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INTRODUCERE

Agricultura reprezinta unul dintre cele mai importante sectoare economice, avand un rol esential
in asigurarea securitatii alimentare la nivel global. Potrivit estimarilor Organizatiei Natiunilor Unite,
populatia mondiala va ajunge la aproximativ 9,7 miliarde de locuitori pana in anul 2050, ceea ce va
impune o crestere a productiei alimentare cu pana la 70% pentru a putea satisface cererea tot mai
ridicatd de hrana (United Nations, 2019; Kumar et al., 2021). Aceasta provocare este intensificata de
schimbarile climatice, considerate una dintre cele mai grave probleme globale cu impact direct asupra
agriculturii durabile (Banca Mondiald, 2021). Efectele asociate, precum cresterea temperaturilor
medii, episoadele de seceta, fenomenele meteorologice extreme, cresterea nivelului marii si
concentratiile ridicate de dioxid de carbon, afecteaza negativ atat cantitatea cat si calitatea productiei
agricole, punand in dificultate eforturile de a asigura o alimentatie suficientd si sanatoasd pentru
populatia umana aflata in continua crestere (Kumar et al., 2021).

Schimbadrile climatice au produs deja efecte vizibile asupra productiei globale de alimente,
intrucat productivitatea si randamentele estimate ale principalelor culturi de baza au inregistrat
scaderi in toate regiunile lumii (Arora, 2019; Ray et al., 2019). Mai mult, conform Grupului
Interguvernamental de Experti privind Schimbarile Climatice, pana la sfarsitul secolului XXI se
anticipeaza pierderea sau degradarea unor suprafete semnificative de terenuri agricole fertile din
cauza efectelor climatice negative (Calvin et al., 2023). Un impact important al acestor schimbari
consta si In scaderea disponibilitatii nutrientilor esentiali din sol, ceea ce contribuie suplimentar la
diminuarea eficientei sistemelor agricole (Haque et al., 2020). Fosforul (P) este unul dintre cei mai
importanti macronutrienti, fiind esential pentru cresterea si dezvoltarea plantelor (Wan et al., 2020).
Cu toate acestea, din cauza solubilitatii sale reduse, disponibilitatea P poate fi limitata in multe soluri,
cu efecte semnificative asupra cresterii plantelor si productivitatii agricole. Pe langéd deficitul de
nutrienti, stresul biotic generat de modificarile climatice — prin intensificarea aparitiei buruienilor
invazive, a daunatorilor si a bolilor — accentueazd presiunile asupra productiei agroalimentare,
afectand stabilitatea si sustenabilitatea acesteia (Haque et al., 2020).

in acest context, agricultura modernd s-a orientat preponderent citre utilizarea intensiva a
ingrasamintelor chimice si a pesticidelor pentru a spori randamentul culturilor (Cao et al., 2018).
Totusi, aplicarea necontrolata si in exces a acestor produse agrochimice a generat consecinte grave
asupra mediului, printre care se numdrd poluarea solului si a apelor, respectiv degradarea
ecosistemelor naturale. Ca raspuns la aceste provocari, agricultura viitorului propune solutii
sustenabile, printre care se evidentiaza utilizarea microorganismelor benefice. Acestea pot actiona
atat ca biofertilizatori, cit si ca biopesticide, contribuind la imbunétatirea fertilitatii solului, la

mobilizarea nutrientilor esentiali, la cresterea rezistentei plantelor in fata stresului abiotic indus de



schimbarile climatice, precum si la combaterea agentilor fitopatogeni si bolilor care afecteaza
culturile agricole (Ali si Glick, 2019).

Bacteriile asociate radacinilor joaca un rol esential in promovarea cresterii plantelor si in
ameliorarea stresului, prin intermediul unor mecanisme de actiune directe si indirecte. Mecanismele
directe se refera la cresterea absorbtiei de nutrienti prin fixarea azotului, solubilizarea fosforului si
secretia de siderofori, fitohormoni sau productia de 1-aminociclopropan-1-carboxilat deaminaza,
precum si inducerea rezistentei sistemice. Mecanismele indirecte sunt mediate de suprimarea
agentilor fitopatogeni prin producerea de substante antimicrobiene, enzime litice si competitia pentru
colonizarea nisei ecologice (Sun et al., 2022).

Eficienta bacteriilor care stimuleaza cresterea plantelor poate fi influentatd de modificarile
climatice. Prin urmare, tulpinile bacteriene utilizate in agricultura ar trebui sa prezinte o toleranta
ridicata la stresul abiotic (precum salinitatea, seceta, temperaturile extreme, variatiile de pH), pentru
a putea fi aplicate eficient in soluri afectate de schimbarile climatice. Totodata, manifestarea efectelor
benefice asupra plantelor este conditionata de colonizarea eficienta a radacinilor plantelor in conditii
de stres. Colonizarea este un proces complex, care implicd o serie de mecanisme: chemotaxie
(orientarea in functie de semnalele chimice emise de radacind), motilitate (capacitatea de deplasare),
quorum sensing (comunicarea intercelulara bacteriand) si formarea de biofilme (Dong et al., 2022).

in contextul modificarilor climatice, bacteriile care pot stimula cresterea plantelor si sunt
tolerante la stresul abiotic pot reprezenta o alternativa sustenabild si eficientd pentru agricultura
moderna. Bacteriile asociate rizosferei pot asigura o crestere optima a plantelor in conditii de stres
prin mecanisme precum solubilizarea fosforului si combaterea agentilor fitopatogeni. O intelegere
mai profunda a acestor procese este esentiald pentru asigurarea unei productii agricole sustenabile in
conditiile schimbarilor climatice.

Cresterea continua a populatiei globale impune gésirea unor solutii sustenabile care sd mentina
productivitatea agricold si sa asigure necesarul tot mai mare de hrana, in ciuda efectelor negative ale
schimbarilor climatice. Utilizarea bacteriilor rizosferice tolerante la stres abiotic poate reprezenta o
posibild solutie pentru stimularea cresterii plantelor in conditii nefavorabile, contribuind astfel la

securitatea alimentara intr-un context agricol tot mai instabil.



SCOPUL SI OBIECTIVELE STIINTIFICE ALE STUDIULUI

Scopul prezentei lucrari 1-a constituit evaluarea in conditii de stres abiotic a mecanismelor

implicate in stimularea cresterii plantelor, prezente la doud tulpini bacteriene apartinand genului

Bacillus. in acest sens, s-au utilizat abordari functionale si genomice pentru stabilirea potentialului

biotehnologic al tulpinilor investigate. in vederea indeplinirii acestui scop s-au formulat 6 obiective

principale, fiecare avand asociate activitati specifice:

1.

1.1.
1.2.
1.3.
1.4.
1.5.
1.6.
1.7.
1.8.
1.9.

plantelor

2.1.

Screening-ul unor tulpini bacteriene cu potential de stimulare a cresterii plantelor

Izolarea si caracterizarea unor tulpini bacteriene care solubilizeaza Cas(PO,),
Evaluarea potentialului de solubilizare a Ca3(PO,), de citre tulpinile bacteriene izolate
Investigarea unor mecanisme implicate in solubilizarea Ca3(PO4),

Evidentierea producerii de acid indolil — 3 — acetic

Analiza capacitatii de producere a 1 —aminociclopropan — 1 — carboxilat deaminaza
Evaluarea activitatii antifungice a tulpinilor bacteriene

Aprecierea calitativa a producerii de siderofori

Evidentierea capacitatii tulpinilor bacteriene de a forma biofilm

Selectarea unor tulpini bacteriene ce prezintd multiple mecanisme de stimulare a cresterii

Analiza genomica a tulpinilor bacteriene selectate si identificarea taxonomica

Extractia si secventierea ADN-ului genomic al tulpinilor bacteriene P3.3S si P1.5S

utilizand tehnologia Next Generation Sequencing

2.2.
2.3.
2.4.

3.

Asamblarea de novo a genomurilor bacteriene
Identificarea taxonomica a tulpinilor de interes si analiza filogenomica

Adnotarea functionald a genomurilor bacteriene

Investigarea activititii antimicrobiene a tulpinilor bacteriene Bacillus velezensis

P3.3S si Bacillus safensis P1.5S

3.1.

Identificarea grupurilor de gene responsabile de biosinteza unor metaboliti secundari cu

potentiald activitate antimicrobiana

3.2.

Identificarea lipopeptidelor extracelulare prin spectrometrie de masa
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3.3. Evaluarea activitatii antimicrobiene prin metoda difuzimetrica
3.4. Determinarea influentei stresului abiotic asupra activitatii antimicrobiene a tulpinii B.

velezensis P3.3S

4. Evaluarea efectului factorilor de stres abiotic asupra mecanismelor implicate in

colonizarea radécinilor la tulpina Bacillus velezensis P3.3S

4.1. Identificarea genelor implicate in colonizarea radacinilor in genomul tulpinii B. velezensis
P3.3S

4.2.  Aprecierea proprietatilor chemotactice ale tulpinii B. velezensis P3.3S

4.3.  Evidentierea motilitatii tulpinii bacteriene B. velezensis P3.3S

4.4. Cuantificarea formarii de biofilme

4.5.  Analiza biofilmului format folosind microscopia electronica cu baleiaj

4.6.  Vizualizarea biofilmului format cu ajutorul microscopiei confocale cu scanare laser

4.7.  Aprecierea hidrofobicitatii suprafetei celulare prin aderarea de hidrocarburi

4.8. Determinarea continutului total de carbohidrati

5. Investigarea impactului factorilor abiotici asupra cresterii bacteriene si

mecanismelor implicate in solubilizarea fosforului la tulpina Bacillus safensis P1.5S

5.1.  Identificarea genelor implicate in solubilizarea compusilor cu fosfor si a genelor ce
conferad toleranta la stresul abiotic

5.2.  Aprecierea efectelor stresului abiotic asupra multiplicarii tulpinii B. safensis P1.5S intr-o
cultura discontinua asincrona

5.3.  Evidentierea potentialului de solubilizare al tulpinii B. safensis P1.5S in conditii de stres
abiotic

5.4. Evaluarea efectelor stresului abiotic asupra mecanismelor implicate in solubilizarea

fosforului

6. Analiza si interpretarea datelor obtinute. Diseminarea rezultatelor

6.1. Utilizarea testelor statistice pentru analiza si interpretarea rezultatelor.
6.2. Redactarea rapoartelor stiintifice

6.3. Participarea la manifestari stiintifice nationale si internationale

6.4. Redactarea articolelor stiintifice in vederea publicarii

6.5. Redactarea tezei de doctorat



CAPITOLUL I INFLUENTA MICROORGANISMELOR RIZOSFERICE
ASUPRA PLANTELOR

Securitatea alimentara este consideratd un concept complex care presupune ca intreaga
populatie mondiala sa aiba acces in orice moment la alimente suficiente, sigure si accesibile. Tinand
cont de faptul ca planeta se confrunta cu o serie de provocari precum schimbarile climatice, scaderea
biodiversitatii, dar si cresterea populatiei globale, securitatea alimentara devine din ce in ce mai
fragild si mai greu de realizat (FAO, 2019). Astfel, asigurarea securitatii alimentare devine unul dintre
obiectivele cheie din cadrul Agendei 2030 pentru dezvoltare durabila, adoptata de Organizatia
Natiunilor Unite (United Nations, 2015).

Plantele joaca un rol fundamental in securitatea alimentara globala, reprezentand principala sursa
de hrana pentru oameni. Conform studiilor, peste 80% din necesarul alimentar al populatiei mondiale
este asigurat de plante. Pe langd faptul ca furnizeaza o gama vastda de produse alimentare
indispensabile vietii, plantele constituie si o resursa esentiala pentru productia animaliera, constituind
surse de furaje pentru cresterea animalelor destinate consumului uman (FAO, 2017; Rizzo et al.,
2021).

Solul asigura cresterea plantelor prin furnizarea de substante nutritive si apa, precum si prin forta
fizica necesara sustinerii acestora. Interactiunile dintre plante si sol au loc la nivelul sistemului
radicular, considerat o parte vitald a plantei. Astfel, volumul de sol din jurul radacinilor plantelor
formeaza o structura distinctd cu pori si interfete care reprezintd sediul a numeroase interactiuni

plante — microorganisme — sol (Mueller et al., 2024).

L1. RIZOSFERA PLANTELOR

Termenul de ,rizosfera” a fost definit pentru prima data de cercetatorul german Lorenz Hiltner
in anul 1904 (Berg si Smalla, 2009; Bakker et al., 2013). Rizosfera reprezinta portiunea de sol din
jurul radacinilor, care este direct influentatd de activitatile fiziologice si metabolice ale plantelor.
Aceastd zona gazduieste cea mai mare densitate de microorganisme din sol, incluzand fungi,
protozoare si alge, considerandu-se cd un gram de radicind poate contine pand la 10'' celule
microbiene (Balestrini et al., 2015). Cel mai abundent grup de microorganisme prezent in sol este
insa reprezentat de bacterii. Datorita capacitdtii lor remarcabile de a coloniza radacinile, bacteriile
pot influenta semnificativ procesele fiziologice ale plantelor, precum si ale altor categorii de
microorganisme (Kumar et al., 2020).

Rizosfera a fost impartita in trei zone (Prashar et al., 2014):



» endorizosfera se referd la zona interna a radacinii plantei si include portiuni din cortex si
endoderm in care microorganismele pot ocupa ,,spatiul liber” dintre celule (spatiul apoplastic);

» rizoplanul este reprezentat de zona imediata din jurul radacinii, ce include epiderma radacinii
si mucilagiul; este locul in care radacinile plantei interactioneaza activ cu solul si cu
microorganismele;

» ectorizosfera se refera la zona mai extinsa (cativa mm) din jurul rizosferei care cuprinde solul

1.2. EXSUDATELE RADICULARE §1 COLONIZAREA RADACINILOR DE CATRE
MICROORGANISME

Pe parcursul proceselor de crestere si dezvoltare, o gama larga de compusi organici este eliberata
din radacina prin procese de exsudare, secretie si depunere. Datorita celor trei procese ce au loc la
nivelul radacinii, zona rizosferica devine bogata in nutrienti care pot atrage microorganisme benefice
ce pot imbunitati cresterea si dezvoltarea plantelor. In urma procesului de fotosinteza, plantele
elibereaza intre 11 — 40% din compusii rezultati sub forma de exsudate radiculare, formate din
substante cu greutate moleculard diferitd. Compusii cu greutate moleculara mica sunt reprezentati de
molecule precum zaharuri (arabinoza, deoxiriboza, fructoza, galactoza, glucoza, maltozad, manoza,
riboza, sucroza si xiloza), acizi organici (acetic, butiric, citric, fumaric, glicolic, lactic, malic, oxalic,
propionic, succinic, tartric si valeric), aminoacizi, alcooli, compusi organici volatili, dar si alti
metaboliti secundari (Tate, 2021; Chen si Liu, 2024).

Cercetarile privind procesul de colonizare a radacinilor plantelor de cétre bacterii au inregistrat
progrese semnificative in ultimii ani. Astfel, s-a demonstrat cd acest proces este unul complex, ce
presupune mai multe etape succesive: motilitate, chemotaxie si formare de biofilm (Liu et al., 2024).

Motilitatea. Dispersia si migrarea sunt procese ecologice fundamentale care permit bacteriilor
sd exploreze noi nise, sa evite conditiile de mediu neprielnice si sa reduca competitia pentru nutrienti
(Tecon si Or, 2016). Existd mai multe strategii pe care bacteriile le utilizeaza pentru a se deplasa activ
in mediile de crestere, fortele motile fiind mediate de flageli si pili. Pilii asigurda motilitatea pe
suprafete prin extensie, aderenta si retractie, in timp ce flagelii sunt structuri elicoidale rigide,
ancorate in peretele celular care se rotesc pentru a produce un impuls (Aroney et al., 2021). in functie
de disponibilitatea nutrientilor si de gradul de competitie de la nivelul solului, motilitatea bacteriana
se poate realiza intr-o varietate de moduri. Astfel, la bacterii s-au descris mai multe tipuri de
motilitate: swimming, swarming, twitching, gliding si sliding (Yang si van Elsas, 2018).

Interactiunile ce se stabilesc in regiunea rizosferica se bazeaza pe recrutarea de catre plante a
microorganismelor benefice. Unul dintre mecanismele utilizate de catre bacterii pentru a localiza o

potentiald gazda este chemotaxia, respectiv deplasarea activa directd spre sau departe de moleculele
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de semnalizare (Keren et al., 2024). Chemotaxia reprezinta abilitatea innascuta a bacteriilor de a
detecta si raspunde la diversi compusi chimici prezenti in rizosfera plantelor, fiind o etapa esentiala
in procesul de colonizare a radacinilor (Xu et al., 2024). Acest mecanism permite bacteriilor sa se
orienteze si sa se deplaseze catre surse specifice de nutrienti sau semnale chimice emise de plante,
facilitand astfel interactiunea lor cu zona rizosferica (Chen si Liu, 2024; Keren et al., 2024).

Sistemul quorum sensing (QS) joaca un rol important in interactiunile de tipul plante — bacterii,
respectiv bacterii — bacterii. Quorum sensing reprezinta un sistem de comunicare bacteriana ce se
realizeaza pe cale chimica si care se bazeaza pe producerea, detectarea si raspunsul celulelor la
moleculele de semnalizare, numite autoinducatori. Acest sistem permite grupurilor de bacterii sa isi
modifice in sincron comportamentul ca raspuns la schimbarile ce au loc in densitatea populatiei si in
diversitatea speciilor din comunitatea vecina (Mukherjee si Bassler, 2019).

Biofilmele reprezinta ansambluri de celule microbiene care adera la o suprafata biotica sau
abiotica si care sunt inglobate intr-o matrice polimerica extracelulara. Biofilmul prezinta o structura
extrem de complexd, eterogena si tridimensionald compusa din microcolonii formate din celule
microbiene intr-o proportie de 10 — 25% si din matricea biofilmului care poate reprezenta pana la
90%. Organizarea structurala a biofilmelor este extrem de avantajoasa pentru celulele microbiene
conferindu-le o rezistentd mai mare in conditii de stres, cum ar fi: deficitul de apa, fluctuatiile de
temperaturd, pH-ul acid sau alcalin, salinitatea ridicata, deficitul de nutrienti, agentii antimicrobieni,

radiatiile UV, substantele chimice toxice si mediile contaminate (Mishra et al., 2022).

1.3. MECANISME DE STIMULARE A CRESTERII PLANTELOR

in cadrul microbiomului rizosferei, majoritatea bacteriilor au o interactiune pozitiva cu plantele
si promoveaza cresterea si supravietuirea acestora, doar o mica parte dintre ele fiind considerate
fitopatogene (Hakim et al., 2021). Bacteriile care pot exercita efecte benefice asupra proceselor de
crestere si dezvoltare ale acestora sunt cunoscute sub numele de ,rizobacterii care stimuleaza
cresterea plantelor” — PGPR (engl. Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Singh et al., 2019).

PGPR actioneaza prin intermediul unor mecanisme directe si indirecte (Zaidi et al., 2014; Aarab
et al., 2019). Mecanismele directe sunt reprezentate de fixarea azotului, solubilizarea fosforului si
potasiului, mineralizarea fosfatilor organici si producerea de fitohormoni. Printre mecanismele
indirecte se numara producerea de substante cu activitate antimicrobiana, polizaharide, siderofori si

enzime (Pandey et al., 2019; Wang et al., 2020).



1.3.1. Mecanisme directe

1.3.1.1. Solubilizarea compusilor cu fosfor

Solubilizarea fosforului, una dintre cele mai importante activitati de stimulare a cresterii
plantelor, se realizeaza prin intermediul unor populatii microbiene ce poartd numele de
microoganisme care solubilizeaza fosforul (PSM) (Zaidi et al., 2014; Aarab et al., 2019).

Solubilizarea fosforului anorganic de citre microorganisme apare in principal in urma producerii
de acizi organici. Acestia sunt produsi in timpul metabolismului microbian, mai ales prin respiratie
oxidativa sau prin fermentatie atunci cand glucoza este utilizata ca sursa de carbon (Prabhu et al.,
2019). Eficienta procesului de solubilizare depinde de tipul acizilor organici eliberati in mediu
precum si de concentratia acestora. in plus, calitatea acizilor organici produsi este mai importanta
pentru solubilizarea fosforului decat cantitatea totald de acizi organici (Scervino et al., 2010). Secretia
de acizi organici determina o scadere a pH-ului solului, cheleaza cationii (in principal calciu) legati
de fosfat prin gruparile hidroxil si carboxil sau concureaza cu fosfatul pentru siturile de adsorbtie,
organici precum acidul acetic, lactic, malic, oxalic, succinic, citric, gluconic pot forma complexe cu
fierul si aluminiul din fosfatii ferici si de aluminiu; astfel fosforul se elibereaza in sol si devine
accesibil plantelor (Behera et al., 2014).

Microorganismele care solubilizeaza fosforul sunt capabile sd disocieze compusii anorganici cu
fosfor, insa intervin si in mineralizarea formelor organice. Enzimele ce intervin in mineralizarea
compusilor organo-fosforici sunt reprezentate de fosfataze nespecifice, fitaze si liaze. Fosfatazele
non-specifice determina hidroliza esterilor si anhidridelor acidului fosforic. Cele mai bine studiate si
abundente fosfataze sunt fosfomonoesterazele (numite si fosfohidrolaze sau mai simplu fosfataze).
Fosfatazele se clasificd in functie de pH-ul solului in fosfataze acide si alcaline. Fosfatazele acide
predomina in solurile acide, in timp ce fosfatazele alcaline sunt mai abundente in solurile neutre si

alcaline (Rawat et al., 2020).

1.3.1.2. Producerea de regulatori de crestere

Fitohormonii (regulatorii de crestere) sunt substante organice, care la concentratii foarte scazute
(< 1 mM) sunt capabile sa stimuleze, sa inhibe sau sa modifice cresterea si dezvoltarea plantelor
(Gouda et al., 2018). Rizobacteriile sunt implicate in stimularea cresterii si dezvoltarii plantelor prin
intermediul unor reglatori de crestere precum: auxine, gibereline, citochinine, etilena si acidul
abscisic (Singh et al., 2019). Acidul indolil-3-acetic (IAA) reprezinta cea mai importantd auxind care
intervine in procesele fiziologice ale plantelor. Acidul indolil-3-acetic este implicat in numeroase
procese, cum ar fi: diviziunea si diferentierea celulard, fotosinteza si producerea de pigmenti

asimilatori, dezvoltarea xilemului, imbunatatirea germindrii semintelor, inducerea formarii
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radacinilor laterale si adventive, reglarea cresterii vegetative si conferirea rezistentei plantelor la
factorii de stres (Singh et al., 2019). Cel mai important aminoacid care este eliminat de catre celulele
radiculare este triptofanul - principala molecula implicata in calea biosintetica a IAA.

Etilena este cea mai simplda molecula produsa de catre plante, fiind implicata intr-o serie de
activitati biologice, inducand modificari fiziologice la nivel molecular. Principalele functii se refera
la: germinarea semintelor, dezvoltarea perilor radiculari, senescenta florilor, coacerea fructelor,
caderea frunzelor. Calea de biosintezd a etilenei presupune conversia enzimaticd a S-adenozil-
metioninei in acid 1-aminoaciclopropan-1-carboxilic (ACC) sub actiunea ACC sintetazei, urmata de
conversia ACC-ului la etilend catalizata de enzima ACC oxidaza. Atunci cand este prezentd in
concentratii ridicate, etilena exercita un efect negativ asupra plantelor. Bacteriile din sol pot produce
o enzimd, l-aminociclopropan-1-carboxilat deaminaza, care metabolizeazd acidul 1-
aminociclopropan-1-carboxilic, precursorul direct al etilenei, in a-ketobutirat si amoniac, moderand

in acest fel nivelul de etilena din plante (Kundan et al., 2015).

1.3.2. Mecanisme indirecte

1.3.2.1. Producerea de siderofori

Microorganismele producédtoare de siderofori sunt capabile sd prevind sau sda diminueze
proliferarea agentilor fitopatogeni prin reducerea cantitdtii de fier disponibil in mediu. Sideroforii
bacterieni au o afinitate foarte ridicata pentru ionul de Fe3* prezent in zona rizosferica a plantei gazda,
biocontrolului se bazeaza pe faptul ca sideroforii bacterieni se leagd mai rapid de fier, spre deosebire

de sideroforii produsi de catre fungi (Olanrewaju et al., 2017).

1.3.2.2. Producerea de substante antimicrobiene si enzime litice

Substantele antimicrobiene produse de microorganisme sunt metaboliti secundari ce apartin unor
grupuri eterogene de compusi organici cu greutate moleculard mica ce sunt daunatori pentru cresterea
sau activitatile metabolice microbiene. Acestia sunt sintetizati si eliberati in mediul inconjurator in
cantitati mici (Mercado-Blanco et al., 2019). La speciile genului Bacillus au fost studiate in special
lipopeptidele, cum ar fi iturinele, surfactinele si fengicinele, iar in cazul genului Pseudomonas au fost
studiate DAPG (2,4-diacetilfloroglucinol), pirrolnitrina si fenazina (Mercado-Blanco et al., 2019).
Bacteriile rizosferice sintetizeaza o serie de enzime litice, cum ar fi: chitinaze, celulaze, 1,3 —
glucanaze, proteaze si lipaze care pot produce liza peretilor celulari ai unor ciuperci fitopatogene

(Kundan et al., 2015).



CAPITOLULIIL. EFECTUL FACTORILOR DE STRES ASUPRA PLANTELOR
SI MICROORGANISMELOR

I1.1. INFLUENTA STRESULUI ABIOTIC SI BIOTIC ASUPRA PLANTELOR

I1.1.1. pH-ul solului

pH-ul solului reprezintd un factor abiotic cheie care influenteaza semnificativ biologia si
procesele fizico-chimice care au loc la acest nivel. in mod evident, productivitatea solului si a
culturilor agricole este dependenta de pH. Atat solul acid, cat si cel alcalin pot provoca o serie de
efecte negative asupra cresterii si dezvoltarii plantelor. Astfel, variatiile extreme de pH afecteaza
semnificativ absorbtia nutrientilor si toate celelalte procese care au loc la nivelul solului. Solurile
acide se remarca prin deficitul de nutrienti, cum ar fi: fosforul, magneziul, calciul, molibdenul, dar si
de toxicitatea cauzata de aluminiu, fier si mangan (Msimbira si Smith, 2020). Printre nutrientii a caror
disponibilitate este afectata de stresul alcalin se numara fosforul, fierul, cuprul, borul si zincul (Singh
etal., 2018).

11.1.2. Temperatura

Stresul termic (temperaturi ridicate si scazute fata de valoarea optima) reprezintd principalul
factor abiotic care afecteaza cresterea si dezvoltarea plantelor, inducand modificari morfologice,
fiziologice si biochimice la plante. Temperaturile ridicate induc o serie de efecte negative, precum:
scaderea continutului de apa, stabilitatea membranei celulare si a ratei fotosintezei, modificari
hormonale. Mai mult decat atat, stresul termic este asociat cu producerea de specii reactive de oxigen
(ROS) care sunt foarte toxice, determinand deteriorarea proteinelor, lipidelor, carbohidratilor si
ADN-ului, ceea ce duce in final la moartea celulelor (Waraich et al., 2012). De asemenea, impactul
temperaturii scazute asupra plantelor depinde de rata de racire, timpul de expunere si de alti factori
de stres asociati. Unul dintre efectele pe care le provoacd fenomenul de racire este reducerea ratei de
fotosinteza din cauza afectdrii transportului electronic in tilacoizi si a fixarii carbonului, reducerii
continutului de pigmenti asimilatori si a fosforului liber. Un alt efect negativ este reprezentat de

modificarea fluiditatii membranei celulare (Nievola et al., 2017).

11.1.3. Salinitatea

Salinitatea reprezintd unul dintre cei mai importanti factori abiotici care reduc semnificativ
productivitatea culturilor agricole (Mishra et al., 2021). Acumularea de sdruri minerale, precum
NaCl, Na;SO4, MgS04, NaHCO;, Na,CO;, CaSO,4, CaCOs reprezintad o caracteristici majora a
solurilor saline, cu un impact negativ asupra sanatatii plantelor. Expunerea indelungatd la o
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concentratie ridicata de sare (NaCl) la nivelul zonei radiculare creste stresul osmotic, generand astfel
toxicitate ionica. Stresul osmotic afecteaza absorbtia apei, germinarea semintelor, alungirea celulelor,
dezvoltarea frunzelor, dezvoltarea mugurilor laterali, ramificarea laterala, rata de fotosinteza,

negativ asupra cresterii plantei (Mishra et al., 2021).

I1.1.4. Seceta

Apa este o molecula indispensabila pentru cresterea si dezvoltarea culturilor agricole. Termenul
de seceta implica, in general, o reducere semnificativa a continutului de apa de la nivelul solului
(Marchin et al., 2020). O crestere a zonelor predispuse la secetd a afectat iIn mod negativ productiile
agricole la nivel global. Se preconizeaza ca pana in anul 2050 deficitul de apa va cauza probleme
majore terenurilor arabile si va afecta doud treimi din populatia lumii (Ahmad et al.,, 2022).
Deshidratarea produsa de stresul hidric afecteaza activitatile metabolice ale plantelor, cum ar fi
respiratia, continutul de clorofila, metabolismul zaharurilor, fotosinteza si translocarea nutrientilor.
De asemenea, seceta reduce potentialul hidric si determina inchiderea stomatelor, ceea ce afecteaza

cresterea si alungirea celulelor (Vurukonda et al., 2016; Lata si Gond, 2019).

11.1.5. Deficitul de nutrienti

Azotul este un macronutrient care influenteaza in mod direct productivitatea culturilor agricole.
Acesta are un rol cheie in metabolismul plantelor, fiind un element constituent al enzimelor,
clorofilei, acizilor nucleici, proteinelor si peretelui celular. in consecinti, o deficienti de N la plantele
de culturd influenteaza semnificativ cresterea si dezvoltarea plantelor (Fageria si Moreira, 2011).

Fosforul este un macroelement esential necesar cresterii si dezvoltarii plantelor (Behera et al.,
2014; Awais et al., 2017). Acest element este implicat in reglarea proceselor metabolice precum:
diviziunea celulara, transportul de energie, biosinteza macromoleculara, fotosinteza si respiratie
(Sharma et al., 2013; Manzoor et al., 2017). Deficitul de fosfor la plantele de cultura influenteaza in
mod negativ transformarile metabolice, cresterea si dezvoltarea acestora (Lacatusu, 2016).

Potasiul este al treilea cel mai important macronutrient necesar cresterii plantelor. Carenta de
potasiu determina formarea unui sistem radicular mai slab dezvoltat, cresterea mai lenta a plantelor,
formarea unor seminte mici, ducand la scaderea calitdtii si randamentului culturilor agricole (Yadav

etal., 2017).

11.1.6. Microorganismele fitopatogene
Bolile plantelor reprezinta o amenintare grava la adresa productiei agricole. Pierderea anuala a
productiei agricole din cauza bolilor plantelor este estimata la peste 30% la nivel mondial si este

asociatd cu daune economice in valoare de sute de miliarde de dolari, avand un impact puternic asupra
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securitdtii alimentare, economiilor regionale si a altor domenii socio-economice conexe. Aceastd
situatie este agravata si mai mult de pierderile post-recoltd cauzate de microorganisme patogene. Mai
mult decat atdt, raspandirea agentilor fitopatogeni este intensificata de schimbarile climatice,
considerate una dintre principalele amenintari la adresa culturilor la nivel mondial (Nature Climate
Change, 2021; Gai si Wang, 2024).

Plantele pot fi infectate de o gama variatd de agenti patogeni (bacterii, ciuperci, virusuri si
nematode) care difera in ceea ce priveste stilul de viata, strategiile de infectie si tesuturile tinta pe

care le afecteaza (Singh et al., 2023).

11.2. INFLUENTA STRESULUI ABIOTIC ASUPRA MICROORGANISMELOR DIN SOL

11.2.1. pH-ul

Cel mai important factor abiotic care poate afecta microbiota solului este reprezentat de pH, care
la randul lui este influentat de toxicitatea metalelor, structura si textura solului, sursa de apa si
intensitatea utilizarii terenurilor agricole. Atat microorganismele, cat si plantele prefera un pH cuprins
intre 6 si 7. Astfel, aciditatea si alcalinitatea solului determina frecvent modificari in compozitia si
procesele metabolice ale comunitétilor microbiene (Rahman et al., 2021). Se considera cé solurile
acide si alcaline prezintd un numar mai redus de bacterii, comparativ cu solurile aproape neutre.
Aceasta diferentd se poate explica prin faptul cd pH-ul afecteaza solubilitatea surselor de carbon
organic necesare multiplicarii optime a microorganismelor, iar un pH acid determina acumularea unor
concentratii ridicate de aluminiu, considerat un element toxic. In mod similar, abundenta bacteriana
din solurile alcaline poate scadea din cauza solubilitatii reduse a anumitor nutrienti, cum ar fi fosforul
si fierul. Toate aceste efecte determind o scadere a numarului de microorganisme rizosferice si a

proceselor lor metabolice (Zhou et al., 2024).

11.2.2. Temperatura

incilzirea globali este un fenomen de mare amploare cu care se confrunti planeta, estimandu-se
cd temperatura medie globala va creste cu 1,8 — 3,6 °C pana in anul 2100. Acest fenomen influenteaza
dezvoltarea plantelor si caracteristicile fenologice, precum si compozitia, densitatea, metabolismul si
distributia comunitatilor de microorganisme asociate sistemului radicular. Stresul cauzat de
temperatura afecteaza activitatea microbiana deoarece este necesar un interval optim de temperatura
pentru a se asigura dezvoltarea microorganismelor. S-a constatat ca incalzirea globala influenteaza
compozitia comunitatilor microbiene din sol, diversitatea, complexitatea si stabilitatea interactiunilor
ce se stabilesc intre plante si microorganisme. De asemenea, temperaturile ridicate pot afecta circuitul
nutrientilor asociati cu microorganismele din sol, inclusiv ciclul carbonului, azotului, fosforului si

potasiului (Zhao et al., 2024).
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11.2.3. Salinitatea

Concentratiile mari de saruri solubile influenteaza biomasa si activitatea microbiana, precum si
structura comunitatilor de microorganisme din sol. Salinitatea reduce in principal biomasa
microbiana deoarece stresul osmotic are ca rezultat deshidratarea si liza celulelor (Yan et al., 2015).
Microorganismele care s-au adaptat la stresul osmotic pot prezenta o activitate metabolica redusa
deoarece in urma sintezei de osmoliti au suferit pierderi mari de energie (Ropelewska si Zapotoczny,
2017). S-a demonstrat ca unele saruri precum clorura de sodiu pot afecta activitatea microbiand a
solului prin reducerea numarului total de ciuperci, actinomicete si bacterii. Efectul osmotic poate fi
letal pentru microorganismele rizosferice. O scadere a biomasei microbiene si a respiratiei solului
poate conduce la o inhibare a proceselor de descompunere si mineralizare din sol (Ropelewska si

Zapotoczny, 2017).

I1.2.4. Seceta

Seceta este fenomenul climatic care are cel mai mare impact asupra securitatii alimentare. Se
considera ca severitatea si frecventa secetei va creste considerabil in urmatorul deceniu. Seceta
manifestd un efect negativ pronuntat asupra microbiomului solului deoarece umiditatea si
temperatura sunt factorii determinanti ai cresterii si activitatii microbiene. Nivelul de umiditate
influenteaza microorganismele din sol si determina modificari ale metabolismului microbian si ale
diversitatii structurale, in timp ce temperatura ridicatd are un impact negativ asupra biomasei
microbiene si a abundentei microorganismelor. Combinatia dintre deficitul de apa si temperatura
ridicatd poate determina o restructurare a comunitatilor din sol la scard larga. Evapo-transpiratia
crescutd cauzatd de secetd poate reduce rezerva de apa din sol conducand la suprimarea activitatii

microbiene (Rahman ef al., 2021).

11.3. RASPUNSUL BACTERIILOR TOLERANTE LA FACTORII DE STRES

11.3.1. Producerea si acumularea de osmoliti

Osmolitii sau substantele osmoprotectoare reprezintd un grup restrans de compusi cu greutate
moleculard mica, printre care se numara: trehaloza, glicerolul, manitolul, L-prolina, L-glutamatul, L-
glutamina, ectoina, 5-hidroxiectoina si glicin-betaina. Bacteriile pot acumula osmoliti fard a afecta
procesele moleculare ale celulei. Aceasta acumulare determind, de asemenea, o crestere a apei libere
din celuld, care permite cresterea si diviziunea celulard in conditii hiper-osmotice. Aceste substante
permit celulelor sd creasca si sd se divida in medii nefavorabile. S-a demonstrat cd osmolitii

protejeaza, de asemenea, proteinele, acizii nucleici si alte mecanisme moleculare vitale. Acumularea

13



de osmoliti poate fi realizata fie prin transport in celuld, fie prin biosinteza. Acesti compusi sunt de

asemenea utilizati in diferite cai metabolice in celuld si ca surse de carbon (Gregory si Boyd, 2021).

11.3.2. Producerea si acumularea de antioxidanti

Pentru a depasi stresul abiotic, plantele secreta enzime antioxidante. Printre cele mai importante
enzime antioxidante produse de catre plante se numara: catalaza (CAT), superoxid dismutaza (SOD),
glutation reductaza (GR), glutation — S —transferaza (GST), glutation peroxidaza (GPX), peroxidaza
(POD), ascorbat peroxidaza (APX), polifenol oxidaza (PPO) si fenilalanina amoniac liaza (PAL)
(Yasmeen et al., 2020).

11.3.3. Producerea de substante polimerice extracelulare

Substantele polimerice extracelulare (EPS) sunt polimeri biodegradabili, cu greutate moleculara
mare sintetizati de numeroase bacterii, alge si plante. EPS-urile sunt constituite dintr-un amestec
complex de biomolecule care formeaza o matrice 3D ce contine polizaharide, zaharuri, proteine
structurale, enzime, lipide, glicoproteine, ADN extracelular si unele substante humice (Bhagat et al.,
2021). EPS-urile joaca un rol central in mentinerea potentialului hidric, agregarea particulelor de sol,
asigurarea contactului obligatoriu intre rddéacinile plantelor si rizobacterii, precum si protejarea

radacinilor de factorii de stres abiotic si agentii fitopatogeni (Naseem et al., 2018).

CAPITOLUL IIL. IMPORTANTA BIOTEHNOLOGICA A BACTERIILOR
CARE PROMOVEAZA CRESTEREA PLANTELOR

1I1.1. BIOFERTILIZATORI

Utilizarea in timp a fertilizatorilor chimici a sporit productivitatea agricold, insa a provocat
aparitia unor efecte negative precum poluarea mediului si dezechilibre la nivelul ecosistemelor
agricole. Aplicarea repetatd a ingrasamintelor chimice cauzeaza efecte nocive asupra mediului
precum: poluarea apelor subterane si de suprafatd cu fosfati si nitriti, scaderea nivelului de oxigen
din ape, moartea pestilor din cauza fenomenului de eutrofizare a apelor. In plus, este afectat in mod
negativ pH-ul solului ceea ce conduce la cresterea daunatorilor si la perturbarea ecosistemelor (Rana
et al., 2020). imbunititirea fertilititii solului este una dintre cele mai frecvente strategii utilizate
pentru cresterea productiei agricole. Mentinerea unor niveluri ridicate de azot si fosfor disponibile,
cele mai limitante doud elemente nutritive din sol, reprezintd o provocare majora pentru agricultori

(Nautiyal et al., 2000; Pang et al., 2018).
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Pe termen lung, sursele de fosfor utilizate in fabricarea fertilizatorilor chimici pot manifesta un
efect negativ asupra microbiotei solului, determinand o reducere substantiala a respiratiei microbiene
si a coeficientului metabolic (Sharma ez al., 2013). In plus, eficienta ingrasamintelor cu P aplicate
depaseste rar 30% datorita fixarii sale sub forma de fosfat de fier / aluminiu in soluri acide sau sub
forma de fosfat de calciu in soluri neutre sau alcaline. S-a sugerat faptul ca fosforul total prezent in
solurile agricole ar fi suficient pentru a sustine recoltele la randamente maxime la nivel mondial, daca
acesta ar fi disponibil plantelor (Sharma et al., 2013).

Fosforul este considerat o resursa epuizabila, iar datorita ratei de utilizare ridicate s-a estimat ca
rezervele de fosfat de roca de inalta calitate ce sunt utilizate in producerea de ingrasaminte vor fi
consumate in cadrul secolului actual. Ulterior, in fabricarea de ingrasaminte pe baza de fosfor se va
utiliza fosfatul de roca de calitate inferioara, motiv pentru care costul de productie va fi mai mare.
Constientizarea acestor probleme a condus la identificarea unei strategii fezabile in vederea
imbunatatirii productiei culturilor agricole in cazul solurilor unde exista deficit de fosfor. Utilizarea
de biofertilizatori care poseda activitate de solubilizare a fosforului in solurile agricole reprezinta o
alternativa ecologica ce poate determina o crestere a randamentului culturilor (Sharma et al., 2013;
Zhang et al., 2017).

Este cunoscut faptul cd microorganismele din sol joacd un rol cheie in mobilizarea si
transformarea fosforului, putand fi utilizate ca biofertilizatori pentru cresterea productivitatii agricole
(Richardson si Simpson, 2011; Lavania si Nautiyal, 2013; Wei et al., 2018). Biofertilizatorii sunt
produse ce contin microorganisme vii, care pot fi aplicate pe suprafata semintelor, rasadurilor sau
direct pe sol, in vederea colonizarii rizosferei, determinand intr-un final stimularea cresterii plantelor.
Tratarea semintelor este consideratd cea mai utilizatd practica de aplicare a biofertilizatorilor datorita
cantitatii reduse de produs necesar pentru inoculare, precum si a modului simplu de lucru (Macik et

al., 2020).

111.2. BIOPESTICIDE

Bolile plantelor provoaca pierderi considerabile in productia de fructe si legume atat in timpul
cultivarii plantelor, cat si pe parcursul manipuldrii, transportului si depozitarii acestora. Pentru a
sustine randamentul culturilor agricole, acestea sunt deseori tratate cu pesticide de sinteza, care, in
ciuda eficientei lor in controlul bolilor cauzate de fitopatogeni nu reprezinta o solutie durabild din
cauza costurilor ridicate si impactului pe care acestea il au asupra sanatitii umane si mediului
inconjurator (Lengai si Muthomi, 2018). Se cunoaste faptul ca acestea provoaca aparitia cancerului
si a unor afectiuni fetale si persistd in mediu pentru o perioada lungé de timp, fiind nedegradabile
(Kumar et al., 2021). Mai mult decat atat, in urma utilizarii aceluiasi pesticid se poate induce

rezistenta microorganismelor patogene la respectivul compus. Din acest motiv, studiile cercetatorilor
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se indreapta in principal asupra dezvoltarii unor tehnologii eficiente si ecologice ce presupun
eliminarea sau reducerea aplicarii fungicidelor de sinteza in agriculturd. Una dintre alternativele
promitatoare pentru atingerea acestui obiectiv se refera la utilizarea agentilor microbieni in biocontrol
(Morales-Cedefio et al., 2021). Agentii microbieni sau antagonistii au rolul de a diminua efectele
daunatoare ale agentilor fitopatogeni.

Suprimarea agentilor fitopatogeni de catre microorganisme poate fi realizatd in doud perioade:
pre-recoltare si post-recoltare. in general, perioada de dinaintea recoltarii fructelor si legumelor
include activitati profilactice pentru a elimina potentialii agenti patogeni. Odata ce fructele sunt
recoltate, acestea trebuie transportate si depozitate, ceea ce le face in continuare susceptibile la atacul
agentilor patogeni. Pierderile economice in ambele perioade pot varia, uneori depasind 50% din

recolta totald (Morales-Cedefio et al., 2021).
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PARTEA A II-A. CONTRIBUTII PERSONALE
CAPITOLUL I. SCREENING-UL UNOR TULPINI BACTERIENE CU
POTENTIAL DE STIMULARE A CRESTERII PLANTELOR

1.1. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

I.1.1. Izolarea de microorganisme solubilizatoare de fosfor

Izolarea bacteriilor care solubilizeaza fosforul anorganic s-a realizat din trei probe prelevate din
soluri cultivate cu porumb (Zea mays L.):
a. proba 1: sol cultivat cu porumb, plantele galbene la rasarit (deficienta de P)
b. proba 2: sol cultivat cu porumb, plante normale
c. proba 3: sol cultivat cu porumb intr-o zona saraturata

De asemenea, o alta sursa de izolare a fost reprezentata de o proba de influent prelevata dintr-o
statie ordseneasca de epurare a apelor uzate.

Bacteriile care prezintau in jurul coloniei un halou clar au fost considerate cu potential de

solubilizare al fosfatului tricalcic din mediul de cultura.

1.1.2. Aprecierea potentialului de solubilizare a fosfatului tricalcic

Capacitatea tulpinilor bacteriene de a solubiliza fosfatul tricalcic a fost evaluatd din punct de
vedere calitativ utilizind metoda de cultivare pe mediul PVK agarizat (Sarikhani et al., 2019). Astfel,
initial s-a realizat o clasificare a tulpinilor in functie de indicele de solubilizare obtinut, iar ulterior s-
a efectuat o determinare cantitativa prin cultivare in bulion PVK folosind metoda fosfomolibdatului

de amoniu (Artenie et al., 2008; Khadraji et al., 2017).

1.1.3. Determinarea capacititii de producere a acidului indolil — 3 — acetic

Capacitatea bacteriilor de a sintetiza acid indolil — 3 —acetic (IAA) pe baza utilizarii triptofanului
prezent in mediul de culturd poate fi pusé in evidenta folosind reactivul Salkowski. Acesta este un
amestec de clorura ferica 0.5 M (FeCl;) si acid percloric 35% (HClOy) care in prezenta de IAA
formeaza complexul tris (indol — 3 — acetato) fier (III), de culoare roz. Intensitatea culorii roz se

determina spectrofotometric la o lungime de undé de 530 nm (Gang et al., 2019).

1.1.4. Evidentierea capacititii de producere a 1 — aminociclopropan — 1 — carboxilat
deaminazei
Enzima 1 — aminociclopropan — 1 — carboxilat deaminaza (ACCD) este responsabila de scaderea

nivelului de etilena din plante, considerata un ,,hormon al stresului”. ACCD descompune precursorul
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direct al etilenei, acidul 1-aminociclopropan-1-carboxilic, in o — cetobutirat (C4HsO3) si amoniac

(NHs), care, la randul lor, permit plantelor sa se dezvolte optim (Shahid et al., 2023).

I.1.5. Evaluarea activititii antifungice a tulpinilor bacteriene
in conditiile cultivrii in acelasi mediu a tulpinilor bacteriene si fungice testate, s-a urmarit
aparitia unor zone de inhibitie a cresterii in jurul zonelor unde a fost depusa suspensia bacteriana

datorita eliberarii si difuzarii in mediu a unor substante cu actiune antifungica.

1.1.6. Aprecierea capacititii de producere a sideroforilor

Componentele mediul O — CAS formeaza un complex de tipul crom azurol S — Fe3* - bromura
de hexadecitrimetilamoniu (HDTMA) care serveste ca indicator. Atunci cand un chelator puternic
elimind fierul din complexul format are loc o modificare a culorii mediului in jurul coloniilor

bacteriene care sunt capabile sa produca siderofori (Louden et al., 2011).

I.1.7. Determinarea biomasei biofilmului prin colorare cu cristal violet

Formarea de biofilm de catre bacterii poate fi pusa in evidenta prin cultivarea in microplaci cu
96 de godeuri. Cuantificarea biofilmului format in godeuri se realizeaza In urma colordrii cu o solutie
de cristal violet 1%. Colorantul atasat de celulele bacteriene se solubilizeaza cu acid acetic 30%,

intensitatea culorii fiind direct proportionald cu biomasa biofilmului (Ansari si Ahmad, 2018).

1.2. REZULTATE SI DISCUTII

Analizand in ansamblu rezultatele obtinute in cadrul acestui capitol am constatat ca atat tulpinile
bacteriene izolate din soluri cultivate cu porumb, cat si cele ce provin din proba de apa uzata prezinta
mai multe mecanisme de stimulare a cresterii plantelor (Tabel L1 si Tabel 1.2). In ceea ce priveste
izolatele din sol, tulpinile bacteriene P1S si P3.3S au prezentat toate proprietatile pentru care au fost
testate. Pe de altd parte, tulpina P1.5S solubilizeaza fosfatul tricalcic, produce IAA, ACCD,
siderofori, formeaza biofilm, insd nu a fost capabild sa suprime dezvoltarea fungilor fitopatogeni
utilizati. Tulpina P2.1S a determinat doar solubilizarea fosfatului tricalcic si a produs IAA, celelalte

mecanisme nefiind puse in evidentd prin metodele utilizate (Tabel I.1).
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Tabel I.1. Mecanisme de stimulare a cresterii plantelor identificate la tulpinile bacteriene

izolate din soluri cultivate cu porumb

Tulpina Solubilizare Producere Producere Producere Activitate Formare
bacteriana P TIAA ACCD siderofori antifungica biofilm
P1S ++ ++ + + + ++
P1.1S R - - + - -
P1.5S +++ ++ + ++ - +H+
P2S + + + - - -
P2.1S +++ -+ - - -
P2.2S ++ ++ ++ - - =+
P3.1S - + + - R +
P3.2S ++ ++ ++ - - =+
P3.3S + + ++ =+ =+ =+
P3.4S ++ + ++ - - ++

(+++) — potential crescut; (++) — potential mediu; (+) — potential slab; (-) — potential absent

in cazul izolatelor din apa uzati s-a observat ci activitatea antifungica nu a fost evidentiata pentru
nicio tulpind bacteriana, insd majoritatea tulpinilor prezintd mecanisme precum: solubilizarea
fosfatului tricalcic, producerea de IAA, ACCD, siderofori si formare de biofilm (Tabel 1.2).

Tabel 1.2. Mecanisme de stimulare a cresterii plantelor identificate la tulpinile izolate din ape

uzate
Tulpina Solubilizare Producere Producere Producere Activitate Formare
bacteriana P TAA ACCD siderofori antifungica biofilm
D1 ++ + ++ ++ - +
D2 -+ ++ + ++ - +
D3 + + + -+ - +
D4 ++ ++ ++ - - +
D5 + ++ + + - ++
D6 -+ + ++ + - +++
D7 + + +++ - - +
D8 ++ + + + - +++
D9 ++ ++ + - - +++
D10 + + + +++ - +++
D11 + + + - - ++
D12 -+ + + - - +
D13 ++ + + +++ - ++
D14 +++ + + - - ++
D15 +++ +++ ++ - - +++
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Tulpina Solubilizare Producere Producere Producere Activitate Formare
bacteriani P TAA ACCD siderofori antifungica biofilm

D16 + + + - - +++
D17 + + + ++ - ++
D18 + + +++ - - +++
D19 +++ + +++ - - +
D20 ++ + +++ + - ++
D21 +++ ++ +++ - - +

(+++) — potential crescut; (++) — potential mediu; (+) — potential slab; (-) — potential absent

Obiectivul acestui capitol a fost reprezentat de selectarea unor tulpini care sa fie utilizate ulterior
pentru a investiga influenta factorilor de stres asupra solubilizarii fosfatului tricalcic, activitatii
antimicrobiene si formarii de biofilm. Tulpinile izolate din apa uzata nu au fost selectate pentru
desfasurarea experimentelor privind solubilizarea fosforului in conditii de stres deoarece s-a observat
o scadere a cantitatii de fosfor solubilizate atunci cand tulpinile sunt testate la anumite intervale de
timp. De asemenea, experimentele de determinare a P solubilizat pentru tulpinile P3.4S si P2.1S a
aratat faptul ca potentialul de solubilizare a fosfatului tricalcic scade semnificativ in timp. Avand in
vedere aceste lucruri, am selectat tulpina P1.5S pentru evaluarea efectelor stresului abiotic asupra
potentialului de solubilizare al fosfatului tricalcic deoarece se numara printre cele trei tulpini izolate
din soluri cultivate cu porumb care au solubilizat cele mai mari cantitati de fosfor in conditii optime
de cultivare, mentindndu-si potentialul de solubilizare relativ constant in timp. Pe de altd parte,
singura tulpind care a prezentat o activitate antifungicé promitatoare fata de cele trei specii testate a
fost P3.3S, care formeaza si cea mai mare cantitate de biofilm. Astfel, tulpina P3.3S a fost selectata

pentru studierea activitatii antimicrobiene si formarea de biofilm in conditii de stres.

CAPITOLUL II. ANALIZA GENOMICA A TULPINILOR BACTERIENE
SELECTATE

1I.1. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

11.1.1. Izolarea ADN-ului genomic si secventierea acestuia

Izolarea ADN-ului genomic s-a realizat urmand indicatiile producatorului kit-ului DNeasy
UltraClean Microbial (Qiagen). ADN-ul genomic izolat de la cele doua tulpini bacteriene selectate a
fost secventiat utilizdnd platforma Illumina NovaSeq 6000 (Macrogen Europe BV, Amsterdam,

Olanda).
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I1.1.3. Asamblarea de novo a genomurilor bacteriene

Genomurile celor doud tulpini bacteriene au fost asamblate utilizind doud programe: SPAdes
3.15.4 (Bankevich et al., 2012) pentru asamblarea genomului tulpinii P3.3S, respectiv Unicycler 0.4.9
(Wick et al., 2017) pentru tulpina P1.5S.

I1.1.4. Identificarea taxonomici a tulpinilor selectate
Datele obtinute in urma asamblarii genomului au fost incarcate in serverul TYGS (Type (Strain)
Genome Server) (Meier-Kolthoff si Goker, 2019) pentru identificarea taxonomica si analiza

filogenomica.

I1.1.5. Adnotarea functionali a genomurilor bacteriene
Adnotarea functionala a celor doua genomuri a fost realizata utilizind RAST (Rapid Annotation
using Subsystem Technology) (Aziz et al., 2008), respectiv cu NCBI PGAP (Prokariotic Genome

Annotation Pipeline) (Tatusova et al., 2016).

11.2. REZULTATE SI DISCUTII

11.2.1. Caracterizarea genomici a tulpinilor bacteriene P3.3S si P1.5S

Genomurile asamblate au fost incarcate in NCBI GenBank si sunt accesibile cu numerele
JARXQMO000000000 (tulpina P3.3S), respectiv JARZFW000000000 (tulpina P1.5S).

Genomul in draft al tulpinii P3.3S prezintd o lungime de 3 860 972 pb (perechi de baze) si 22 de
contig-uri, fiind reprezentat de un replicon cu N50 (cea mai scurtd lungime a contig-urilor care
constituie 50% din genom, ceea ce inseamna cd jumatate din secventa genomului este acoperita de
contig-uri mai mari sau egale cu dimensiunea N50) de 479 779 pb si un continut de C+G = 46,65%.
Pe de alta parte, genomul in drafi al tulpinii P1.5S are o lungime mai mica (3 667 318 pb) si doar 13
contig-uri. Repliconul prezinti N50 = 975,127 pb si un continut de C+G = 41,5%. In cazul ambelor

tulpini bacteriene, programele utilizate nu au indicat prezenta de plasmide.

11.2.2. incadrarea taxonomici si analiza filogenomici a tulpinilor bacteriene

Arborele filogenetic (Figura II.1) a fost format din doua clade separate, cu un stramos comun.
Prima clada a fost impartita in doud ramuri, una a cuprins doar tulpina Bacillus nakamurai NRRL B-
41091, in timp ce a doua ramura a fost divizata la randul ei in doud subramuri: o subramura a prezentat
o singura tulpina Bacillus amyloliquefaciens DSM 7, pe cand cea de-a doua subramura a fost divizata
in doua parti: o parte a cuprins tulpinile B. siamensis KCTC 13613 si B. vanillea XY 18, iar cealalta

parte a prezentat tulpina P3.3S care face parte din acelasi cluster cu Bacillus amyloliquefaciens subsp.
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plantarum FZB62, Bacillus oryzicola KACC 18228T, Bacillus velezensis NRRL B-41580 si Bacillus
methylotrophicus KACC 13105.

|| Species cluster
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Figura IL1. Arborele filogenetic realizat pe baza intregului genom al tulpinii Bacillus velezensis P3.3S.
Arborele a fost realizat cu FastME 2.1.6.1 care utilizeaza distantele filogenetice dintre secventele genomurilor.
Lungimile ramurilor (numerele rosii) sunt scalate in functie de formula Ds a Genome BLAST Distance Phylogeny.
Numerele marcate cu albastru reprezinta valorile pseudo-bootstrap GBDP > 60% din 100 de determinari, cu un

suport mediu al ramurilor de 71,5%.

Asa cum se poate observa 1n Figura II.1, tulpina bacteriand P3.3S prezinta o culoare identica la nivel
de specie (species cluster) cu tulpinile Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB62, Bacillus
oryzicola KACC 18228T, Bacillus velezensis NRRL B-41580, si Bacillus methylotrophicus KACC
13105, ceea ce indica o similaritate ridicatd intre genomurile acestor tulpini. Aceasta similaritate este
sustinuta de valorile dDDH (digital DNA-DNA hibridization) obtinute pentru tulpinile enumerate mai
sus in raport cu tulpina P3.3S: 90,5%, 89,2%, 85,7%, respectiv 84,9% (Tabel II.1). Rezultatele

obtinute au permis identificarea tulpinii P3.3S ca apartinand speciei Bacillus velezensis.

Tabel II.1. Comparatii dDDH intre genomul tulpinii Bacillus velezensis P3.3S si genomurile tulpinilor tip

selectate de TYGS. Sunt prezentate valorile dDDH, intervalele lor de incredere pentru formula d4 si diferenta de

continut G+C
dDDH (%) L1.C (%) Diferenta dintre
Tulpini bacteriene tip
(d4) (d4) G+C (%)
Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum
FZB42 90,5 (88,2-92,3) 0,17
Bacillus oryzicola KACC 18228T 89,2 (86,8-91,2) 0,21
Bacillus velezensis NRRL B-41580 85,7 (83,0 - 88,0) 0,33
Bacillus methylotrophicus KACC 13105 84,9 (82,2-87,3) 0,22




dDDH (%) 1.C (%) Diferenta dintre
Tulpini bacteriene tip
(d4) (d4) G+C (%)
Bacillus siamensis KCTC 13613 56,9 (54,1 - 59,6) 0,31
Bacillus vanillea XY 18 56,8 (54,0 - 59,5) 0,33
Bacillus amyloliquefaciens DSM 7 55,8 (53,1 -58,5) 0,57
Bacillus nakamurai NRRL B-41091 30,9 (28,5-33,4) 1,39
Bacillus malacitensis NRRL B-41618 20,4 (18,1-22,8) 3,13
Bacillus rugosus SPB7 20,3 (18,1-22,7) 3,53
Bacillus mexicanus FSQ1 20,2 (18,0 -22,6) 3,69
Bacillus vallismortis DV1-F-3 20,2 (18,0 - 22,6) 2,89
Bacillus mojavensis KCTC 3706 20,2 (18,0 - 22,6) 2,98

dDDH = digital DNA-DNA hybridization calculat utilizand formula d4 (Meier-Kolthoff Goker, 2019).

IC = intervale de confidenta.

in cazul tulpinii P1.5S, pe baza analizei TYGS a fost construit un arbore filogenetic impartit in
doua clade cu un stramos comun - Figura I1.2. Prima clada a fost impartita in doua ramuri. Una dintre
ramuri contine tulpina P1.5S impreund cu Bacillus safensis subsp. osmophilus CECT 9344T, B.
safensis FO-36b, B. australimaris NH7I_1 si doud tulpini de B. pumilus (ATCC 7061 si NCTC
10337); cealalta ramura este formatd doar din B. zhangzhouensis MCCC 1A08372. Cea de-a doua
clada a fost la randul ei impartita in doud ramuri. Prima ramura a fost divizatd in doud subramuri:
prima contine speciile B. invictae DSM 26896 si B. aerius 24K, iar cea de-a doua speciile B.
cellulasensis NCIM 5461 si B. altitudinis DSM 21631; ultima ramurd a fost reprezentatd de B.
xiamenensis HYC-10 (Figura I1.2).
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Figura IL2. Arborele filogenetic realizat pe baza intregului genom al tulpinii Bacillus safensis P1.5S.
Arborele a fost realizat cu FastME 2.1.6.1 care utilizeaza distantele filogenetice dintre secventele genomurilor.

Lungimile ramurilor (numerele rosii) sunt scalate in functie de formula Ds a Genome BLAST Distance Phylogeny.
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Numerele marcate cu albastru reprezinta valorile pseudo-bootstrap GBDP > 60% din 100 de determinari, cu un

suport mediu al ramurilor de 81,6%.

Tulpina P1.5S a fost grupatd impreuna cu B. safensis FO-36b si B. safensis subsp. osmophilus
CECT 9344T intr-o ramura unicad. Analiza TYGS a indicat, de asemenea, o valoare a dDDH de 80,6%
in comparatie cu Bacillus safensis subsp. osmophilus CECT 9344T si de 70,7% in comparatie cu
Bacillus safensis FO-36b (Tabel 11.2). Pe baza acestor rezultate, am concluzionat ca tulpina P1.5S

apartine speciei Bacillus safensis.

Tabel I1.3. Comparatii dDDH intre genomul tulpinii Bacillus safensis P1.5S si genomurile tulpinilor tip
selectate de TYGS. Sunt prezentate valorile dDDH, intervalele lor de incredere pentru formula d4 si diferenta de

continut G+C.

dDDH (%) 1.C (%) Diferenta dintre
Tulpini bacteriene

(d4) (d4) G+C (%)
Bacillus safensis subsp. osmophilus CECT

80,6 (77,7 - 83,2) 0,6
9344T
Bacillus safensis FO-36b 70,7 (67,7-73,6) 0,11
Bacillus australimaris NH7I 1 52,3 (49,7 - 55,0) 0,15
Bacillus pumilus NCTC 10337 45 (42,4 - 47,6) 0,22
Bacillus pumilus ATCC 7061 44,9 (42,4 -475) 0,17
Bacillus zhangzhouensis MCCC 1A08372 42,1 (39,6 - 44.7) 0,11
Bacillus xiamenensis HYC-10 37,5 (35,1 - 40) 0,2
Bacillus invictae DSM 26896 36,6 (34,2-39,2) 0,39
Bacillus aerius 24K 36,6 (34,1-39,1) 0,28
Bacillus altitudinis DSM 21631 36,6 (34,1 -39,1) 0,23
Bacillus cellulasensis NCIM 5461 36,5 (34,0 - 39,0) 0,17

dDDH = digital DNA-DNA hybridization calculat utilizdnd formula d4 (Meier-Kolthoff Goker, 2019).

IC = intervale de confidenta.

11.2.3. Adnotarea functionali a genomurilor tulpinilor P3.3S si P1.5S

Conform adnotarii functionale realizata de RAST s-a observat ca genomul in draft a tulpinii B.
velezensis P3.3S este impartit in 321 de subsisteme, contine 3949 de secvente codificatoare si 54
gene cu ARN. La randul ei, tulpina B. safensis P1.5S prezintd 320 de subsisteme, 3831 de secvente
codificatoare si 46 de gene cu ARN. Analiza RAST a atribuit o functie teoretica doar pentru 30%
dintre genele prezente in genomul in draft. In cazul ambelor tulpini, analiza RAST a indicat faptul ci

majoritatea genelor sunt implicate in metabolismul si transportul aminoacizilor, carbohidratilor si
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proteinelor, producerea de cofactori, vitamine, grupari prostetice si pigmenti. De asemenea, au fost

identificate gene care intervin in procesul de sporulare si dormanta (Figura 11.3).

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution

P

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution

B

Figura IL.3. Distributia subsistemelor functionale din genomul tulpinilor bacteriene Bacillus velezensis

P3.3S (A) si Bacillus safensis P1.5S (B), conform adnotirii realizate cu RAST. Culorile din grafic indica

Subsystem Feature Counts
@M Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (147)
@M Cell Wall and Capsule (77)
@M Virulence, Disease and Defense (37)

Miscellaneous (24)

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (8)
Membrane Transport (41)

Iron acquisition and metabolism (23)
RNA Metabolism (56

Nucleosides and Nucleotides (93)
Protein Metabolism (167)

Cell Division and Cell Cycle (6)

Motility and Chemotaxis (42)

Regulation and Cell signaling (27)
Secondary Metabolism (6)

DNA Metabolism (61)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (54)
Nitrogen Metabolism (20)

Dormancy and Sporulation (92)
Respiration (40)

Stress Response (44)

Metabolism of Aromatic Compounds (12)
Amino Acids and Derivatives (302)
Sulfur Metabolism (6)

Phosphorus Metabolism (11)
Carbohydrates (215)

GERERERORNENRNERENERNEREE

Subsystem Feature Counts
Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (154)
Cell Wall and Capsule (70)
Virulence, Disease and Defense (35)
Potassium metabolism (3)
Photosynthesis (0)
Miscellaneous (22)
Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (2)
Membrane Transport (40)
Iron acquisition and metabolism (30)
RNA Metabolism (55)
Nucleosides and Nucleotides (91)
Protein Metabolism (163)
Cell Division and Cell Cycle (6)
Motility and Chemotaxis (49)
Regulation and Cell signaling (25)
Secondary Metabolism (6)
§ DNA Metabolism (61)
Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (54)
Nitrogen Metabolism (10)
Dormancy and Sporulation (95)
Respiration (43)
Stress Response (45)
Metabolism of Aromatic Compounds (6)
Amino Acids and Derivatives (318)
Sulfur Metabolism (9)
Phosphorus Metabolism (10)
Carbohydrates (241)

subsistemele majore, mentionate in legenda. Graficul circular a fost generat si vizualizat cu SEED Viewer

Conform adnotarii functionale a genomului tulpinii B. velezensis P3.3S realizatd de NCBI
Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP) au fost prezise in total 3826 gene, ARNt = 46,
ARNnC = 5 si 5 seturi de operoni ARNr (1 set — ARN5S, 2 seturi - ARN16S, 2 seturi - ARN23S). In
plus, genomul prezintd 66 de pseudogene. Pe de alta parte, genomul tulpinii B. safensis P1.5S contine
un numar total de 3748 de gene, ARNt = 44, ARNnc = 5 si doar doua seturi de operoni ARNr (16S
si238).
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CAPITOLUL III. ACTIVITATEA ANTIMICROBIANA A TULPINILOR
BACILLUS VELEZENSIS P3.3S SI BACILLUS SAFENSIS P1.5S

II1.1. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

II1.1.1. Identificarea grupurilor de gene responsabile de biosinteza unor metaboliti
secundari cu potentiali activitate antimicrobiana

Pentru a identifica existenta in genomul tulpinilor selectate a genelor responsabile de sinteza
unor metaboliti secundari cu potentiald activitate antimicrobiana, s-a utilizat webserver-ul
antiSMASH 7.0 (Blin et al., 2023). antiSMASH (antibiotics Secondary Metabolite Analysis Shell)
permite identificarea, adnotarea si analiza rapida a intregului genom cu privire la grupurile de gene

implicate in biosinteza metabolitilor secundari.

I11.1.2. Identificarea lipopeptidelor extracelulare prin spectrometrie de masa

Spectrometria de masa MALDI-TOF (Matrix — Assisted Laser Desorption/lonization — Time of
Flight Mass Spectrometry) este adecvatd pentru identificarea unor biomolecule precum peptide,
lipide, zaharide, dar si alte macromolecule organice. Spectrele de masa au fost analizate cu ajutorul
software-ului FlexAnalysis (versiunea 4.1, Bruker), iar identificarea moleculelor cu activitate
antimicrobiana s-a realizat prin compararea greutdtii moleculare obtinute 1n spectrele de masa cu cele

disponibile in NORINE (Flissi et al., 2019).

I11.1.3. Evaluarea activititii antimicrobiene prin metode difuzimetrice

Activitatea antibacteriana a fost evaluata prin masurarea zonelor de inhibitie a cresterii tulpinii
Agrobacterium tumefaciens GV220 in jurul godeurilor ce contin supernatant si filtrat obtinute in urma
centrifugarii culturilor bacteriene de interes (P3.3S si P1.5S). Pentru a stabili activitatea antifungica
s-a calculat procentajul de inhibitie al miceliilor fungice (Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum,
Sclerotinia sclerotiorum, Verticillium dahliae). Pentru a evalua influenta pH-ului, salinitatii si secetei
asupra activitatii antimicrobiene a tulpinii B. velezensis P3.3S, aceasta s-a cultivat in mediul YEB cu:
pH 5, 6, 8, 9; concentratii de NaCl: 2,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 si 40 g/L; concentratii de PEGsggp: 8,
12, 15, 17,7 si 20%; controlul a fost reprezentat de mediul YEB cu pH 7, fara NaCl si PEGgoo;
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1I1.2. REZULTATE SI DISCUTII

111.2.1. Genomul tulpinilor Bacillus safensis P1.5S si Bacillus velezensis P3.3S contine gene
implicate in biosinteza de metaboliti secundari cu activitate antimicrobiana

Analiza antiSMASH a permis identificarea in genomul tulpinii Bacillus velezensis P3.3S a 11
grupuri de gene implicate in producerea de metaboliti secundari. Dintre cele 11 grupuri identificate,
5 sunt prezente in nodul 1, in timp ce in nodurile 2, 4, 5, 6, 11 si 12
s-au observat cate un singur cluster. Dintre acestea, doar sapte au prezentat o similaritate
semnificativa cu grupurile identificate anterior in MIBiG (Minimum Information about a Biosynthetic
Gene cluster) - Figura III.1. Pentru 6 grupuri s-a obtinut un procentaj de similaritate de 100% cu
baza de date, acestea fiind puse in legatura cu biosinteza de bacilaena (regiunea 1.1), fengicina
(regiunea 1.2), dificidina (regiunea 1.5), bacilizina (regiunea 2.1), macrolactind H (regiunea 6.1) si
bacilibactina (12.1). O alta molecula identificata a fost surfactina (regiunea 4.1), cu un procentaj de
95%. Grupurile 1.3, 1.4, 6.1, 11.1 nu au putut fi identificate deoarece nu prezinta similaritate cu
niciun compus disponibil in baza de date (Figura IIL1).

intr-o prima etapi, analiza automatd antiSMASH nu a permis identificarea in genomul tulpinii
B. velezensis P3.3S a grupului de gene biosintetice responsabil de producerea iturinei. Acest lucru
este destul de neobisnuit deoarece grupul de gene responsabil de producerea de iturine este de obicei
identificat in genomurile unor specii precum B. amyloliquefaciens, B. siamensis si B. velezensis. Prin
urmare s-a procedat la verificarea manuald a rezultatelor generate, remarcandu-se ca grupul de gene
biosintetice (regiunea 1.2) ce intervin in producerea de fengicina contine de fapt doua grupuri de gene
adiacente: un grup responsabil de biosinteza de fengicind sau plipastatind, respectiv un grup ce
contine gene relationate cu sinteza unor compusi din clasa iturinelor (bacilomicina D, micosubtiling,
paenilarvin sau alte substante asemandtoare iturinei). De mentionat este faptul ca procentajul de
similaritate cu baza de date a fost de 100% pentru genele ce intervin in biosinteza de fengicina,
plipastatind, bacilomicind, micosubtilind si parnilarvin, respectiv 88% pentru cele implicate in
producerea de iturina (Figura II1.1).

O situatie similard a fost intdlnita si in cazul regiunii 12.1. La o prima analiza, grupul de gene
din aceasta regiune este atribuit producerii de bacilibactin, insé la o analiza mai detaliatd s-a observat
ca si aceastd regiune este formata de fapt din doua grupuri de gene: unul implicat in producerea de
bacilibactina sau paenibactind, respectiv un cluster responsabil cu sinteza de amilociclicina. Si in

acest caz, procentajul de similaritate a fost de 100%.

27



Nod 14

Regi 1.1

Query sequence
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BGC0001095: fengycin (100% of genes show similarity), NRP
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BGC0001090: bacillomycin D (100% of genes show similarity), Polyketide+NRP:Lipopeptide
40
BGC0001103: mycosubtilin (100% of genes show similarity), NRP+Polyketide
e O e
BGC0001098: iturin (88% of genes show similarity), NRP+Polyketide

BGC0000402: pacnilarvin A/panilarvin B/pacnilarvin C (100% of genes show similarity), NRP
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Nod 2
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Figura IIL1. Grupurile de gene biosintetice implicate in producerea de metaboliti secundari cu activitate
antimicrobiani identificate in genomul tulpinii Bacillus velezensis P3.3S cu ajutorul webserver—ului
antiSMASH. Regiunile 1.1, 1.2, 1.5 au fost identificate in nodul 1, regiunea 2.1 in nodul 2, regiunea 4.1 in nodul
4, regiunea 6.1 in nodul 6 si regiunea 12.1 in nodul 12. In fiecare chenar aferent regiunilor mentionate sunt
prezentate grupurile de gene biosintetice identificate in genomul tulpinii B. velezensis P3.3S (query sequence),

respectiv metabolitii secundari din Minimum Information about a Biosynthetic Gene cluster care au prezentat
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|SOEEE e

Regiunea 4.1
Query sequence
OO0 HED G- Ea O 0a
BGC0000433: surfactin (95% of genes show similarity), NRP:Lipopeptide
R o 1l HTHED
Regi 6.1

5

Query sequence
HOACIKIN I O aEMD- OO0

BGC0000181: macrolactin H (100% of genes show similarity), Polyketide
S dEeEEEssC  Teemess a0

Regiunea 12.1

Query sequence

ADCIIDOMCIH Ao ea < o0

BGC0000309: bacillibactin (100% of genes show similarity), NRP

BGC0002695: bacillibactin/bacillibactin E/bacillibactin F (70% of genes show similarity), NRP
) S -

BGC0000401: pacnibactin ( 100% of genes show similarity), NRP
C—

BGCO0001185: bacillibactin (100% of genes show similarity), NRP:NRP siderophore

BGC0000616: amylocyclicin (100% of genes show similarity), RiPP:Head-to-tailcyclized peptide
«OEEm4o

similaritate cu secventa cautatd

28




in ceea ce priveste tulpina Bacillus safensis P1.5S, analiza antiSMASH a permis
identificarea a 12 grupuri de gene implicate in biosinteza de metaboliti secundari (Figura II1.2).
Dintre grupurile identificate, 4 sunt prezente in nodul 1, 2 in nodul 2, 2 in nodul 3, 2 in nodul 5,
respectiv cate unul in nodurile 6 si 10. Patru grupuri nu prezinta similaritate cu baza de date. Spre
deosebire de grupurile identificate anterior in cazul tulpinii P3.3S, acestea au prezentat procente
reduse de similaritate cu baza de date, fiind legate de sinteza de fengicina (53%, regiunea 1.1),
botromicina A2 (6%, regiunea 1.4), bacilizina (85%, regiunea 2.1), bacilibactina (80%, regiunea 2.2),
schizokinen (60%, regiunea 3.1) si surfactind (39%, regiunea 6.1). Doud dintre grupurile de gene
identificate au fost asociate cu producerea de lichenizina (50% - regiunea 5.2, respectiv 14% -
regiunea 10.1) - Figura II1.2.

Asa cum s-a observat si in cazul genomului tulpinii B. velezensis P3.3S, grupul de gene
implicate in producerea sideroforului bacilibactina identificat in genomul tulpinii B. safensis P1.5
este responsabil si de sinteza de paenibactina, cu un procentaj de similaritate de 100% (Figura I11.2).

Regiunea 1.1

Query sequence
e e el melime e S5 St Lo

BGC0001095: fengyein (33% of genes show similarity), NRP
e 'S e I X S|

1.4

Query sequence
IS S IS ISNSS S S S e S S S S R s s ==

Nod 1 4 | 56c0000465; borromysin A2 (6% o genes show similarity), RiPP-Bottromysia
o e w E m—— el B R — - — - - — - - | L]

Regiunea 2.1

Query sequence
KKK K DI - K MK KX XKD DO KK

BGC0001184: bacilysin (85% of genes show similarity), Other

2.7

9
OCIC0 I G O B

BGC0002695: bacillibactin bacillibactin E/bacillibactin F (80% of genes show similarity), NRP
BCOB DRERDEE——

Nod 2 | B6Ca000309: bacillibactin (100% of genes show similarity). NRP
»
BGCO000401: pasaibactia (100 of genes show similarity), NRP

BGC0001185: bacillibactia (100% of genes show similarity), NRP-NRP siderophore
Comm

Regiunea 3.1
Query sequeace

Nod 3 e o Y | ¥ e et o DHOC S D b
O
BGCO002683: schizokinen (60% of genes show similarity), Other
tamaal et Lot
Regiunea 5.2
Query sequence
Nod 5§ Eo0araphec— g
BGCO000381: lichenysin (50% of genes show similarity), NRP
>  E—e e Y
Regiunea 6.1

Query sequence
 — = 21— e S e

Nod 6 | BGC0000433: sucfactin (39% of genes show similasity), NRP:Lipopeptide
OO0

- ead
BGCO000381, lchenysin (50% of genes showw similarity), NRP
L ———
Regiunca 10.1
Query sequeace
L2
Nod 10
BGC0000381: lichenysin (14% of genes show similarity), NRP
| B — OO0

Figura IIL2. Grupurile de gene biosintetice implicate in producerea de metaboliti secundari cu activitate

antimicrobiana identificate in genomul tulpinii Bacillus safensis P1.5S cu ajutorul webserver—ului
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antiSMASH. Regiunile 1.1, 1.4 au fost identificate in nodul 1, regiunile 2.1, 2.2 in nodul 2, regiunea 3.1 in nodul
3, regiunea 5.2 in nodul 5, regiunea 6.1 in nodul 6 si regiunea 10.1 in nodul 10. In fiecare chenar aferent
regiunilor mentionate sunt prezentate grupurile de gene biosintetice identificate in genomul tulpinii B. safensis
P1.5S (query sequence), respectiv metabolitii secundari din Minimum Information about a Biosynthetic Gene

cluster care au prezentat similaritate cu secventa cautata

111.3.2. Tulpinile bacteriene selectate produc lipopeptide antimicrobiene

Analiza MALDI-TOF a supernatantului culturii tulpinii B. velezensis P3.3S a indicat prezenta
unor molecule cu greutate moleculara diferitd ce apartin celor trei clase de lipopeptide: surfactina,
iturina si fengicina (Figura 111.3). Astfel, metabolitii secundari care fac parte din clasa surfactinelor
au fost identificati la 1043 Da (surfactina C13+K*/[Val7]surfactina C14+K*/[Ala4]surfactina
C15+K*, surfactina CI15+K*), 1074 Da (surfactina C15+K*/[lle7]surfactina C15+K*") (Figura
II1.3.A). Din clasa iturinelor, tulpina P3.3S produce bacilomicina L+K*/bacilomicinda D5+K* (1059
Da), respectiv iturina C1 cu greutatea moleculara cuprinsa intre 1098 Da (iturina C1 C18+K*/H") si
1150 Da (iturind C1 C19+K*/H") (Figura II1.3.A). Compusii cu greutate moleculara de 1087 Da au
fost identificati fie ca [GIn1] surfactina C16+K™, fie ca bacilomicina L4+K". Cele mai multe spectre
au corespuns cu biomoleculele din clasa fengicinelor. Greutatea moleculard a acestora a variat intre
1463 si 1543 Da. Printre compusii produsi de tulpina P3.3S se numara fengicina A C14 — C17+K*/H*
si fengicina B C15 — C17+K*/H" (Figura I11.3.B). Pe langa cele trei clase de lipopeptide, analiza
MALDI-TOF a evidentiat si prezenta bacilibactinei+K* (921 Da) - Figura 111.3.A.

A0t

A 072818 Surfacting €15+ K /

" WeT|Surfacting C15+ K"

ntens. fau]

Bacilomicina L + K'/
T Bacilomicing DS + K™ ™~ 1050432

Bacilomicina L4 + K*/
[Glo1]Sucfacting C16 + K

Ituring C1 C18 + H7K*

Tturing C1 C19+
H/K'

Surfacting C13 + K/
LVal7|Surfactinii €14 + K/
[AlndjSurfacting C1§ + K 1087487
02 Bacilibacting + K~ —

l 1088577 o
1112568 1150522
521174 1088 553 1136 500
0o II__AW L [— ) B L
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30



g
H Fengicind A €16+ K-
= \‘
128
100
o
Fengicina BC16
Fengicind A C15 Fengicini BC15 *K
om0 K" PR
Fengicind A CL7 + 11/ | 1s2mree
Feugitsti A C14 Fengicind BC16.+ H -
+K 11878
025 [Fenglcind A C16 """"“;":_'" 4
cint ez | ’
| _ |
| [“—W ‘ ‘ | ] saams
000 ‘l’ju. oy LT JUUUUL UL UL .
Wi W o ko 150 o 16 o Vo

Figura IIL3. Molecule cu activitate antimicrobiani identificate in supernatantul culturii Bacillus velezensis
P3.3S prin spectrometrie de masi MALDI-TOF dupi 72 h de cultivare in mediul Landy. A — spectrele
corespunzatoare producerii de bacilibactina, bacilomicina, iturind si surfactind; B — spectrele corespunzatoare

producerii de fengicina.

in urma analizei spectrelor obtinute prin MALDI-TOF s-a observat faptul ca tulpina B.
safensis P1.5S sintetizeazd mai putine molecule cu activitate antimicrobiand decat tulpina B.
velezensis P3.3S. S-a remarcat prezenta unei singure clase de lipopeptide si a sideroforului
bacilibactina+K* (921 Da). S-au identificat trei greutdti moleculare care au corespuns cu diferiti
izomeri ai surfactinei: 1060 — surfactina C14+K*/ [Val7] surfactina C15+K*/[Ile7] surfactina

C14+K*; 1074 — surfactind C15+K*/[Ile7]surfactina C15+K*; 1088 — surfactina C16+K*/[Val7]
surfactina C17+K* (Figura I11.4).

a 1086.626
25000 Surtuctine C16+ K'/
H 1 .
[Val7] Surfactin C17+ K'
2 R
4000
urfs
Hle7]Sur
3000
2000 4 Bacilibactina + K Sur
[Val7] Surfact
[DeT)Surfactingd C14+ K
921170
1000 —
1080.585
i . : bt
T L e R S
920 840 960 950 1000 1020 1040 1080 1080

miz

Figura II1.4. Moleculele cu activitate antimicrobiana identificate in supernatantul culturii Bacillus safensis

P1.5S prin spectrometrie de masa MALDI-TOF dupi 72 h de cultivare in mediul Landy.
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I11.2.3. Tulpina Bacillus velezensis P3.3S prezinta activitate antimicrobiana fatd de
microorganismele fitopatogene testate

Analiza MALDI-TOF a evidentiat producerea de molecule despre care se cunoaste ca prezinta
activitate antimicrobiand, motiv pentru care ne-am propus efectuarea de teste pentru a confirma
potentialul antimicrobian al tulpinilor Bacillus velezensis P3.3S si Bacillus safensis P1.5S fata de
cinci agenti fitopatogeni: tulpina bacteriand Agrobacterium tumefaciens GV220, respectiv fungii

Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Sclerotinia sclerotiorum si Verticillium dahliae.

111.3.3.1. Activitatea antibacteriand

Rezultatele obtinute in urma efectuarii testului de antagonism direct a evidentiat faptul ca tulpina
B. velezensis P3.3S prezinta activitate antibacteriana fata de bacteria fitopatogena testata. De remarcat
este faptul ca filtratul culturii a determinat inhibarea cresterii tulpinii 4. tumefaciens GV220, ceea ce
demonstreaza producerea si eliberarea unor molecule cu activitate antibacteriana in mediul de cultura
(Figura II1.5). Pe de altd parte, B. safensis P1.5S nu a determinat aparitia unor zone de inhibitie a

cresterii tulpinii 4. tumefaciens GV220 (Figura IIL5).

Figura IILS. Activitatea antibacteriana a tulpinilor Bacillus velezensis P3.3S (A) si Bacillus safensis P1.5S
(B) fati de Agrobacterium tumefaciens GV220. In godeurile din placi s-a adaugat: kanamicina 100 pg/mL —

sagetile albe; mediu YEB steril — sdgetile galbene; supernatant — sagetile rosii; filtrat — sdgetile albastre.

in ceea ce priveste activitatea antibacteriand a tulpinii Bacillus velezensis P3.3S, diametrele
zonelor de inhibitie a cresterii tulpinii 4. tumefaciens GV220 au variat in functie de timpul de
incubare a culturii bacteriene testate, dar si de proba utilizata (supernatant sau filtrat). Astfel, in cazul
supernatantului obtinut in urma centrifugarii culturii B. velezensis P3.3S s-au inregistrat zone de
inhibitie ce variaza intre 34 si 37 mm. Referitor la filtratul culturii, s-a observat o inhibare mai redusa
a cresterii bacteriei fitopatogene, diametrul fiind cuprins intre 22 si 27,5 mm, valoarea maxima fiind
masurata la 24 h de incubare a culturii bacteriene P3.3S. De mentionat este faptul ca filtratul culturii
B. velezensis P3.3S a fost mai eficient in inhibarea cresterii tulpinii de 4. tumefaciens testata, in
comparatie cu kanamicina (100 pg/mL) la 24, 48 si 72h (Tabel I11.1).

32



Tabel I11.1. Diametrele zonelor de inhibitie a cresterii tulpinii Agrobacterium tumefaciens GV220 in

prezenta tulpinii Bacillus velezensis P3.3S. Valorile reprezinta media a doud determinari + eroarea standard a

mediei
Diametrul zonei de inhibitie (mm)
Variante testate
24 h 48 h 72 h
Kanamicina (100 pg/mL) 16£0 16£1 15,5+0,5
Supernatant 35+0 37+2 34+4
Filtrat 27,5+0,5 22+£2 26+2

111.3.3.2. Activitatea antifungica

in urma efectudrii testului de antagonism direct s-a constatat ca tulpina Bacillus velezensis P3.3S
prezinta activitate antifungica fata de toate cele patru specii fitopatogene testate: Rhizoctonia solani,
Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium oxysporum si Verticillium dahliae (Figura I11.6). De remarcat
este faptul ca in cazul speciilor Sclerotinia sclerotiorum si Fusarium oxysporum nu exista un contact
direct intre miceliul fungilor si tulpina bacteriana, fapt ce sugereaza secretia si difuzarea in mediu a
unor substante cu activitate antifungicd precum surfactina, iturina, bacilomicina, fengicina si

bacilibactina, lucru confirmat prin spectrometria de masa.

24h 48h 72h

Figura IIL6. Activitatea antifungica a tulpinii Bacillus velezensis P3.3S fati de Rhizoctonia solani (A),

Sclerotinia sclerotiorum (B), Fusarium oxysporum (C) si Verticillium dahliae (D). in godeurile realizate in

placa s-au adaugat: mediu YEB steril (control negativ) — sagetile albastre; cultura bacteriana — sagetile albe;
supernatant — sagetile violet; filtrat — sagetile rosii. Sagetile galbene indica zonele de inhibitie a cresterii

miceliului fungic.
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Tulpina Bacillus velezensis P3.3S a inhibat dezvoltarea miceliului celor patru specii fitopatogene
utilizate, cele mai mari procentaje de inhibitie fiind inregistrate in cazul culturii bacteriene, urmata
de supernatant, respectiv filtrat. Astfel, pentru cultura de B. velezensis P3.3S s-au inregistrat
procentaje de inhibitie cuprinse intre 58,03% (V. dahliae 72 h) si 707% (Rhizoctonia solani 24 h) -
Figura IIL.7. Referitor la supernatant, cea mai buna activitate s-a observat fatd de specia Sclerotinia
sclerotiorum la 48 h, cu un procentaj de inhibitie de 65% (Figura II1.7-B). Totodata, filtratul culturii
bacteriene a prezentat o activitate importanta fata de trei dintre speciile fungice testate, dezvoltarea
miceliului de S. sclerotiorum fiind cea mai afectata, procentajul de inhibitie variind intre 57,27 si
61,45% (Figura II1.7-B). Pe de alta parte, cea mai scazutd activitate s-a remarcat in cazul speciei
Verticillium dahliae, procentajul de inhibitie inregistrat fiind de 5,95-10,35% (Figura II1.7-D).
Aceasta diferenta de activitate antifungica poate fi pusa in legatura cu timpul indelungat de incubare
a speciei V. dahliae impreuna cu filtratul (20 zile), timp in care este posibil ca metabolitii secundari
prezenti in filtratul bacterian sa isi piarda din stabilitate si implicit din activitate.

in cazul tuturor speciilor fungice testate, cu exceptia Sclerotinia sclerotiorum (Figura I11.7-B), s-
au evidentiat diferente semnificative intre activitatea antifungica a celor trei tipuri de probe analizate:
cultura bacteriana, supernatant si filtrat. Pentru speciile Fusarium oxysporum si Verticillium dahliae,
procentajul de inhibitie asociat filtratului a fost semnificativ mai scdzut comparativ cu valorile
obtinute pentru cultura bacteriana si supernatant, la toate intervalele de timp investigate (Figura I11.7-
C, D). in cazul Rhizoctonia solani, activitatea antifungica a filtratului a scazut considerabil la 24 h
(55,05%) si 48 h (50%), comparativ cu cea a culturii bacteriene, iar la 72 h, eficienta filtratului

(39,66%) a fost redusa si in raport cu supernatantul.

T
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Figura IIL7. Procentajele de inhibitie ale dezvoltirii miceliilor de Rhizoctonia solani (A), Sclerotinia
sclerotiorum (B), Fusarium oxysporum (C) si Verticillium dahliae (D) inregistrate in cazul tulpinii Bacillus
velezensis P3.3S. Valorile reprezentate constituie media a doud determinari experimentale. Barele reprezinta
eroarea standard a mediei. Asteriscul marcheaza diferentele semnificative (* =p <05, **=p <01, ***=p<

001; **** =p <0001); ns —lipsa diferentelor semnificative.
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in urma evaludrii activitatii antifungice a tulpinii B. safensis P1.5S fati de cele patru specii
fitopatogene utilizate (Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium oxysporum si
Verticillium dahliae) s-a constatat cd aceastd tulpind inhibd doar dezvoltarea miceliului de
Rhizoctonia solani la 24 h, cu un procentaj de 50,58%. in cazul celorlalte specii testate miceliul fungic
s-a dezvoltat pe intreaga suprafata a mediului PDA, indiferent de timpul de incubare sau varianta

testate (Figura IIL.8).

Figura IIL.8. Rezultatele testelor de antagonism direct dintre Bacillus safensis P1.5S si Rhizoctonia solani
(A), Sclerotinia sclerotiorum (B), Fusarium oxysporum (C) si Verticillium dahliae (D). in godeurile realizate in
placa s-au adaugat: mediu YEB steril (control negativ) — sagetile albastre; cultura bacteriana — sagetile albe;

supernatant — sagetile violet; filtrat — sdgetile rosii.

111.3.4. Influenta factorilor de stres abiotic asupra activititii antimicrobiene a tulpinii
Bacillus velezensis P3.3S

Activitatea antimicrobiana a tulpinii B. velezensis P3.3S a fost evaluata in conditii de stres abiotic
(pH, salinitate — NaCl, si secetd — PEGggg0). Ca microorganisme test au fost folosite 4. tumefaciens
GV220 si S. sclerotiorum, pentru care s-au inregistrat cele mai bune rezultate privind inhibarea
cresterii. Determinarile au fost realizate dupa 24 h de cultivare a tulpinii B. velezensis P3.3S in mediul
YEB care a fost modificat pentru a simula conditiile de stres abiotic precizate anterior. Drept probe
s-a utilizat filtratul fiecarei culturi bacteriene.

Efectul clorurii de sodiu asupra activitatii antibacteriene a tulpinii B. velezensis P3.3S variaza in
functie de concentratia utilizata. Astfel, s-a observat ca suplimentarea mediului YEB cu 2,5, 10, 15

si 20 g/L NaCl a stimulat inhibarea cresterii speciei A. tumefaciens GV220, diametrele zonelor de
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inhibitie masurate fiind cuprinse intre 23,18 si 27,5 mm, spre deosebire de control (mediu YEB fara
NaCl) unde diametrul a fost de 21,66 mm (Figura II1.9-A). Pe de alta parte, s-a constatat ca la
concentratii mai mari de NaCl (25, 30 si 35 g/L), activitatea antibacteriana a tulpinii P3.3S fata de 4.
tumefaciens GV220 a fost influentata negativ, diametrul zonei de inhibitie scazdnd concomitent cu
cresterea concentratiei de NaCl, pana la o valoare de 40 g/l NaCl cand nu se mai observa o inhibare

a cresterii (Figura II1.9-A).
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Figura IIL9. Influenta concentratiilor de NaCl (A), PEGsoo (B) si pH-ului mediului (C) asupra activitatii
antibacteriene a tulpinii Bacillus velezensis P3.3S impotriva Agrobacterium tumefaciens GV220. Valorile
reprezentate constituie media a doud determinari experimentale. Barele reprezinta eroarea standard a mediei.
Asteriscul marcheaza diferentele semnificative (** =p <01, *** =p <001; **** =p <0001); ns — nu exista

diferente semnificative.

Concentratiile de PEGsg utilizate pentru a simula stresul hidric nu au influentat activitatea
antibacteriana a tulpinii B. velezensis P3.3S impotriva tulpinii 4. tumefaciens GV220. Filtratul
culturilor bacteriene a determinat aparitia unor zone de inhibitie cuprinse intre 21,93 si 24,75 mm,
comparativ cu varianta control unde diametrul a fost de 21,66 mm. In plus, filtratul obtinut in urma
cultivarii tulpinii de interes in mediu YEB ce contine concentratii de 8, 12 si 15% PEGggoa prezentat
o activitate semnificativ mai pronuntata fatd de control (p < 05), ceea ce indicd o stimulare a
producerii de metaboliti secundari cu activitate antibacteriana.

Activitatea antibacteriand a tulpinii B. velezensis P3.3S fata de A. tumefaciens GV220 a variat si
in functie de pH-ul initial al mediului YEB utilizat pentru cultivare. Astfel, activitatea maxima
inregistrata s-a observat la pH 6, cu un diametru al zonei de inhibitie de 23,75 mm, semnificativ
statistic fata de control (21,66 mm), dar si fata de celelalte valori de pH testate. Eficienta inhibarii
cresterii 4. tumefaciens GV220 scade odata cu cresterea pH-ului initial al mediului, cele mai mici
zone de inhibitie (13 mm) fiind inregistrate in urma cultivérii tulpinii de interes in mediul YEB cu un
pH initial puternic alcalin (9) - Figura I11.9-C.

Activitatea antifungicd a tulpinii B. velezensis P3.3S fata de specia fitopatogena
Sclerotinia sclerotiorum a variat in functie de conditiile testate. Astfel, filtratele bacteriene obtinute

ca urmare a cultivarii tulpinii de interes in mediu YEB suplimentat cu 2,5, 10 si 15 g/L NaCl au
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prezentat o activitate antifungica mai pronuntatd, procentajele de inhibitie variind intre 48,90 si
52,56%. Aceste valori nu sunt insa semnificative fata de controlul reprezentat de filtratul tulpinii B.
velezensis P3.3S cultivat in mediu YEB lipsit de NaCl (46,50%) - Figura III1.10-A. Pornind de la
concentratia de 20 g/L NaCl, activitatea antifungica a filtratului scade pe masura ce continutul de
NacCl din mediu creste, de la un procentaj de inhibitie de 36,96% la 25,26% (inregistrat la o valoare
de 35 g/L NaCl). Ca si in cazul activitatii antibacteriene, concentratia de 40 g/L nu a determinat
inhibarea miceliului de Sclerotinia sclerotiorum (Figura I1I11.10-A).

Rezultatele obtinute cu privire la efectul concentratiilor de PEGggo asupra activitatii antifungice
a tulpinii bacteriene au aratat ca procentajele de inhibitie ale miceliului speciei Sclerotinia
sclerotiorum au variat intre 51,28 si 54,88%, comparativ cu varianta control (46,82%) reprezentata
de filtratul obtinut ca urmare a cultivarii tulpinii de interes in mediu YEB fara PEGgq (Figura I11.10-
B). Activitatea antifungica a tulpinii B. velezensis P3.3S a fost semnificativ mai pronuntata in cazul
filtratului obtinut dupa cultivarea acesteia in mediu YEB suplimentat cu 8% si respectiv 12% PEGysgg,
comparativ cu controlul.

Activitatea antifungica a tulpinii B. velezensis P3.3S s-a pastrat si in cazul cultivarii acesteia in
mediu YEB cu diferite valori de pH, exceptia fiind reprezentata de pH-ul puternic alcalin (9) care nu
a determinat inhibarea dezvoltarii miceliului speciei fungice utilizate. Asadar, filtratele rezultate in
urma cultivarii tulpinii bacteriene in mediu YEB cu pH 5, 6 si 8 au inhibat dezvoltarea S.
sclerotiorum, procentajul de inhibitie maxim fiind inregistrat la pH 6 (54,09%) (Figura III1.10-C).
Analiza statistica realizatd nu a indicat diferente semnificative intre zonele de inhibitie obtinute la pH
S, 6, respectiv 8 si control, reprezentat de filtratul tulpinii B. velezensis P3.3S cultivatd in mediul

YEB cu pH initial neutru (7).
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Figura IIL.10. Influenta concentratiilor de NaCl (A), PEGsoo0 (B) si pH-ului mediului (C) asupra activititii

antifungice a tulpinii B. velezensis P3.3S impotriva Sclerotinia sclerotiorum. Valorile reprezentate constituie
media a doud determindri experimentale. Barele reprezinta eroarea standard a mediei. Asteriscul marcheaza

diferentele semnificative (* =p <05, ** =p <01; **** =p <0001); ns — nu existd diferente semnificative.
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CAPITOLULIV. EFECTUL FACTORILOR DE STRES ABIOTIC ASUPRA
MECANISMELOR IMPLICATE N COLONIZAREA RADACINILOR LA
BACILLUS VELEZENSIS P3.3S

IV.1. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Mecanismele implicate in colonizarea radacinilor (motilitate, formare de biofilm) au fost
evaluate in conditii de stres abiotic reprezentat de pH (5, 6, 7, 8, 9), salinitate (2,5, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40 g/L NaCl) si seceta (8, 12, 15, 17,7, 20% PEGsgoo.

IV.1.1. Identificarea genelor implicate in colonizarea riadicinilor
Algoritmul BLAST a fost utilizat pentru a identifica gene de interes in genomul tulpinii B.
velezensis P3.3S. Genele cu o identitate mai mare de 30% si un procentaj de acoperire de peste 70%

au fost considerate hit-uri pozitive.

IV.1.2. Evaluarea proprietitilor chemotactice

Punerea 1n evidenta a capacitatii bacteriilor de a se indrepta cétre anumiti compusi s-a realizat in
vitro prin utilizarea unui sistem chemotactic format din 3 elemente: agentul chemotactic (acizi
organici si glucide), varf steril de pipetd de 200 pl (utilizat drept camera), un ac si o seringd de 1 mL

(Sharma et al., 2020).

IV.1.3. Evidentierea motilititii celulelor bacteriene
Motilitatea de tip swimming si swarming a tulpinii Bacillus velezensis P3.3S, in prezenta factori
de stres investigati, a fost evaluatd macroscopic prin aprecierea suprafetei colonizate pe medii

semisolide.

IV.1.4. Cuantificarea biofilmului microbian prin colorare cu cristal violet

Cuantificarea biofilmului format s-a realizat prin colorare cu o solutie de cristal violet 1%.
Ulterior, colorantul legat s-a solubilizat cu acid acetic 30%, intensitatea culorii determinata
spectrofotometric fiind direct proportionald cu numarul de celulele din biofilm (Ansari si Ahmad,
2018).

IV.1.5. Analiza biofilmelor folosind microscopia electronici cu baleiaj

Microscopia electronica cu baleiaj (SEM) permite analizarea suprafetei biofilmelor produse de
catre bacterii si poate pune in evidentd prezenta substantelor polimerice extracelulare secretate de

citre celule.
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IV.1.6. Vizualizarea biofilmului utilizind microscopia confocali cu scanare laser
Pentru a evidentia influenta factorilor abiotici (pH, salinitate si secetd) asupra formarii de biofilm
de catre tulpina B. velezensis P3.3S s-au realizat fotografii in cAmpuri microscopice diferite cu scopul

vizualizarii arhitecturii biofilmului si grosimii acestuia.

IV.2.7. Aprecierea hidrofobicititii suprafetei celulare prin aderarea la hidrocarburi
Pentru a stabili procentajul de hidrofobicitate s-a utilizat urmatoarea formula (Ansari si Ahmad,

2019):

0D400 initial-0D400 final
0D400 initial

Procentaj de hidrofobicitate = X 100

IV.2.8. Determinarea continutului total de carbohidrati

in vederea determinirii continutului total de carbohidrati s-a utilizat metoda cu fenol si acid
sulfuric prezentata de (Nielsen, 2017). Compusii rezultati in urma actiunii acidului sulfuric
condenseaza cu fenol pentru a forma compusi stabili de culoare galben-aurie, care pot fi determinati

spectrofotometric (Nielsen, 2017).
1V.2. REZULTATE $1 DISCUTII

IV.2.1. Genomul tulpinii B. velezensis P3.3S contine gene responsabile de mecanisme
implicate in colonizare

Tulpina B. velezensis P3.3S prezinta 19 gene implicate in chemotaxie si motilitate, pentru care
s-a obtinut un procent de identitate ce variaza intre 49,10 si 94,17%. Printre acestea se numara: ched,
cheB, cheC, cheR, cheV, cheY, cheW, tipAB, mcpABC, motAB, swrABCD.

De asemenea, genomul tulpinii B. velezensis P3.3S, au fost identificate in genom patru gene
implicate in sistemul de semnalizare quorum sensing: luxS, comA, comP, comQ.

Mai mult, analiza BLAST a identificat mai multe gene implicate in formarea de biofilm (spo04,
tapA, sipW, tasA, sinR, sinl, yIbF, ymcA, yuaB), producerea de substante polimerice extracelulare
(epsC-0), y-poliglutamic (pgsA-C), surfactind (srfAA, srfAB, srfAC, srfAD), dar si gene care regleaza

acest procese.

1V.2.2. Tulpina B. velezensis P3.3S prezinta proprietati chemotactice
Testul de chemotaxie capilara realizat a evidentiat faptul ca tulpina Bacillus velezensis P3.3S a
fost atrasa de toti compusii testati, insd raspunsul chemotactic relativ (RCR) a variat in functie de

fiecare substanta utilizata. Astfel, RCR a fost maxim in urma expunerii celulelor bacteriene la glucoza
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(30,66), urmata de acid fumaric (28,33), acid citric (27,66), maltoza (26,33), acid malic (25,66),
fructoza (21,33) si acid succinic (3,66) — Figura IV.1.

A0 ’

Raspuus chemotactic relatiy

Figura IV.1. Rispunsul chemotactic relativ al tulpinii Bacillus velezensis P3.3S in urma expunerii celulelor
bacteriene la diferiti compusi organici. Raspunsul chemotactic relativ reprezinta raportul dintre unitatile
formatoare de colonii dezvoltate in urma expunerii la chemoatractant fata de cel al controlului (apa distilata
sterila). Valorile reprezentate constituie media a doua determinari experimentale. Barele reprezinta eroarea

standard a mediei. Asteriscul marcheaza diferentele semnificative (** =p < 01; *** =p <001)

1V.2.3. Motilitatea tulpinii B. velezensis P3.3S in conditii de stres

in urma cultivarii pe mediul NB semisolid s-a observat ca tulpina B. velezensis P3.3S prezinti
atat motilitate de tip swimming cat si de tip swarming. Mai mult decat atat, tulpina este capabila sa
se deplaseze pe Intreaga suprafatd a mediului indiferent de tipul factorului de stres testat. Singurele
diferente care au putut fi vizualizate atat in cazul motilitatii de tip swimming, cét si a celei de tip
swarming se refera la aspectul macroscopic al coloniei formate la suprafata mediului.

in cazul motilitatii de tip swimming s-a observat o deplasare uniforma a celulelor bacteriene ca
urmare a cultivarii pe mediu cu pH 7 si 9. La pH 5 si pH 6 s-a remarcat un aspect neuniform al
suprafetei colonizate, in timp ce la pH 8 s-a putut observa prezenta unor linii care se intrepatrund si
formeaza ramuri (Figura IV.2-A). in ceea ce priveste motilitatea de tip swarming, s-a observat un
aspect compact al coloniei, determinat de deplasarea uniforma a celulelor bacteriene din punctul in
care a fost facutd inocularea pe mediul NB cu pH 7 (control) - Figura IV.2-B. La pH 5 s-a evidentiat
0 zond mai pronuntata in jurul coloniei din centrul placii, densitatea celulelor bacteriene scazand spre
periferie. In conditiile cultivarii tulpinii B. velezensis P3.3S pe mediu cu pH 6 s-a observat un aspect
total diferit fata de celelalte valori de pH testate, coloniile formand doua inele la suprafata mediului,
inelul din centrul placii fiind si 1n acest caz mai pronuntat. La pH 8 si 9 celulele s-au deplasat simetric
si uniform, acest tip de motilitate caracterizandu-se prin miscarea de grup a celulelor (Figura IV.2-

B).
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Figura IV.2. Influenta pH-ului asupra motilitatii de tip swimming (A) si swarming (B) a tulpinii Bacillus
velezensis P3.3S. Cultivarea s-a realizat pe mediul NB cu 0,3%, respectiv 0,5% agar timp de 24 h. Controlul a
fost reprezentat de mediul de culturda NB cu pH =7

Cultivarea tulpinii bacteriene B. velezensis P3.3S pe mediu NB semisolid a evidentiat faptul ca
cele doua tipuri de motilitate nu sunt afectate de concentratiile de NaCl utilizate, celulele bacteriene
fiind capabile sa se deplaseze pe intreaga suprafatd a mediului chiar si la o concentratie de 40 g/L

(Figura IV.3). De asemenea, aspectul coloniilor dezvoltate la suprafata mediului nu este la fel de

diferit, ca in cazul celor identificate in cadrul investigatiilor privind efectul pH-ului.

Figura IV.3. Influenta concentratiilor de NaCl (g/L) asupra motilitatii de tip swimming (A) si swarming (B)

a tulpinii Bacillus vel is P3.3S. Cultivarea s-a realizat pe mediul NB cu 0,3%, respectiv 0,5% agar timp de

24 h. Valorile din figura reprezinta concentratii de NaCl. Controlul a fost reprezentat de mediu NB cu 0 g/L NaCl

in urma cultivarii tulpinii B. velezensis P3.3S pe mediul NB suplimentat cu diferite concentratii
de PEGgqgo se poate remarca faptul ca celulele bacteriene s-au deplasat pe suprafata mediului chiar si
atunci cand continutul de apa din mediu a fost mai scdzut, cu mentiunea ca la concentratii de 20%
PEG aspectul coloniei a fost unul neuniform, celulele deplasandu-se neordonat atat in cazul cultivarii

pe mediu NB cu 0,3%, respectiv 0,5% agar (Figura IV.4).

Figura IV.4. Influenta concentratiilor de PEGsoo0 asupra motilitatii de tip swimming (A) si swarming (B) a

tulpinii Bacillus vel. is P3.3S. Cultivarea s-a realizat pe mediul NB cu 0,3%, respectiv 0,5% agar timp de 24
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h. Procentajele din figura reprezinta concentratiile de PEGsooo cu care a fost suplimentat mediul NB. Controlul a

fost reprezentat de mediul NB cu 0% PEGsooo.

1V.2.4. Tulpina Bacillus velezensis P3.3S poate forma biofilme in conditii de stres abiotic

Biomasa biofilmului a variat in urma cultivarii la valori diferite de pH (Figura IV.5). Cea mai
mare cantitate de biofilm a fost observata la pH 6, unde s-a inregistrat o valoare maxima a absorbantei
de 9,62, semnificativa statistic comparativ cu valoarea de absorbanta determinata in cazul controlului
(pH 7 = 8,72). Spre deosebire de control (pH 7), pH-ul acid (5) a determinat o scadere a cantitatii de
biofilm bacterian format (7,70). Rezultate similare au fost obtinute in urma cultivarii tulpinii B.
velezensis P3.3S in mediul LB cu pH 8 si 9, evidentiindu-se o reducere a cantitatii de biofilm (pH 8
=2,08; pH 9 = 1,96), semnificativa statistic, atunci cand tulpina este supusa pH-ului alcalin (Figura

V.5).
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Figura IV.5. Influenta pH-ului asupra capacitatii tulpinii Bacillus vel sis P3.3S de a forma biofilm in

mediul LB timp de 48 h. Controlul este reprezentat de biofilmul format in mediul LB cu pH 7. Valorile
reprezentate constituie media a doua determinari experimentale. Barele reprezinta eroarea standard a mediei.

Asteriscul marcheaza diferentele semnificative (* = p <05, **** =<0001).

Cresterea concentratiilor de NaCl in mediul de culturd determina o scadere semnificativa a
cantitatii de biofilm format de catre tulpina B. velezensis P3.3S (Figura IV.6). Astfel, biomasa maxima
se Inregistreaza la o concentratie de 10 g/L NaCl (8,72), valoare considerata controlul experimentului.
in urma suplimentérii mediului LB cu 2,5 g/L NaCl s-a remarcat o scidere semnificativa a cantitatii
de biofilm format (7,61), comparativ cu varianta control. De asemenea, o reducere a valorilor de
absorbanta inregistrate a fost observatd pe masura ce concentratiile de NaCl utilizate au crescut.
Astfel, valorile de absorbanta citite la spectrofotometru au variat intre 0,904 (40 g/L NaCl) si 2,06
(15 g/L NaCl) si au fost diferite din punct de vedere statistic fata de control (8,72), conform testului

Tukey realizat.
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Figura IV.6. Influenta salinitatii asupra capacititii tulpinii Bacillus velezensis P3.3S de a forma biofilm in
mediul LB timp de 48 h. Controlul a fost reprezentat de biofilmul format in mediul LB suplimentat cu 10 g/L

NaCl. Valorile reprezentate constituie media a doud determinari experimentale. Barele reprezinta eroarea standard

a mediei. Asteriscul marcheaza diferentele semnificative (** =p <01, **** = p <0001).

Rezultatele obtinute ca urmare a cultivarii tulpinii B. velezensis P3.3S in mediul LB suplimentat
cu diferite concentratii de PEGgg, utilizat pentru a simula stresul hidric, au evidentiat un
comportament diferit al tulpinii comparativ cu cel observat atunci cand a fost testatd influenta pH-
ului si salinitatii. Dacd anterior potentialul tulpinii de a forma biofilm a scdzut concomitent cu
cresterea pH-ului si concentratiilor de NaCl, in acest caz biomasa biofilmului format a crescut
semnificativ pe masurd ce concentratia de PEG 8000 din mediu creste pand la 15%, ramanand
aproximativ constantd la 17,7 si 20% PEGgsgo, spre deosebire de control (0% PEGsg). Valorile de
absorbanta determinate au fost cuprinse intre 8,63 (0% PEG) si 32,11 - valoare inregistrata la 15%

PEG.
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Figura IV.7. Influenta concentratiilor de PEGso00 asupra capacititii tulpinii Bacillus velezensis P3.3S de a
forma biofilm in mediul LB timp de 48 h. Controlul a fost reprezentat de mediul LB care nu a fost suplimentat
cu PEGsooo. Valorile reprezentate constituie media a doud determinari experimentale. Barele reprezinta eroarea

standard a mediei. Asteriscul marcheaza diferentele semnificative (* =p <05, **** =p <0001).
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IV.2.5. Arhitectura biofilmelor formate de Bacillus velezensis P3.3S in conditii de stres

Fotografiile obtinute folosind SEM au evidentiat faptul cd morfologia biofilmului format de
Bacillus velezensis P3.3S este diferita in functie de factorul de stres investigat (Figura IV.8).
Biofilmului format la pH 7 (control) prezintd aspect de scoarta de copac, la suprafata careia se
remarca prezenta unor canale (marcate cu sageti galbene) la suprafata biofilmului (Figura IV.8-A). O
morfologie similara cu cea a biofilmului format la pH 7 se poate observa si la 20 g/L NaCl (Figura
IV.8-M).

in comparatie cu controlul, o morfologie distincta a fost observati in cazul biofilmului format la
2,5 g/L NaCl si 8% PEGgsgg, unde se observa ca celulele bacteriene sunt organizate sub forma de
lanturi care se impletesc intr-o retea complexa, conferind biofilmului un aspect spongios (Figura IV.8-
JLK,L,P).

Morfologia biofilmului format la 15% PEGsg este diferitd comparativ cu controlul, dar si fata
de celelalte biofilme analizate. Biofilmul format la aceastd concentratie este format din celule
bacteriene mici dispuse sub forma de lanturi groase (Figura IV.8-S), inglobate intr-o matrice care are
rolul cel mai probabil de a proteja celulele de stresul osmotic (Fessia et al., 2022).

Biofilmele formate de tulpina B. velezensis P3.3S in conditiile de stres testate prezinta o structura
complexa, celulele bacteriene fiind strins unite intre ele cel mai probabil datoritd producerii de
substante polimerice extracelulare - EPS (marcate cu sageti albe) (Bridier et al., 2013). Aceste EPS
conferd biofilmelor un aspect gelatinos, ce a fost observat inainte de deshidratarea biofilmelor pentru
vizualizarea la SEM. EPS care formeaza matricea biofilmului au fost cel mai bine evidentiate in cazul
biofilmului format la pH 9 (Figura IV.8-G, H). Aceastd matrice mucoida nu a permis vizualizarea
celulelor incorporate in biofilm, observandu-se doar forma acestora, insd o zona mica din biofilm a
confirmat prezenta bacteriilor sub matrice (Figura IV8-I).

Prezenta substantelor polimerice extracelulare (EPS) a fost observata si in cazul celorlalte
biofilme analizate. in control si la 20 g/L NaCl, EPS au prezentat un aspect asemanitor unei retele
de tip panza de paianjen (marcate cu sigeti albe), inviluind celulele bacteriene (Figura IV8-C). in
urma expunerii celulelor bacteriene la diferite concentratii de PEGgooo (8 i 15%) s-a remarcat faptul
ca celulele bacteriene sunt inglobate in totalitate intr-o substantd amorfd. Examinarea atentd a

suprafetei biofilmului a evidentiat grupuri de granule (marcate cu sdgeti albastre) - Figura IV.8-Q, T.
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Figura IV.8. Imagini electronomicroscopice prezentind morfologia biofilmului format in conditii de stres
abiotic de citre tulpina Bacillus velezensis P3.3S: Control (A, B, C),pH 5 (D, E, F), pH 9 (G, H, 1), 2,5 g/L
NaCl (J, K, L), 20 g/L NaCl (M, N, O), 8% PEGsooo (P, Q, R), 15% PEGsoo (S, T, U). Controlul a fost reprezentat
de biofilmul format in mediul LB cu pH 7, 10 g/L NaCl si 0% PEGsooo. Biofilmele au fost formate pe filtre cu pori
de 0,45 pum, prin incubare 48 ore in mediul LB la 30 °C. Sagetile albe marcheaza prezenta substantelor polimerice
extracelulare. Sagetile galbene marcheaza prezenta canalelor. Sagetile albastre indica granulele de EPS; Sagetile

rosii indica spatiile din interiorul biofilmului.

Tulpina testatd a format un biofilm puternic, compact si foarte dens pe suprafata lamelei de sticla
in conditiile cultivarii in mediul LB cu pH 7 si 10 g/L NaCl (varianta consideratd controlul
experimentului) - Figura IV.9. Rezultatele obtinute au aratat ca biofilmele formate de aceasta tulpina
au o conformatie ce variaza in functie de conditia testata. Astfel, s-a evidentiat gruparea caracteristica
in lanturi a celulelor bacteriene din biofilm atunci cand sunt cultivate in mediu cu pH 5 (Figura IV.9-
A, pH 5). Atat la o concentratie de 20 g/L NaCl, cat si la cea de 40 g/L NaCl s-au putut observa goluri
in interiorul biofilmului care se datoreaza cel mai probabil formarii de biofilm in jurul cristalelor de
sare formate la suprafata lamelei de sticla si evidentiate in camp luminos (Figura IV.9-A, 20 g/L si
40 g/L NaCl). in urma analizei fotografiilor 2D realizate la 8% PEGgog se poate remarca faptul ci
biofilmul format este foarte subtire, fiind atasate de suprafata lamelei de sticld doar cateva celule
(Figura IV.9-A, 8% PEGgoe). Totusi, in urma proiectiei 3D a fotografiilor realizate s-a constatat ca

biofilmul format este unul compact si foarte dens (Figura IV.9-B, 8% PEGsgo). In coloana C din

45



Figura IV.9 se pot observa straturile de celule din interiorul biofilmului, indicand o grosime diferita
a acestuia in functie de conditia testatd. Grosimea biofilmului poate fi vizualizata si prin intermediul
coloanei D din Figura IV.9 care reprezinta intensitatea fluorescentei biofilmului format. Intensitatea
fluorescentei este dependenta de numarul de straturi de celule, prin urmare, atunci cand biofilmul
contine mai multe straturi de celule intensitatea fluorescentei va fi mai crescuta. Totodata, coloana D
evidentiaza aspectul neregulat al biofilmelor formate in conditii de stres, asa cum este mentionat in

literatura de specialitate (Mishra et al., 2022).
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Figura IV.9. Arhitectura biofilmului matur format de tulpina B. velezensis P3.3S in diferite
conditii de stres vizualizati la microscopul confocal cu scanare laser: A — fotografii 2D; B —
proiectia 3D a fotografiilor; C — straturile de celule bacteriene din interiorul biofilmului; D —
reprezentarea grafica a intensitatii fluorescentei din fotografiile 2D realizata cu ImagelJ. Biofilmele
au fost formate pe lamele de sticla, prin incubare 48 ore la 30 °C. Celulele din biofilm au fost
marcate fluorescent cu acridine orange 0,1%, iar vizualizarea acestora s-a realizat la obiectivul de
100x. Controlul a fost reprezentat de biofilmul format in mediul LB cu pH 7, 10 g/L NaCl si 0%

PEGSOOO
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IV.2.6. Influenta stresului abiotic asupra hidrofobicititii suprafetei celulare

Procentajul de hidrofobicitate a celulelor bacteriene cultivate in mediu NB cu valori diferite ale
pH-ului a variat intre 40,25% si 66,45% (Figura IV.12). Analiza datelor experimentale a evidentiat
absenta unor diferente semnificative intre procentajele de hidrofobicitate celulara determinate la pH
6, 8 si 9, comparativ cu pH-ul 7 (control). Aceste rezultate sugereaza ca tulpina B. velezensis P3.3S
isi mentine caracterul hidrofob relativ constant la aceste valori de pH, indicand o buna adaptabilitate
la conditii acide sau alcaline. Interesant este faptul cé la pH 5 s-a inregistrat cel mai ridicat procentaj
de celule hidrofobe (66,45%). Cu toate acestea, pH 5 nu s-a corelat cu o crestere a biomasei

biofilmului.

Hidrolobicitate (Ya)

pHS yH6 pH7 pH& pHY

Figura IV.12. Influenta pH-ului asupra hidrofobicititii suprafetei celulelor de Bacillus velezensis P3.3S
cultivate in mediul NB timp de 24 h. Valorile reprezentate constituic media a doud determinari experimentale.
Barele reprezinté eroarea standard a mediei. Controlul este reprezentat de procentajul de hidrofobicitate obtinut la

pH 7. Asteriscul marcheaza diferentele semnificative (* = p < 05; ns — lipsa diferentelor semnificative).

Hidrofobicitatea celulelor bacteriene cultivate in mediul NB suplimentat cu diferite concentratii
de NaCl a variat intre 8,58% si 44,73% (Figura IV.13). S-a observat o scidere semnificativd a
procentajului de hidrofobicitate incepand cu concentratia de 15 g/L, comparativ cu varianta control

(0 g/L NaCl), ceea ce sugereaza ca stresul salin afecteaza negativ proprietatile de suprafata ale

celulelor bacteriene.
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Figura IV.13. Influenta salinititii asupra hidrofobicititii suprafetei celulelor de Bacillus velezensis P3.3S
cultivate in mediul NB timp de 24 h. Controlul este reprezentat mediu de cultura cu 0 g/L NaCl. Valorile
reprezentate constituie media a doud determinari experimentale. Barele reprezinta eroarea standard a mediei.
Asteriscul marcheaza diferentele semnificative (* =p <05, *** =p <001, **** =p <0001); ns — lipsa

diferentelor semnificative.
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Concentratiile de PEGgg utilizate au influentat in mod negativ hidrofobicitatea suprafetei
celulelor bacteriene, desi formarea de biofilm a fost stimulatd in aceste conditii. Procentajul de
hidrofobicitate scade semnificativ fatd de control (0% PEGg - 46,49%) pe masura cresterii
concentratiei de polietilenglicol, pana la o valoare minima de 22,02% (Figura IV.14).
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Figura IV.14. Influenta concentratiilor de PEGsoo0 asupra hidrofobicitiatii suprafetei celulelor tulpinii
Bacillus velezensis P3.3S cultivate in mediul NB timp de 24 h. Controlul este reprezentat de mediu de cultura
cu 0% PEGsooo. Valorile reprezentate constituie media a doua determinari experimentale. Barele reprezinta

eroarea standard a mediei. Asteriscul marcheaza diferentele semnificative (¥*** = p < 0001).

IV.2.7. Stresul abiotic nu influenteazi producerea de exopolizaharide

Cantitatile de exopolizaharide produse de tulpina bacteriand B. velezensis P3.3S cultivata in
mediul LB cu valori de pH variabile au fost cuprinse intre 708 si 81,68 pg/mL (Figura IV.15). S-a
observat o usoara crestere a productiei de exopolizaharide in conditii de pH acid sau alcalin,
comparativ cu pH-ul neutru (pH 7), ceea ce poate sugera un raspuns adaptativ al bacteriei la stresul

cauzat de modificarile de pH.
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Figura IV.15. Influenta pH-ului asupra capacititii tulpinii Bacillus velezensis P3.3S de a produce
exopolizaharide prin cultivare in mediul LB timp de 48 h. Controlul a fost reprezentat de mediu de cultura cu
pH 7. Valorile reprezentate constituie media a doua determinari experimentale. Barele reprezinta eroarea standard

a mediei. ns — lipsa diferentelor semnificative.
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in urma cultivarii tulpinii bacteriene B. velezensis P3.3S in mediul LB suplimentat cu diferite
concentratii de NaCl s-a observat ca producerea de exopolizaharide variaza intre 52,96 si 85,95
pg/mL (Figura IV.16). Analiza rezultatelor obtinute a evidentiat faptul ca in conditiile cultivarii la o
concentratie 2,5 g/L NaCl cantitatea inregistrata este semnificativ mai mica in comparatie cu cea
determinata la 10 g/L, considerata controlul experimentului. Continutul de exopolizaharide creste
usor la o concentratie de 15 g/L NaCl si se mentine relativ constant pe masura ce concentratiile de
clorura de sodiu la care sunt expuse celulele cresc, insd aceasta crestere nu este semnificativa statistic
comparativ cu controlul (10 g/L NaCl) - Figura IV.16.
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Figura IV.16. Influenta salinititii asupra capacititii tulpinii Bacillus velezensis P3.3S de a produce de
exopolizaharide. Controlul a fost reprezentat de mediu de cultura suplimentat cu 10 g/L NaCl. Valorile
reprezentate constituie media a doud determinari experimentale. Barele reprezinta eroarea standard a mediei.

Asteriscul marcheaza diferentele semnificative (** =p < 01); ns — lipsa diferentelor semnificative.

Stresul hidric indus de PEGggg a condus la o usoara crestere a productiei de exopolizaharide in
urma cultivarii celulelor bacteriene in mediul LB suplimentat cu concentratii de PEG > 8% (85,06

png/mL), comparativ cu controlul (0% PEGgoe - 76,78 ng/mL) - Figura IV.17.
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Figura IV.17. Influenta PEG asupra capacititii tulpinii Bacillus velezensis P3.3S de a produce de
exopolizaharide. Controlul a fost reprezentat de mediu de cultura cu 0% PEGsooo. Valorile reprezentate constituie
media a doud determindri experimentale. Barele reprezinta eroarea standard a mediei. ns — lipsa diferentelor

semnificative.
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CAPITOLUL V. TOLERANTA TULPINII BACILLUS SAFENSIS P1.5S LA
FACTORI DE STRES ABIOTIC SI EFECTUL ACESTORA ASUPRA
POTENTIALULUI DE SOLUBILIZARE A FOSFORULUI

V.1. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Experimentele realizate in cadrul acestui capitol s-au realizat in conditii de stres abiotic
reprezentat de pH (5 si 9), temperatura (20 °C si 37 °C) si salinitate (concentratii de NaCl — 2,5, 10
si 15 g/L NaCl).

V.1.1. Identificarea genelor implicate in toleranta la stresul abiotic si in solubilizarea
compusilor cu fosfor

Pentru identificarea genelor de interes a fost utilizat algoritmul BLAST (Camacho et al., 2009).
Genele cu o identitate mai mare de 30% si un procentaj de acoperire de peste 70% au fost considerate

hit-uri pozitive.

V.1.2. Evaluarea cresterii tulpinii P1.5S intr-o cultura discontinua asincroni
Evidentierea efectului stresului abiotic cauzat de pH, temperaturd si salinitate s-a apreciat

urmarind dinamica cresterii tulpinii B. safensis P1.5S intr-o cultura discontinud asincrona.

V.1.3. Determinarea cantititii de fosfor solubilizat
Capacitatea tulpinii P1.5S de a solubiliza fosfatul tricalcic in conditii de stres a fost evaluata

utilizdnd metoda fosfomolibdatului de amoniu.

V.1.4. Aprecierea cresterii folosind tehnica numaririi coloniilor
in vederea stabilirii unei corelatii intre cantitatea de fosfat tricalcic solubilizat si cresterea tulpinii

bacteriene P1.5S in mediul PVK s-a determinat numarul de unitati formatoare de colonii (UFC)/mL.

V.1.5. Identificarea si cuantificarea acizilor organici prin cromatografie de lichide de inalta
performanti
Producerea de acizi organici a fost evaluaté prin cromatografie de lichide de inalta performanta, care
este o tehnica de separare a componentelor prezente intr-un amestec de molecule chimice sau
biologice, in functie de elutia lor, in momentul trecerii unei faze mobile (eluent) printr-o faza
stationard (coloand) la o presiune naltd. Componentele separate sunt detectate si inregistrate sub

forma unei cromatograme (Mallik et al., 2016).
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V.1.6. Evaluarea activitatii fosfatazelor acide si alcaline

Fosfatazele acide si alcaline din probele de analizat au capacitatea de a hidroliza, in conditii
determinate, legatura estericd a para-nitrofenilfosfatului cu formarea de para-nitrofenol si fosfat. in
mediul alcalin, para-nitrofenolul prezintd culoare galbena, ceea ce permite citirea intensitatii la

spectrofotometru la o lungime de unda de 410 nm (Artenie et al., 2008).

V.2. REZULTATE SI DISCUTII

V.1.1. Toleranta tulpinii Bacillus safensis P1.5S la stresul abiotic

Analiza BLAST realizatd a evidentiat prezenta a 56 de gene care confera toleranta la variatii de
pH, fluctuatii de temperatura, salinitate si seceta in genomul in draft al tulpinii B. safensis P1.5S.
Procentajul de acoperire a variat intre 80 si 100%, iar cel de identitate a fost cuprins intre 30,05 si
98,46%. In ceea ce priveste adaptarea si supravietuirea celulelor bacteriene la valori extreme de pH,
in genomul in draft al tulpinii Bacillus safensis P1.58S s-au identificat o serie de gene (15) responsabile
de aceste procese, printre cele mai importante numarandu-se operonul afp format din 8 gene
(atpABCDEFGH). In genomul in draft al tulpinii B. safensis P1.5S s-a constatat prezenta a 26 de
gene responsabile de adaptarea si supravietuirea la temperaturi scazute (cspB, cspC, cspD) sau
ridicate (grpE, ywiE, groESL, dnaKJ, clpAYXPE, hrcA, ctsR, cssSR, mcsAB, rsbVW, sigAB, htrAB).
De asemenea, genomul in draft al tulpinii B. safensis P1.5S prezintd gene (16) care intervin atunci
cand bacteriile sunt cultivate n conditii de stres osmotic ce poate fi cauzat de salinitate sau seceta:
fisH, lysC, pyrC, tuf, glpT, metK, yual, glmS, glsAl, ispH, gpml, dapF, yugJ, yugL, metC.

Bacteriile pot raspunde la stresul abiotic prin producerea de osmoliti. Prin urmare, in genomul
in draft al tulpinii B. safensis P1.5S s-au identificat 20 de gene, 5 (proA, proB, proC/proH, prol, proJ)
sunt responsabile cu producerea de prolind, 5 (ghsA4, gbsB, opuAB, opuAC, opuD) sunt implicate in
sinteza si transportul glicin-betainei, 3 (tred, treP, treR) intervin in transportul trehalozei, iar ultimele
7 (gltA, gltB, gltD, gltT, gdhA, ginA, rocG) codifica sinteza de glutamat.

in genomul tulpinii B. safensis P1.5S s-au identificat 28 gene care amelioreazi stresul oxidativ
cauzat de factorii de stres. Dintre acestea, patru gene sunt responsabile de biosinteza bacilitiolului
(BSH), un tiol cu greutate moleculard mica implicat in apararea celulelor bacteriene de stresul
oxidativ (bshd, bshB1, bshB2, brxABC, ypd). in ceea ce priveste enzimele antioxidante, genomul
tulpinii de interes contine gene responsabile de producerea superoxid dismutazei (sodA), tiol
peroxidazei (fpx), glutation peroxidazei (bsaA/gpx), achil hidroperoxid reductazei (ahpC),
bacilopeptidazei (bpr), mangan catalazei (ydbD), glutation hidroxilazei (ggt), glicolat oxidazei
(gleD), peroxiredoxinei (bcp), catalaza (katd), gliceraldehid — 3 — fosfat — dehidrogenaza (gapA si

gapB, antranilat sintazei (pabA).
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Rezultatele obtinute au aratat ca incubarea la 37°C a imbunatatit semnificativ cresterea tulpinii
B. safensis P1.5S comparativ cu controlul (28°C) pe tot parcursul derularii experimentului, indicand
o toleranta crescuta de a creste la temperaturi ridicate. Pe de alta parte, temperatura de incubare mai
scazuta (20°C) a fost asociata cu o scadere a cresterii comparativ cu controlul (Figura V.1-A).
Investigarea influentei variatiilor de pH asupra cresterii tulpinii B. safensis P1.5S a evidentiat
diferente semnificative intre densitatile optice determinate in urma cultivarii in mediul LB cu pH 5,
pH 9 si pH 7 — control. Totusi, tulpina utilizata a aratat o capacitate de adaptare si supravietuire atat
la un pH acid (5), cat si la unul alcalin (9) (Figura V.1-B). In ceea ce priveste influenta salinitatii
asupra cresterii tulpinii B. safensis P1.5S, rezultatele obtinute au aratat ca tulpina B. safensis P1.5S

se dezvolta indiferent de concentratia de NaCl testata (2,5, 10 si 15 g/L) (Figura V.1-C).
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Figura V.3. Influenta temperaturii, pH-ului si salinititii asupra dinamicii cresterii tulpinii B.
safensis P1.5S cultivati in mediul LB pe parcursul a 72 de ore. Valorile reprezentate constituie

media a doud determindri experimentale. Barele reprezinté eroarea standard a mediei.

V.1.2. Influenta stresului abiotic asupra solubilizirii P anorganic de citre B. safensis P1.5S

Analizand comparativ rezultatele obtinute in ceea ce priveste efectul temperaturii de incubare
asupra capacitatii de solubilizare a tulpinii B. safensis P1.5S, se poate observa ca procesul de
solubilizare a fost optim la o valoare de 20°C, observandu-se o crestere a cantitatii de fosfor
solubilizate la 5 si 7 zile dupa inoculare (ZDI), comparativ cu valorile de fosfor solubil inregistrate
in urma incubdrii tulpinii la 28°C (control) - Figura V.2-A. In raport cu cantitatea de fosfor solubil
inregistrata la 5 ZDI in urma incubdrii culturii bacteriene la 28°C (control), s-a constatat o scadere
semnificativa a valorii de fosfor solubilizat atunci cand tulpina este incubata la 37°C.

Rezultatele obtinute au demonstrat faptul ca procesul de solubilizare este dependent de numarul
de celule bacteriene prezente in mediul PVK. In relatie cu controlul (28°C), cresterea celulelor
bacteriene din mediul PVK a fost stimulatd in urma incubarii la o temperatura mai scazuta (20°C).
Aceasta crestere a fost corelatd cu un potential de solubilizare a fosforului mai pronuntat la 5 si 7
ZDI, comparativ cu cantitatile de fosfor determinate la aceste citiri in control. Pe de altd parte,

incubarea la 37°C a determinat o crestere mai redusa a celulelor bacteriene, in comparatie cu controlul
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si 20°C, prezentand cel mai mic numar de celule viabile prezente in mediul PVK la 10 DAI (Figura
V.2-B).

Analizdnd comparativ valorile de pH obtinute in urma solubilizarii fosforului la diferite
temperaturi de incubare s-a observat ca tulpina B. safensis a determinat o acidificare similara a
mediului PVK atunci cand a fost incubata la 28°C si 37°C, cu o singura exceptie inregistrata la 10

ZDI, cand pH-ul a fost semnificativ mai scazut la 37°C (Figura V.2-C).
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Figura V.2. Dinamica solubilizirii fosfatului tricalcic (A), cresterea tulpinii bacteriene (B) si variatia pH-
ului (C) in urma incubirii tulpinii Bacillus safensis P1.5S la diferite temperaturi de incubare pe parcursul
a 10 zile. Controlul a fost reprezentat de cultura incubata la 28°C in mediul PVK. Valorile reprezentate constituie

media a doud determindri experimentale. Barele reprezinta eroarea standard a mediei. Asteriscul marcheaza
diferentele semnificative (* =p <05, ** =p <0I, *** =p <001; **** =<0001); ns — nu exista diferente

semnificative.

Cultivarea tulpinii bacteriene P1.5S in mediul PVK cu pH initial de 7 a determinat
solubilizarea unor cantitati de fosfor cuprinse intre 15,33 si 16,16 pg P/mL. Pe de alta parte, in urma
cultivarii la un pH initial de 9 s-a observat un potential de solubilizare mai ridicat spre deosebire de
pH 7, valorile determinate variind intre 14,69 si 18,73 pg P/mL. intre cele doui valori de pH testate
s-au identificat diferente semnificative la 5 si 7 zile dupa inoculare, indicand un potential mai crescut
al tulpinii B. safensis P1.5S de a solubiliza fosfatul tricalcic in urma cultivarii in mediul PVK cu pH
initial 9 (Figura V.3-A). In ceea ce priveste cresterea tulpinii P1.5S cultivati in mediu PVK cu un pH
initial neutru (7) se observa o crestere graduala a numarului unitatilor formatoare de colonii pana la
10 zile, cu valori cuprinse intre 6,36 si 8,38 logl0 UFC/mL. In urma inoculirii tulpinii in mediul
PVK cu un pH initial alcalin (9), numarul maxim de celule bacteriene a fost identificat la 10 zile dupa
inoculare (8,20 log1 0 UFC/mL) (Figura V.3-B). Concomitent cu procesul de solubilizare al fosforului
s-a observat o scidere a pH-ului mediului de culturi. in cazul ambelor valori de pH testate s-a
constatat ca acest parametru scade semnificativ pand la trei zile, cdnd se inregistreazd valoarea
minima, cu mentiunea ca nu exista o diferenta semnificativa intre valorile obtinute in urma cultivarii

in mediu cu pH initial neutru si alcalin (Figura V.3-C).
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Figura V.3. Dinamica solubilizirii fosfatului tricalcic (A), cresterea tulpinii bacteriene (B) si variatia pH-
ului (C) in urma incubirii tulpinii Bacillus safensis P1.5S in mediul PVK cu pH initial 7 si 9 pe parcursul a
10 zile. Controlul a fost reprezentat de cultura incubata la 28°C in mediul PVK. Valorile reprezentate constituie
media a doud determindri experimentale. Barele reprezinta eroarea standard a mediei. Asteriscul marcheaza
diferentele semnificative (* =p <05, ** =p <0I, *** =p <001; **** =<0001); ns — nu exista diferente

semnificative.

Salinitatea nu a influentat capacitatea tulpinii B. safensis P1.5S de a solubiliza TCP din bulion
PVK. Cantitatea de P solubil a variat intre 14,72 si 16,89 pg P/mL, fara diferente semnificative
inregistrate intre control (0,150 g/L) si diferite concentratii de NaCl (2,5 g/L, 10 g/Lsi 15 g/L) (Figura
V.4-A). Cu toate acestea, concentratiile crescute de NaCl au stimulat cresterea la 3, 5 si 7 DAI,

sugerand ca tulpina P1.5S prezinta toleranta la salinitate (Figura V.4-B).
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Figura V.3. Dinamica solubilizirii fosfatului tricalcic (A), cresterea tulpinii bacteriene (B) si variatia pH-
ului (C) in urma incubirii tulpinii Bacillus safensis P1.5S in mediul PVK suplimentat cu diferite
concentratii de NaCl pe parcursul a 10 zile. Controlul a fost reprezentat de cultura incubaté la 28°C in mediul
PVK. Valorile reprezentate constituie media a doua determinari experimentale. Barele reprezinta eroarea standard
amediei. Asteriscul marcheaza diferentele semnificative (¥ =p <05, ** =p <01, ¥** =p <001; **** =<

0001); ns — nu existd diferente semnificative.
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V.2.3. Influenta factorilor de stres abiotic asupra mecanismelor implicate in solubilizare

V.2.3.1. Acizii organici produsi in conditii de stres abiotic

Analiza BLAST a genomului tulpinii B. safensis P1.5S a evidentiat prezenta a cel putin 32 de
gene diferite despre care existd informatii in literatura de specialitate ca intervin in biosinteza unor
acizi organici implicati in solubilizarea compusilor insolubili cu fosfor (Shariati et al., 2017; Silva et
al., 2021): acidul gluconic (gdh, ycdF si kduD), formic (oxdD), malic (mdh), citric (glt4, acnA, icd),
lactic (Idh), acetic (poxB, aldB, pdhABCD, acsA) si succinic (sucABD, sdhABC).

Efectul temperaturii asupra producerii de acizi organici

Analiza comparativa a rezultatelor obtinute la 3 zile cu privire la producerea de acizi organici de
catre tulpina bacteriana B. safensis P1.5S a aratat ca intre concentratiile de acizi produsi la 28°C
(control) si 37°C nu exista diferente semnificative (exceptand acidul citric care nu a fost produs la
28°C), situatie intalnita si in cazul cantitatilor de fosfor solubilizate la cele doua temperaturi. Spre
deosebire de 28°C, la 20°C, s-a evidentiat prezenta acizilor tartric si citric, insa concentratiile de acizi
malic/formic, lactic, acetic si succinic sunt mai mari la 28°C. Comparand concentratiile acizilor
organici eliberati in urma incubadrii tulpinii de interes la 20°C si 37°C s-a remarcat o0 mai buna
producere a acizilor organici la o temperaturd de 37°C. Totusi, cantititile de fosfor determinate la
cele doua temperaturi nu au fost diferite din punct de vedere statistic.

Compararea concentratiilor de acizi organici produsi la 5 zile a arétat cd in urma cultivarii tulpinii
B. safensis P1.5S la 20°C s-au obtinut valori mai mari pentru acizii oxalic si malic, spre deosebire de
28°C si 37°C. Diferenta de concentratie dintre acizii mentionati ar putea explica de ce cantitatea de
fosfor este mai mare la 20°C deoarece, conform constantei de aciditate, cei doi acizi sunt considerati
cei mai eficienti in solubilizarea compusilor cu fosfor. Mai mult, la aceasta valoare de temperatura
sunt produsi toti cei sapte acizi organici, in timp ce la 37°C nu s-a identificat prezenta acidului tartric,
iar la 28°C nu s-au produs acizii citric si acetic, drept pentru care se poate explica diferenta
semnificativi intre continutul de fosfor determinat. Intre cantititile de fosfor solubil inregistrate la
28°C i 37°C nu au fost stabilite diferente semnificative, insd concentratiile de acizi organici produsi
la aceste temperaturi au fost diferite. Astfel, la 28°C s-au obtinut valori mai mari de acizi oxalic,
tartric/gluconic, lactic si succinic spre deosebire de 37°C. Pe de alta parte, la temperatura de 37°C s-
au evidentiat concentratii mai crescute de acizi malic/formic, citric si acetic, comparativ cu 28°C.

La 7 zile dupd inoculare s-a observat ca nu existda diferente semnificative intre

concentratiile acizilor oxalic, malic/formic, citric, lactic si acetic sintetizate la 28°C si 37°C.
Singurele diferente intre cele doua valori de temperatura testate se refera la acidul succinic care a fost

produs intr-o concentratie mai mare la 28°C, iar pe de altd parte continutul de acid tartric/gluconic a
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fost mai ridicat in urma cultivarii la 37 °C, drept pentru care nu s-au putut stabili diferente intre
cantitatile de fosfor solubilizate de tulpina B. safensis P1.5S in urma incubarii la cele doua valori de
temperatura. La 20°C s-a inregistrat cea mai mare cantitate de fosfor solubil si cel mai crescut numar
de celule bacteriene, insa in unele situatii concentratiile acizilor organici au fost mai scazute (asa cum
este cazul acizilor tartric/gluconic, acetic si succinic), fie nu au existat diferente semnificative intre
valorile obtinute (acizii oxalic, malic/formic, citric si lactic), comparativ cu temperaturile de 28°C si
37°C. Asa cum am mentionat si anterior, exista posibilitatea ca acizii organici produsi la 20°C sa fie
utilizati ulterior ca sursa de energie, din moment ce numarul de celule bacteriene determinat din
mediul PVK a fost cel mai crescut, spre deosebire de celelalte temperaturi. La 37°C, numarul de
celule din mediu a fost cel mai scazut, insa, cu toate acestea unii acizi organici au fost produsi in
concentratii mai mari, comparativ cu 28°C si 20°C.

Analiza comparativa a concentratiilor acizilor organici produsi la 10 zile la cele trei valori de
temperatura testate a evidentiat lipsa unei diferente semnificative intre concentratiile de acizi
malic/formic si citric, care sunt considerati cei mai puternici acizi conform constantei de aciditate.
Acidul lactic nu a mai fost identificat in supernatantul niciuneia dintre culturile incubate la cele trei
valori de temperatura. Diferente de concentratie s-au observat in cazul acidului oxalic (cea mai mare
valoare a fost obtinuta la 20°C), tartric (nu a fost identificat la 20°C, iar cea mai mare concentratie s-
a inregistrat la 37°C), acetic (produs in concentratii apropiate la 37°C si 28°C) si succinic (cea mai
mare valoare s-a stabilit la 28°C, urmata de 20°C). La 10 zile dupa inoculare, cantitétile de fosfor
determinate nu au fost diferite din punct de vedere statistic, fapt care poate fi pus pe seama variatiei

concentratiilor de acizi organici.
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FiguraV.5. Influenta temperaturii asupra producerii de acizi organici de ciitre tulpina Bacillus safensis

P1.5S cultivati in mediul PVK pe parcursul a 10 zile de incubare: A — acid oxalic; B — acid tartric/gluconic,
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C - acid malic/formic; D — acid citric; E — acid lactic; F — acid acetic; G — acid succinic. Controlul a fost
reprezentat de cultura incubata in mediul PVK la 28°C. Valorile reprezentate constituie media a doua determinari
experimentale. Barele reprezinta eroarea standard a mediei. Asteriscul marcheaza diferentele semnificative (* =p

<05, *¥*=p<0I, ¥** =p <001; ¥**** =<(0001); ns — lipsa diferentelor semnificative.

Efectul pH-ului asupra producerii de acizi organici

in urma comparirii acizilor organici produsi la un pH initial de 7 (control) si 9 s-a observat ci la
3 zile dupa inocularea tulpinii B. safensis P1.5S in mediul PVK s-au produs 5 acizi organici: oxalic,
malic/formic, lactic, acetic, succinic in concentratii care nu sunt diferite statistic. Lipsa diferentelor
semnificative intre concentratiile de acizi organici sintetizati la pH 7 si 9 a fost observata si in cazul
cantitatilor de P solubilizate, numarului de celule bacteriene si pH-ului mediului.

La 5 zile dupa inoculare, atat la pH 7, cat si la pH 9 s-a evidentiat prezenta a 5 acizi organici,
insa 2 dintre acestia au fost diferiti in functie de pH-ul testat. Acizii care au fost produsi la ambele
valori de pH initial sunt oxalic, lactic si succinic. In plus, la pH 7 se observd prezenta acizilor
malic/formic si tartric/gluconic, iar la pH 9 au fost identificati si acizii citric si acetic. Datele obtinute
cu privire la concentratiile acizilor produsi au aratat ca nu exista diferente semnificative intre acizi
oxalic, lactic si succinic produsi la pH 7 si 9. Totusi, s-a constatat ca acizii citric si acetic produsi la
pH 9 au fost prezenti in concentratii mai crescute, spre deosebire de acizii eliberati in control. in plus,
acidul citric este un acid tricarboxilic considerat puternic, eficient in solubilizarea fosfatilor (Zuluaga
et al., 2023). Acest fapt poate explica cantitatea mai mare de fosfor solubil determinata la pH 9,
comparativ cu pH 7.

La 7 zile dupa inoculare se produc 8 acizi organici indiferent de valoarea de pH initial testata:
oxalic, tartric/gluconic, malic/formic, citric, lactic, acetic, succinic si un acid necunoscut. Acizii
oxalic si succinic sunt produsi in concentratii mai mari la pH 9, in timp ce valorile de concentratie
ale celorlalti acizi nu sunt diferite din punct de vedere statistic. In urma cultivarii tulpinii de interes
in mediul PVK cu pH 9 se solubilizeaza mai mult fosfor cel mai probabil datoritd producerii in
concentratii mai mari a acizilor oxalic si succinic, comparativ cu controlul.

in cazul ultimei determiniri realizate (10 ZDI) s-a constatat ci desi nu existi o diferentd
semnificativa intre continutul de fosfor solubil determinat la pH 7 si pH 9, au existat variatii in ceea
ce priveste sinteza de acizi organici. Astfel, acidul lactic a fost evidentiat doar in urma cultivarii
tulpinii B. safensis P1.5S la un pH initial de 9, iar acizii oxalic, acetic si succinic au fost produsi in
concentratii mai mari tot la pH 9, spre deosebire de pH 7. Pe de alta parte, pentru acidul malic/formic

s-a obtinut o concentratie mai mare la control.

57



4
4
3

&

Concentratie (@M)
Comeentratie (M)

T

Zile dupd nocalare
D - T pH O

g
z

Zw

H

£

3

Zile dupa inaculare
G -l pHY

Figura V.6. Influenta pH-ului asupra producerii de acizi organici de citre tulpina Bacillus safensis P1.5S
cultivati in mediul PVK pe parcursul a 10 zile de incubare: A — acid oxalic; B — acid tartric/gluconic, C —
acid malic/formic; D — acid citric; E — acid lactic; F — acid acetic; G — acid succinic. Controlul a fost
reprezentat de cultura incubata in mediul PVK cu pH initial 7. Valorile reprezentate constituie media a doud
determinari experimentale. Barele reprezintd eroarea standard a mediei. Asteriscul marcheaza diferentele

semnificative (¥* =p <01, *** =p <001; **** =<0001); ns — lipsa diferentelor semnificative.

Efectul salinitétii asupra producerii de acizi organici

Analiza comparativa a cromatogramelor obtinute in urma analizei HPLC a aratat ca sinteza si
eliberarea acizilor organici a variat in functie de concentratiile de NaCl utilizate pentru suplimentarea
mediului PVK. La inceputul perioadei de incubare (3 ZDI), cei trei acizi organici principali (lactic,
acetic si succinic) au fost produsi la toate concentratiile de sare testate. Cu toate acestea, stresul salin
a indus un model diferit de eliberare a acestor acizi. Astfel, B. safensis P1.5S a produs mai mult acid
acetic in conditii de stres salin comparativ cu controlul (0,150 g/L NaCl), unde acidul lactic a fost
eliberat ca acid predominant. In plus, acidul citric a fost detectat numai la cea mai mare concentratie
de NaCl testata (15 g/L), in timp ce acizii tartric/gluconic si malic/formic nu au fost identificati la
aceastd concentratie. Acidul oxalic a fost detectat in bulionul PVK suplimentat cu diferite concentratii
de NaCl, cu exceptia celei de 10 g/L NaCl. La 5 ZDI, s-a constatat ca producerea de acid lactic a
scazut odata cu cresterea concentratiei de NaCl in mediul PVK. Similar cu controlul, acidul acetic nu
a fost detectat la 10 g/L NaCl, dar a fost prezent la 2,5 si 15 g/L NaCl (6,03 mM, respectiv 4,72 mM).
Salinitatea a inhibat productia de acizi succinic si oxalic, dar a stimulat eliberarea de acizi

tartric/gluconic, cu o concentratie mai mare la 10 g/L NaCl (0,432 mM). La 7 ZD]I, acizii citric, lactic
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si succinic au fost sintetizati indiferent de concentratia de NaCl. Acizii acetic si oxalic nu au fost
detectati in mediul PVK suplimentat cu 10 g/L NaCl, desi ambii acizi au fost prezenti in toate celelalte
probe. La sfarsitul perioadei de incubare (10 ZDI), concentratiile crescute de sare au inhibat
producerea de acid oxalic, malic/formic, citric si acetic, dar au stimulat eliberarea de acid
tartric/gluconic (in special la 10 g/L NaCl). La 15 g/L, nu au fost identificati acizii tartric/gluconic si

malic/formic.
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Figura V.7. Influenta concentratiilor de NaCl asupra producerii de acizi organici de citre tulpina Bacillus
safensis P1.5S cultivati in mediul PVK: A — acid oxalic; B — acid tartric/gluconic, C — acid malic/formic; D
— acid citric; E — acid lactic; F — acid acetic; G — acid succinic. Controlul a fost reprezentat de cultura incubata
in mediul PVK ce continea 0,150 g/L NaCl. Valorile reprezentate constituie media a doud determinari
experimentale. Barele reprezinta eroarea standard a mediei. Asteriscul marcheaza diferentele semnificative (* =p

<05, ** =p <01, *¥** =p <001; **** =<0001).

V.2.3.2. Activitatea fosfatazelor acida si alcalind produse de Bacillus safensis P1.5S in conditii
de stres
Analiza BLAST a evidentiat prezenta a zece gene ce codifica sinteza fosfatazei acide si alcaline

(vesE, yitU, phoABPR, suhB, prpC, acpA, yqeG).

Efectul temperaturii asupra activitatii fosfatazelor acide si alcaline
Rezultatele obtinute au aratat ca temperatura de incubare a influentat semnificativ activitatea

fosfatazelor acide si alcaline produse de B. safensis P1.5S. Astfel, la mai multe determinari,
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activitatea ambelor enzime a crescut la 20°C si 37°C comparativ cu controlul (28°C). Activitatea
maxima (180,456 nmoli pNP/mL/h pentru fosfataza acida si 157,867 nmoli pNP/mL/h pentru
fosfataza alcalind) a fost inregistrata la 10 ZDI in culturile incubate la 20°C. O crestere a activitatii
fosfatazei acide a fost indusa de incubarea la 20°C la 3 si 10 ZDI, in timp ce incubarea tulpinii P1.5S
la temperaturi mai ridicate (37°C) a determinat o cresterea a activitatii la 5 ZDI (Figura V.16-A). La
7 ZDI nu s-au observat diferente semnificative intre activitatea fosfatazei acide inregistrata la valorile
de temperaturi testate. in cazul fosfatazei alcaline, s-a observat o activitate mai pronuntati la 3 si 5
ZDI in urma incubarii la o temperatura de 37°C, comparativ cu controlul (28°C).
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Figura V.7. Influenta temperaturii asupra activititii fosfatazei acide (A) si fosfatazei alcaline (B) produse
de Bacillus safensis P1.5S cultivati in mediul PVK pe parcursul a 10 zile. Controlul a fost reprezentat de
cultura incubata la 28°C. Valorile reprezentate constituie media a doua determinari experimentale. Barele
reprezinta eroarea standard a mediei. Asteriscul marcheaza diferentele semnificative (* =p <05, ** =p <01, ***

=p <001, **** =p <0001); ns— lipsa diferentelor semnificative.

Efectul pH-ului asupra activititii fosfatazelor acida si alcalini
Rezultatele obtinute au indicat ca alcalinitatea nu a modificat semnificativ dinamica productiei
de fosfataza acida si alcalind in timpul cultivarii B. safensis P1.5S in mediul PVK cu pH-ul initial

ajustat la 9. Activitatea ambelor enzime a crescut usor la pH 9 la 3 si 5 ZDI comparativ cu controlul
(PH 7).
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Efectul salinititii asupra activitatii fosfatazelor acida si alcalina

Salinitatea nu a afectat activitatea fosfatazei acide si alcaline pe parcursul celor 10 zile de
incubare (Figura V.9). Singura diferentd semnificativa a fost inregistrata pentru fosfataza acida la 5
ZDI, cand concentratiile mai mari de NaCl au inhibat activitatea enzimaticd. Activitatea fosfatazei
alcaline nu a fost diferita din punct de vedere statistic in urma cultivarii tulpinii B. safensis P1.5S in
mediul PVK suplimentat cu 2,5, 10 si 15 g/L NaCl, comparativ cu varianta control (0,150 g/L NaCl).

2004 150+

|_|IIS ns

150

100+

504
il
50

Activitate enzimatica (nmoli pNP/ml'h)

ns Frkt

Activitate enzimaticd (nmoli pNP/mLh)

3 5 7 10 - ] 5 7 10
Zile dupi inoculire Zile dupi inveulare
A B 0150 /L NaCl B 2.5 &L NaCl B 10 5L NaCl B 15 271, NaC'l B B 0,150 L NsCl B 2,5 L NaCl BB 10 L NaCl B 15 gL NaCl

Figura V.9. Influenta salinitiitii asupra activititii fosfatazei acide (A) si fosfatazei alcaline (B) produse de
Bacillus safensis P1.5S. Controlul a fost reprezentat de cultura incubata in mediul PVK ce continea 0,150 g/L
NaCl. Valorile reprezentate constituie media a doud determinari experimentale. Barele reprezintd eroarea standard

a mediei. Asteriscul marcheaza diferentele semnificative (¥** =p <001); ns — lipsa diferentelor semnificativ.
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CONCLUZII

Analiza literaturii de specialitate a evidentiat faptul ca schimbarile climatice manifesta efecte
negative asupra cresterii si dezvoltarii plantelor, dar si asupra bacteriilor rizosferice.

Bacteriile asociate rizosferei plantelor pot prezenta mecanisme directe si indirecte care
stimuleaza cresterea si amelioreaza stresul abiotic la plante.

Bacteriile tolerante la stresul abiotic produc osmoliti, antioxidanti si substante polimerice
extracelulare pentru a se adapta si supravietui in conditii nefavorabile.

Eficienta bacteriilor benefice este conditionata de colonizarea cu succes a radacinilor plantelor
prin intermediul unor mecanisme complexe: chemotaxie, motilitate, quorum sensing si formare
de biofilm.

in urma screening-ului calitativ si cantitativ realizat cu privire la unele mecanisme de stimulare
a cresterii plantelor s-au selectat tulpinile P3.3S si P1.5S deoarece acestea poseda mecanisme
multiple.

Genomul in draft al tulpinii P3.3S prezinta o lungime de 3 860 972 pb (perechi de baze), in
timp ce genomul in draft al tulpinii P1.5S are o lungime mai mica (3 667 318 pb).

Genomurile asamblate au fost incarcate in NCBI GenBank si sunt accesibile cu numerele
JARXQMO000000000 (tulpina P3.3S), respectiv JARZFW000000000 (tulpina P1.5S).
Tulpinile bacteriene P3.3S si P1.5S au fost identificate ca apartinand speciilor Bacillus
velezensis $i Bacillus safensis pe baza valorilor dDDH obtinute.

Conform adnotdrii functionale a genomului tulpinii B. velezensis P3.3S realizata de NCBI
Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP) au fost prezise in total 3826 de gene, iar
genomul tulpinii B. safensis P1.5S contine un numar total de 3748 de gene.

in cazul tulpinii B. velezensis P3.3S, analiza antiSMASH a identificat prezenta grupurilor de
gene responsabile de producerea de poliketide (bacilaena, dificidina, bacilizina, macrolactina
H), lipopeptide (surfactina, fengicind, bacilomicind, iturind) si a sideroforului bacilibactina.
Analiza antiSMASH a genomului tulpinii B. safensis P1.5S a permis identificarea unor grupuri
de gene biosintetice legate cu sinteza de poliketide (bacilizind), lipopeptide (surfactina,
lichenizina), siderofori (bacilibactina, schizochinen) si botromicina A2.

Spectrometria de masa MALDI-TOF a evidentiat capacitatea tulpinii Bacillus velezensis P3.3S
de a produce biomolecule cu proprietati antifungice din cele trei clase de lipopeptide (surfactina,
iturini si fengicina). in supernatantul culturii Bacillus safensis P1.5S au fost identificate doar
surfactina si bacilibactina.

Tulpina B. velezensis P3.3S a prezentat activitate antimicrobiana fatd de speciile fitopatogene

utilizate: Agrobacterium tumefaciens, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Sclerotinia
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sclerotiorum si Verticillium dahliae. Tulpina B. safensis P1.5S a inhibat doar dezvoltarea
miceliului speciei Rhizoctonia solani.

Tulpina B. velezensis P3.3S si-a mentinut activitatea antimicrobiana in conditii de stres
reprezentate de pH (5, 6, 7, 8), concentratii de NaCl (2,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 g/L) si
concentratii de PEGsoo (8%, 12%, 15%, 17,7%, 20%).

in genomul tulpinii Bacillus velezensis P3.3S s-au identificat numeroase gene implicate in
formarea de biofilm, chemotaxie, motilitate, semnalizarea quorum sensing si producerea de
substante polimerice extracelulare.

S-a observat ca tulpina Bacillus velezensis P3.3S este atrasa de compusii testati (glucoza, acid
fumaric, acid citric, maltoza, acid malic, fructoza si acid succinic), prezentdnd un raspuns
chemotactic relativ > 2.

Motilitatea tulpinii Bacillus velezensis P3.3S nu a fost afectatd de factorii de stres utilizati.
Tulpina Bacillus velezensis P3.3S a fost puternic aderenta si a format biofilm atét la un pH acid,
cat si unul alcalin, precum si la diferite concentratii de NaCl si PEG.

Arhitectura biofilmului s-a modificat in functie de conditiile de cultivare. De exemplu, celulele
bacteriene din biofilmele formate la 2,5 g/L NaCl si 8% PEGsggo sunt organizate sub forma de
lanturi care se impletesc intr-o retea complexa, conferind biofilmului un aspect spongios. Pe de
alta parte, biofilmul format la 15% PEGggg este format din celule bacteriene mici dispuse sub
forma de lanturi groase.

Hidrofobicitatea suprafetei celulare a fost influentatd in mod negativ de catre factorii de stres
precum salinitate si seceta.

Conditiile de stres utilizate nu au influentat producerea de exopolizaharide in cazul tulpinii B.
velezensis P3.38S.

Analiza BLAST a genomului tulpinii B. safensis P1.5S a evidentiat prezenta a numeroase gene
implicate in conferirea tolerantei la factorii de stres precum: temperaturi extreme, variatii de
pH, salinitate si secetd, dar si gene ce intervin in producerea de osmoliti si antioxidanti care
asigurd dezvoltarea optima a bacteriilor in conditii de stres.

Tulpina Bacillus safensis P1.5S a fost tolerantd la conditiile de stres abiotic testate: pH (5, 7 si
9), concentratii de NaCl (2,5, 10 si 15), respectiv valori de temperatura (20, 28 si 37°C).
Tulpina B. safensis P1.5S a solubilizat fosfatul tricalcic indiferent de conditia de stres testata,
sugerand toleranta acestei tulpini la temperatura, pH alcalin si salinitate (concentratii de NaCl).
in genomul tulpinii B. safensis P1.5S s-au identificat gene implicate in producerea de acizi
organici precum: gluconic, malic, formic, citric, lactic, acetic si succinic, dar si gene ce intervin
in producerea de fosfataze.

Investigarea in conditii de stres a unor mecanisme implicate in solubilizarea fosfatului tricalcic

au ardtat cd in cazul tulpinii B. safensis P1.5S principalul mecanism a fost reprezentat de
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producerea de acizi organici precum: tartric/gluconic, malic/formic, citric, lactic, acetic,
succinic si unul necunoscut.

Numarul acizilor organici, dar si concentratiile acestora se modifica in functie de conditia de
stres investigata (pH, temperatura si salinitate), dar nu au influentat semnificativ eficacitatea
tulpinii P1.5S de a solubiliza fosfatii anorganici

Fosfatazele acide si alcaline produse de catre tulpina Bacillus safensis P1.5S nu intervin in
solubilizarea fosfatului tricalcic in conditii de stres reprezentate de pH alcalin, temperatura si
salinitate.

Rezultatele obtinute au demonstrat potentialul biotehnologic al celor doua tulpini bacteriene
studiate, sugerand aplicarea lor in agricultura ca biofertilizatori sau biopesticide. Cu toate
acestea, sunt necesare studii suplimentare pentru a evalua pe deplin potentialul tulpinilor B.
safensis P1.5S si B. velezensis P3.3S ca biofertilizatori, respectiv biopesticide. Cercetarile
viitoare ar trebui sa se concentreze pe investigarea efectului pe termen lung al factorilor de stres
abiotici asupra viabilitatii si eficientei tulpinilor bacteriene, explorarea interactiunilor acestora
cu diverse populatii microbiene din sol, evaluarea performantei tulpinilor in conditii de teren si

evaluarea riscurilor de mediu asociate cu introducerea acesteia in ecosistemele agricole.
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