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1. Stadiul realizarn indicatorilor de performanta.

2. Principalele rezultate nol, originale, valoroase din punct de
vedere stinftific.

3. Implicarea tinerilor cercetatori st modul in care se reflecta
in cheltuielile de personal.

4. Dificultati intampinate in derularea proiectului (stuntifice si
/sau administrative)






Scopul cercetarilor a fost identificarea si caracterizarea unor noi tulpini
bacteriene in scopul obtinerii unor biofungicide pe baza de bacterii utile in
combaterea biologica a fungilor fitopatogeni din genul Alternaria.

Pentru realizarea scopului propus s-au avut in vedere urmatoarele obiective:

|Izolarea si identificarea unor noi tulpini bacteriene antagoniste fata de fungii
fitopatogeni de interes;

Caracterizarea prin tehnici clasice si moderne - analiza profilului fiziologic pe baza
sistemului de identificare MicroLog — Biolog si tehnica FISH - fluorescence in situ
hybridization a tulpinilor bacteriene;






O — culoarea coloniel, forma si
textura:

0 Pe mediu solid geloza tulpinile 1IGB1 s1 IGB2 formeaza
colonii de tip R cu aspect rugos, margini neregulate, aspre,
plate, de dimensiuni mari, de culoare crem.

0 Pe mediu solid geloza tulpinile IGP1 si IGP2 formeaza
colonii de tip S cu aspect lucios, margini regulate, bombate,
de dimensiuni micl, de culoare crem.



Fig. 1 Evidentierea caracterelor morfologice prin
coloratie Gram a noilor tulpini bacteriene 1zolate

(vizualizat obiectiv 100 x)




Fig. 2 Evidentierea caracterelor morfologice prin coloratie
Gram a noilor tulpini bacteriene izolate

(vizualizat obiectiv 100 x)







0 Cu microplacile Biolog GN2 pot fi Identificate toate
tipurile de microorganisme Gram negative: fermentative,
nefermentative si pretentioase.

0 Baza de date pentru microplacile Biolog GP2 cuprinde
peste 310 specil, lar cea pentru microplacile Biolog GN2
cuprinde peste 500 specii fiind una dintre cele mai mari
baze de date disponibila in prezent.

0 Cu ajutorul microplacilor Biolog se pot realiza 95 de teste
biochimice simultan, obtinandu-se astfel un profil
caracteristic numit amprenta  metabolica. Profilul
metabolic este comparat si identificat cu ajutorul softului
bazei de date Microlog™.



Fig. 3 Microplacile Biolog GP2 —
evidentierea profilului fiziologic al tulpinilor bacteriene IGB1 si1

IGB2




0 FehnteaHSH—Fluereseence—in-—stu—hybridization—permite
Identificarea microorganismelor din orice tip de probe din
mediu (probe de apa sau sol). Tehnica presupune trei etape:

0 fixarea celulelor (astfel sunt conservate moleculele de ADN
sau ARN);

O permeabilizarea  membranelor celulare pentru a facilita
accesul sondelor oligo- sau polinucleotidice la situsul tinta;

O hibridizarea  ARN ribozomal cu sondele nucleotidice.
Sondele pot fi marcate direct cu fluorocromi sau colorantul
este Introdus 1in urmatoarea ectapa de detectie a
microorganismelor.



O tehnici de microscopie cu epifluorescenta,
O laser scanning (CLSM - Confocal Laser Scanning

Vtrcroscopy)
0 flow cytometry.

0 Tehnica FISH clasica se bazeaza numai pe utilizarea ARNr
(in general 165) ca ftinta pentru sondele nucleotidice,
deoarece acesta este prezent in toate celulele intr-un numar
relativ mare de copii.

0 Deoarece ARNr este utilizat ca marker filogenetic exista
numeroase baze de date legate de secvenfierea acestuia
necesare pentru design-ul sondelor.



Fixed sample Hybridization buffer plus
(PFA) / fluorescent labeled probes

: drvin hybridization
A8y - g - —
/ Embadding with
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5“"‘3 50%, 80%, 100% fluorescence
3 min each - microscopy
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' o
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below slide onto the blot paper
strips to prevent splashing




- Fig. 5 Examinarea microscopica cu epifluorescenti
a tulpinilor de Pseudomonas




- Fig. 6 Examinarea microscopica cu epifluorescenta
a tulpinilor de Bacillus




- Fig. 7 Examinarea microscopica cu epifluorescenta

a tulpinilor de Bacillus
EUB 1 Fluos, EUB2 Cy5, EUB 3 Cy3

L)




Studiile prezentate in aceasta lucrare au fost realizate cu
suportul financiar al proiectului cu tema “CERCETARI
PRIVIND ACTIVITATEA UNOR COMPUSI BIOLOGICI
CU APLICATII IN PROTECTIA ECOSISTEMELOR
AGRICOLE”, cod ID 837, nr. 300/ 01.10.2007 din cadrul PN
[l programul IDEI.



Obiective stiintifice

1.6. Studii de biologie
moleculara pentru
Identificarea
microorganismelor

Activitat1 asociate

1.6.1. Izolarea si
caracterizarea ADN
cromosomal de la
microorganismele izolate

1.6.2. Izolarea si
caracterizarea ADN
plasmidial de la
microorganismele izolate

Rezultate

- Studii de biologie
moleculara pentru
Identificarea
microorganismelor

- Izolarea si caracterizarea
ADN cromosomal si
plasmidial
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Izolarea ADN cromosomal bacterian cu kitul
Wizard Genomic DNA Purification Promega de la
bacterii Gram-pozitive si Gram-negative i

1.Se centrifugheaza 2 minute la 13.000 rpm 1 ml culturd bacteriana
tanara obtinuta prin cultivare in mediu LB timp de 18 h la 30 sau

37°C;

2.Se aspira supernatantul, apol pentru bacterii Gram-pozitive se trece la
etapa a 3 a, Iar pentru bacterii Gram- negative la etapa a 6 a;

3.Sedimentul celular se resuspenda in 480 ul EDTA 50 mM, pH=8,0;

4.Se adauga 120 ul lizozim sau lizostafin 10 mg/ml si se suspensioncaza
usor CU micropipeta automata; Pentru tulplnl bacteriene Gram
pozitive cum sunt Bacillus subtllls Micrococcus luteus, Nocardia
sp., Rhodococcus rhodochrous si Brevibacterium albidium
tratamentul cu lizozim este eficient;
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5.Se incubeaza 30 — 60 minute la 37°C, apoi se centrifugheaza 2 minute
la 13.000 rpm si se aspira supernatantul;

6.5e adauga 600 pl solutie pentru liza s1 Se suspensioneaza usor CU
micropipeta pana suspensia devine omogena,

7.Se incubeaza 5 minute la 80°C pentru a facilita liza celulelor, apoi se
raceste la temperatura camerei,

8.La lizatul celular se adauga 3 pl solutic RN-aza, apoi tubul se
inverseaza de doua-cinci ori pentru suspensionare;

9.Se incubeaza 15-60 minute la 37°C, apoi se raceste la temperatura
camerel,
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10.La lizatul celular tratat cu RN-aza se adauga 200 ul solutie pentru
precipitarea proteinelor si se vortexeaza la viteza maxima timp de 20
secunde pentru amestecarea solutiei de precipitare;

11.Proba se incubeaza pe gheata 5 minute;
12.Se centrifugheaza 3 minute la 13.000 rpm;

13.Se transfera supernatantul (trebuie aspirat foarte incet pentru a se
evita contaminarea cu proteine) ce contine solutia de ADN intr-un
tub Eppendorf nou in care s-au introdus 600 pl alcool i1zopropilic
(pastrat la temperatura camerei);

14.Se amesteca usor prin inversarea tubului pana cand ADN-ul formeaza
0 masa vizibila,;
15.Se centrifugheaza 2 minute la 13.000 rpm;
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16.Se aspira cu grija supernatantul s1 Sé arunca, pastrandu-se
sedimentul; tubul se intoarce cu gura in JOS si Se aseaza pe
un prosop de hartie pentru a fi absorbit tot alcoolul; se
adauga 600 pl etanol 70% (pastrat la temperatura camerel)
s1 Se inverseaza de cateva ori pentru a spala sedimentul de
ADN;

17.Se centrifugheaza 2 minute la 13.000 rpm si se aspira cu
orija etanolul;

18.Tubul se intoarce cu gura in JOS s1 S€ aseaza Pe Un pProsop
de hartie pentru a fi absorbit tot alcoolul, apoi se lasa 10-15
minute sa se evapore la temperatura camerel ;

19.Se adauga 100 ul solutie pentru rehidratarea ADN si se
incubeaza 1 ora la 65°C; periodic se amesteca usor tubul;
ADN poate fi rehidratat si prin incubarea peste noapte la
temperatura camerel sau la 4 °C,

20.Solutia de ADN se pastreaza la frigider pana se utilizeaza
pentru experimente ulterioare.
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Izolarea ADN plasmidial din tulpinile de
Bacillus subtilis

1.Bacteriile se cultiva 18 ore in mediu de cultura LB lichid (inocularea
facandu-se cu 50 pl inocul pentru 2,5 ml mediu LB), la 37°C sub
agitare (90 rpm), celulele din 1,25 ml cultura se separa de mediu prin
centrifugare 6 minute la 7.000 rpm.

2.Sedimentul celular se spala cu tampon TES (Tris 50 mM, pH 8, EDTA
1 mM, NaCl 100 mM) apoi se resuspenda in 100 ul solutie TSS (Tris
50 mM, pH 8, NaCl 100 mM, sucroza 25%) ce contine 2,5 ul solutie
de lizozim (20 mg/ml in TES) pentru distrugerea peretelui celular,
apol se incubeaza 1 h la 37°C (temperatura optima de actiune a
lizozimului).

3.5e adauga pe rand urmatoarele solutii, amestecand dupa fiecare

adaugare: 24 ul NaCl 5M, 6 ul EDTA 0,5M (pH 8) si 125 ul SDS
2% (preparat in NaCl 0,7M). Se incubeaza la 4°C peste noapte.






Obiective stiintifice

1.7. Identificarea
microorganismelor prin
metoda FIGE

Activitat1 asociate

1.7.1. Elaborarea
metodologiei pentru
obtinerea cromosomilor
Intacti;

1.7.2. Prepararea
cromosomilor intacti;

1.7.3. Elaborarea
metodologiei pentru analiza
electroforetica a
cariotipului
microorganismelor;

1.7.4. Cariotiparea
microorganismelor

Rezultate

- Identificarea
microorganismelor prin
tehnica FIGE

-Elaborarea metodologiilor
pentru obtinerea:

-cromosomilor intacti si
-analiza cariotipului
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Elaborarea metodologiel pentru obtinerea cromosomilor intacti
Prepararea cromosomilor intacti

Izolarea ADN bacterian pentru FIGE
(field inversion gel electrophoresis)

Prima zi:

1.Celulele bacteriene din 10 ml suspensie de 20 ore se depun prin
centrifugare 10 min. la 6.000 rpm si se relau in 0,2 ml tampon ES
(EDTA 25 mM, NaCl 75 mM).

2.Separat se prepara cate 1 ml agaroza LMP (Sigma) 1,5% in acelasi
tampon ES (pentru fiecare tulpina bacteriana analizata).

3.Se amesteca rapid suspensia bacteriana cu solutia de agaroza menfinuta
pe baie de apa la 50°C, iar amestecul obtinut se introduce cu o pipeta
in dispozitivul de formare a bloculetelor.

4.Se mentine amestecul la rece timp de 30 minute, apoi cu ajutorul unui
bisturiu se taie bloculete de circa 1 mm grosime.
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5. Bloculetele se introduc intr-0 eprubeta care contine 3 ml tampon de
liza 1 (Tris HCI 6 mM, EDTA 100 mM, NaCl 1 M; Brij 58 0,5%
(m/v), deoxicolat de sodiu 0,2% (m/v), sarcozilat de sodiu 0,5%
(m/v), pH 7,5) ce contine lizozim (0,5 mg/ml) s1 se incubeaza peste
noapte la 37°C.

A 2-a zI:

6.Se indeparteaza tamponul de liza 1 si se adauga tamponul de liza 2
(sarcozilat de sodiu 1% (m/v), EDTA 500 mM, pH 9,5), care contine
proteinaza K (500 ug/ml).

7. Se incubeaza peste noapte la 56°C.
A 3-a zi:

8.Se indepdrteaza tamponul de liza 2 si se adaugd acelasi tampon,
continuandu-se Incubarea peste noapte la 56°C.
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A 4-a zi:

9.Se indeparteaza solutia de liza, 1ar bloculetele se spala de 3 ori cu
tampon TE (Tris HCL 10 mM, EDTA 10 mM, pH 7,5), la rece.

10.Bloculetele pot fi utlizate imediat sau pot fi pastrate la 4°C timp de
cateva luni.

Tratarea probelor de ADN cu enzime de restrictie

1.Se repartizeaza in tuburi Eppendorf cate trel bloculete si se spala
repetat cu apa distilata sterila.

2.Peste bloculetele astfel pregatite se adauga 50 ul amestec pentru
restrictia enzimatica (tampon de iIncubare pentru enzimele de
restrictie alese pentru experimente - Hind 111, Sma I si Not | si 30U
enzima).

3.Se incubeaza la temperatura optima de actiune a enzimeli: 37°C pentru
Hind 111 s1 Not | s1 25°C pentru Sma 1.
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Elaborarea metodologiei pentru
analiza electroforetica a cariotipului microorganismelor
Cariotiparea microorganismelor

Electrocariotiparea

1.Separarea fragmentelor de ADN se realizeaza in gel de agaroza 1,2%
(in care s-a introdus bromura de etidiu) in tampon TBE 0,5x (Tris
HCI 45 mM, acid boric 45 mM, EDTA 1 mM, pH 8,3).

2.Dupd racirea gelulul se indeparteaza pieptenul, iar in godeuri se
Introduc cu atentie bloculetele pregatite anterior.

3.Se acopera godeurile cu o cantitate mica de agaroza 1,2%.

4.Migrarea probelor de ADN se realizeaza la 15°C in diferite conditii,
modificand atat timpii de migrare, cat si Intensitatea curentului
electric aplicat.

5.Profilurile electroforetice obtinute pentru tulpinile microbiene proprii

au fost comparate cu cele obtinute pentru marker-ul comercial: Pulse
Marker 0,1-200 kb produs de Sigma.
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Obiective stiintifice : ati asociate Rezultate

- Studii privind producerea

Q cening de biosurfactanti
00rQs Jlo - Screeningul
producatoare de microorganismelor
hiosurfacta producatoare de
: . biosurfactanti
1:8. Studlerea_l producerii ' “starea brodice _ Teste pentru producerea
biosurfactantilor eI e biosurfactantilor pe medii
A O diferite ce contin hidrocarburi
drocarb - Studii privind izolarea si
Identificarea

biosurfactantilor










1.9. Studii privind
Interactiile
microorganisme
benefice plante

1.9.1. Studii privind colonizarea si
formarea pe radacini de tomate si ardei
a biofilmelor de catre o tulpina de tip
salbatic a B. subtilis si un organism
modificat genetic cu radiatii UV

1.9.2. Studii privind biocontrolul
Impotriva fungilor patogeni Alternaria
spp., Fusarium oxysporum si
Rhizoctonia solani;

1.9.3. Studii privind formarea
surfactantilor si implicarea lor in
formarea biofilmului realizat de B.
subtilis si capacitatea de biocontrol in
vivo, prin utilizarea unei tulpini
mutante de B. subtilis care a suferit o
deletie la nivelul genei care codifica
pentru sinteza de surfactin fiind astfel
incapabila sa produca acest compus;

1.9.4. Dezvoltarea unui sistem
experimental cu ajutorul caruia sa
studiem patogenicitatea fungilor
folosind radacinile de tomate si ardei ca
gazde

- Studii privind interactiile dintre
microorganisme benefice si plante

- Studii privind colonizarea si formarea pe
radacini de tomate si ardei a biofilmelor de catre o
tulpina de tip salbatic a B. subtilis si un organism
modificat genetic cu radiatii UV

- Studii privind biocontrolul impotriva
fungilor patogeni Alternaria spp.,
Fusarium oxysporum and Rhizoctonia
solani;

- Studii privind formarea surfactantilor si
implicarea lor in formarea biofilmului
realizat de B. subtilis si capacitatea de
biocontrol in vivo, prin utilizarea unei
tulpini mutante de B. subtilis care a
suferit o deletie la nivelul genei care
codifica pentru sinteza de surfactin fiind
astfel incapabila sa produca acest
compus;

- Dezvoltarea unui sistem experimental
cu ajutorul caruia sa studiem
patogenicitatea fungilor folosind
radacinile de tomate si ardei ca gazde
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Studii privind biocontrolul impotriva fungilor patogeni
Alternaria spp., Fusarium oxysporum

TESTAREA IN VIVO A TULPINILOR BACTERIENE IZOLATE

1. Tulpinile de bacili obtinute din probe de sol au fost selectate si cultivate timp de 18
ore la 30°C in mediu lichid pentru stimularea producerii compusilor inhibitori;

2.Se cantaresc cate 100 g sol si se repartizeaza in trei pahare de plastic pentru fiecare
varianta experimentala;

3.Pentru varianta V1 se pun cate cinci seminte de tomate sau ardei si 1000 ul suspensie
bacteriand 1GB1, respectiv IGB2; pentru varianta V2 se pun cate cincl seminte de
tomate sau ardei si 1000 ul suspensie bacteriana IGB1, respectiv IGB2 + 1000 pl
suspensie fungica de Alternaria sp., respectiv Fusarium oxysporum; pentru
varianta V3 se pun cate cinci seminte de tomate sau ardei si 1000 pul suspensie
fungica de Alternaria sp., respectiv Fusarium oxysporum;

4.Dupa ce semintele germineaza plantutele se stropesc zilnic cu apa;
5.Dupa trei saptamani se fac aprecierile rezultatelor experimentelor.









3. Implicarea tinerilor cercetatori s1 modul in care se
reflecta in cheltuielile de personal

UNIVERSITATEA DE STIINTE AGRONOMICE SI MEDICINA VETERINARA BUCURESTI
FACULTATEA DE HORTICULTURA

OBTINEREA DE BIOSURFACTANTI SI UTILIZAREA LOR
IN PROTECTIA MEDIULUI SI A CULTURILOR HORTICOLE

CONSIDERATII ASUPRA OBTINERII DE BIOSURFACTANTI SI ROLUL LOR iN
PROTECTIA PLANTELOR S$I IN BIOREMEDIERE

REFERAT |
CONDUCATOR DOCTORAT:
PROF. DR. GH. CAMPEANU
DOCTORAND:
Ing. Bitehnolog VIOLETA OLTEANU MARIN
BUCURESTI

2008
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UNIVERSITATEA DE STIINTE AGRONOMICE SI MEDICINA VETERINARA BUCURESTI
FACULTATEA DE HORTICULTURA

OBTINEREA DE BIOSURFACTANTI SI UTILIZAREA LOR
IN PROTECTIA MEDIULUI SI A CULTURILOR HORTICOLE

STUDIEREA MICROORGANISMELOR FOLOSITE PENTRU OBTINEREA DE
BIOSURFACTANTI SI ROLUL LOR iN PROTECTIA PLANTELOR

SI IN BIOREMEDIERE
REFERAT II

CONDUCATOR DOCTORAT:
PROF. DR. GH. CAMPEANU

DOCTORAND :
Ing. Bitehnolog VIOLETA OLTEANU MARIN

BUCURESTI
2008



apr. |09 iun.09 iulog PU90 | sep.

09 1 o | TOTAL

nov.08 dec.08 ian.09 feb.09 mar.09

987,8 | 740,9 | 740,9 | 987,8 | 1.086,6 | 0,0 | 98/7,8 | 1.086,6 | 423,4 | 0,0 { 0,0 | 8.982,00
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UNIVERSITATEA DE STIINTE AGRONOMICE SI MEDICINA VETERINARA BUCURESTI
FACULTATEA DE IMBUNATATIRI FUNCIARE
SI INGINERIA MEDIULUI
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STUDII PRIVIN CARACTERIZAREA MICROORGANISMELOR UTILIZATE IN
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PROIECT DE DIPLOMA

CONDUCATOR STIINTIFIC:
CONF. DR. IRINA GREBENISAN

STUDENT:
MIHAELA PIELEANU
BUCURESTI
2009
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