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Descriere:

Inventia se refera la biotehnologie si poate fi folosita in fitotehnie.

Este cunoscut faptul cé la lucerna se folosesc ingrasaminte biologice de tipul Rizotorfin, Rizolignin etc. [1, 2].

De asemenea este cunoscuta tulpina de bacterii de nodozitati Rhizobium meliloti 425a, pe baza céreia se produce preparatul
biologic cu capacitate de fixare a azotului atmosferic in simbioza cu plantele de lucerna [3].

Dezavantajul tulpinii ce se foloseste la producerea preparatului biologic este céd activitatea ei de a fixa azotul atmosferic este
scazutd si instabila, iar productivitatea plantelor este joasa.

Problema pe care o rezolva inventia consta in sporirea productivitatii plantelor si ameliorarea calitatii masei verzi a lucernei.

Esenta inventiei constd in propunerea unei bacterii de nodozitati Rhizobium meliloti CNM RB-03 pentru producerea preparatului
biologic, care are o activitate de fixare a azotului atmosferic mai inaltd, roada si calitatea masei verzi mai sporite fata de tulpina
analoaga Rhizobium meliloti 425a.

Problema data se rezolva prin utilizarea tulpinii de bacterii Rhizobium meliloti izolate din nodozitati mari de culoare roz colectate
de pe radacini de lucerna soiul Mejotnenscaia cultivata pe cernoziom podzolit nisipo-argilos din zona de nord a Republicii Moldova.
Bacteriile au fost izolate conform metodei propuse de L. M. Dorosinskii, ce constd in urmatoarele: nodozitatile se spala bine in apa
curgatoare, apoi se pun in cutii de portelan pentru 1 min in alcool etilic de 95%, dupa aceasta se introduc in solutie clorura de mercur
(HgCl,) si iarasi in alcool etilic de 95%. Nodozitatile dupa fiecare procedura se spala bine cu apa sterila.

Dupd efectuarea acestor procese in conditii aseptice, nodozitatile se pun in eprubete cu cate 2 ml apa sterila si cu un betigor de
sticla steril se strivesc bine pand cand se obtine o suspensie omogena. Din aceasta se fac insamantari pe suprafata mediului agarizat
in cutii Petri.

Tulpina se pastreaza in Colectia Nationald de Microorganisme (CNM) a Institutului de Microbiologie al Academiei de Stiinte a
Republicii Moldova cu nr. CNM RB-03.

Rezultatul tehnic: tulpina propusa formeaza un sistem rizobio-radicular mai activ decat la tulpina cunoscuta anterior.

Particularitatile morfologice culturale:

Dimensiunile celulelor culturii de 3 zile pe geloza de fasole sunt de 0,8...1,6 x 0,5...0,7 m si celulele au forma de bastonase,
mobile, cu crestere rapida, gram negative. La maturizare isi pierd mobilitatea si formeazd bacterioizi ramificati. Coloniile sunt
rotunde, netede, stralucitoare, albe-surii.

Particularitatile fiziologice biochimice:

Aeroba. Mezofila. Temperatura optima pentru dezvoltare 26...28°. Aciditatea optimd pH 6,8-7,0. Laptele cu lacmus nu se
peptonizeaza. Activ asimileaza glucoza, maltoza, zaharoza, lactoza. Amidonul nu se hidrolizeaza. Creste bine pe mediile cu azotat de
sodiu, cu sarurile de amoniu.

Indicii tulpinii sunt stabili. Tulpina nu este patogend. Se pastreaza la temperatura de +4...+5°C pe mediu nutritiv cu urmatoarea
componentd, g/1:

fierturd din fasole 50,00
zaharoza sau zahar alimentar 20,00
KQHPO43H20 1,00

gelozd 20,00
apa statuta restul.

Pentru obtinerea fierturii din fasole la 50 g de fasole se toarna un litru de apa statuta, se fierbe timp de 30 min si se filtreaza.

Tulpina se reinsamanteaza o data in decurs de 4...5 luni, iar multiplicarea ei se efectueaza la temperatura de 26 ... 28°C.

Pentru inocularea semintelor de lucernd tulpina de bacterii de nodozititi Rhizobium meliloti CNM RB-03 se cultiva pe mediu
nutritiv cu urmatoarea componenta, g/1:

extract de porumb 10,00
melasa 20,00
(NH4),SO4 0,50
KQHPO43H20 0,25
KHPO, 0,25
MgSO, 0,20
CaCO;, 1,00
apa statuta restul.

Exemple de folosire a tulpinii Rhizobium meliloti CNM RB-03

Exemplul 1

in experientele de laborator a fost utilizat soiul Tuna. Experientele s-au efectuat in vase cu sol (cernoziom carbonatat mediu
argilos cu umiditatea de 60% din umiditatea totald) in 3 repetitii.

Tratarea semintelor de lucernd cu suspensie de tulpind de bacterii de nodozitati Rhizobium meliloti CNM RB-03 si Rhizobium
meliloti 425a s-a facut in cutii Petri. Pentru aceasta in ele se toarna cite 15 ml de suspensiile cercetate cu titrul de 6 mird. celule/ml,
se introduc cate 100 seminte de lucernd, se amesteca cu suspensiile si se lasé pe 2...3 ore.

Dupi tratare semintele se scot, se usuci in loc umbrit timp de 20...30 min, apoi se incorporeazi in sol. In fiecare vas pentru
dezvoltare au fost lasate cate 10 plante. Evidenta acumularii de masa verde s-a efectuat in faza ramificarii plantelor.

Roada de masda verde la lucernd a sporit cu 9,5%, cantitatea de proteind brutd de 1,4 ori, numarul de nodozititi s-a marit cu
40,7%, iar activitatea azotofixatoare de 1,9 ori.

Rezultatele obtinute in experienta de laborator au aratat ca tulpina Rhizobium meliloti CNM RB-03 in comparatie cu tulpina
analoaga Rhizobium meliloti 425a este mai eficace.

Exemplul 2
In conditii de cAmp au fost semanate seminte de lucerna tratate cu o suspensie de tulpini de bacterii de nodozitati ale tulpinii
analoage Rhizobium meliloti 425a si cu suspensie de tulpind de bacterii de nodozitati Rhizobium meliloti CNM RB-03 cultivate in
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mediu lichid cu extract de porumb si melasa cu titrul de 6 mlrd. celule/ml. Semintele pentru semédnat se amestecd cu suspensia de
celule, se lasa pe 2...3 ore, se usuca in loc umbrit timp de 20...30 min, pe urma se incorporeaza in sol.

Experienta a fost efectuata in trei repetitii.

Evidenta roadei de masa verde la lucerna soiul Tuna s-a facut in fazele de imbobocire, inceputul infloririi, in decursul perioadei
de vegetatie (3...4 coase in perioada de vegetatie).

in conditii de camp tulpina Rhizobium meliloti CNM RB-03 a fost mai productivi in comparatie cu tulpina Rhizobium meliloti
425a. Sub influenta tratarii semintelor de lucernd cu tulpina propusa in comparatie cu tulpina cunoscuta roada de masa verde a sporit:
in primul an de vegetatie cu 10,0 g/ha; in al doilea an cu 40,0 g/ha si in al treilea an cu 128 g/ha, iar cantitatea de proteina brutad
respectiv cu 1,0; 4,2 si 15,0 g/ha.

in decursul a 3 ani de cultivare a lucernei, sub influenta tratarii ei cu tulpina propusi in comparatie cu tulpina cunoscuti, masa
verde sumar a sporit cu 7,9%, iar cantitatea de proteina bruta a crescut cu 14,6% (tab.).

Eficacitatea tulpinilor de nodozitéti asupra productivitatii la lucerna in conditii de camp

Varianta Indicii pe anii Sumar in 3 ani de cultivare
1993 1994 1995
Roada |Cantitate| Roada de | Cantitateq Roada |Cantitatea| Roada | Adaosul | Cantitatea | Adaosul fatd
de masd | a de pro-| masa ver- | de prote{ de masa | de protei- [ de masa| fatd de |de proteind| de tulpina
verde, teina de, ind brutd] verde, | nabruta, | verde, | tulpina bruta, analoagd, %
g/ha bruta, g/ha g/ha g/ha g/ha g/ha  |analoaga, g/ha
g/ha %
Martor (fara pre- | 553,0 28,1 605,0 36,2 955,0 55,5 2113,0 - 119,8 -
lucrare)
Tratarea seminte-
lor de lucerna cu
tulpina Rhizobium | 565,0 28,8 671,0 438 1007,0 65,8 2243,0 - 138,4 -
meliloti 425a
Tratarea seminte-
lor de lucerna cu
tulpina Rhizobium | 575,0 29,8 711,0 48,0 1135,0 80,8 2421,0 7,9 158,6 14,6
meliloti CNM RB-
03
DEMys| 5,8 g/ha | 8,0 g/ha | 41,9 g/ha
2,1% 4,8% 12,2%




