, xilen) si aromatice policiclice
(naftalind), (i) prin rezistenta crescuta fatd de metale grele (Zn**, Cu**, Pb®) si
(iii) prin exercitarea unor proprietati benefice asupra dezvoltarii plantelor
(producerea de siderofori, mobilizarea fosfafilor anorganici din complecsi
insolubili, hidrolizarea carbamidei si a gelatinei), este adecvat pentru remedierea
biologica a solurilor contaminate cu hidrocarburi petroliere, chiar si in prezenta

unor metale grele, contribuind in acelasi timp si la dezvoltarea plantelor.

1.1 Conform revendicarii nr. 1. Tulpina Rhodococcus gqingshengii BBG1
caracterizata prin aceea ca are capacitatea de a degrada n-dodecand, benzen,
toluen, xilen, naftalina, fapt sustinut prin evidentierea genelor functionale alkB, catA
responsabile in catalizarea procesului de descompunere, si prin faptul ca tulpina se
poate inmultii in mediu de culturad care are ca unica sursa de carbon n-dodecana,

benzen, toluen, xilen sau naftalina.

1.2 Conform revendicarii nr. 1 Tulpina Rhodococcus qingshengii BBG1
caracterizatd prin aceea ca tolereazad prezenta unor metale grele in concentratii
ridicate, demonstrat prin faptul ca tulpina se poate inmultii in mediu de cultura care

contine o concentratie maxima de Pb?* de 3,5 mM; Zn* de 4 mM; Cu®* de 3 mM.
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1.3 Conform revendicarii nr. 1. Tulpina Pseudomonas fluorescens BBN1
caracterizatd prin aceea ca tolereazad prezenta unor metale grele in concentratii
ridicate, demonstrat prin faptul ca tulpina se poate inmul{ii in mediu de cultura care

contine o concentratie maxima de Pb?* de 3,5 mM; Zn** de 4 mM; Cu?* de 2 mM.

1.4 Conform revendicarii nr. 1 Tulpina Pseudomonas fluorescens BBN1
caracterizatd prin aceea ca are capacitati benefice asupra cresterii plantelor, prin
producerea de siderofori, mobilizarea fosfatilor anorganici din complecsi insolubili,

hidrolizarea carbamidei si a gelatinei.
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Figura 1. Capacitatea de biodegradare a tulpinilor BBN1 si BBG1 evaluatéd pe baza
rezultatelor obtinute dupa testarea tulpinilor in medii minerale BBH suplimentate cu

surse unice de carbon (benzen/toluen/xilen/n-dodecana/naftalind)

Figura 2. Evidentierea genelor functionale catA respective alkB in cazul tulpinii R.

gingshengii BBG1
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