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Inventia se refera la un procedeu de crestere a nivelului de poliamine din plantele
cultivate si la un procedeu de selectie, din izolate naturale, a tulpinilor de bacterii sporulante
gram pozitive, utilizabile intr-un astfel de procedeu de crestere a nivelului de poliamine din
plante.

Sunt cunoscute mai multe procedee utilizate pentru a creste nivelul de poliamine din
plante, in scopul valorificarii efectelor benefice ale acestor compusi policationici, ubicuitari,
intesuturile vegetale. Poliaminele (si, in special, spermidina) sunt esentiale pentru procesele
fiziologice din plante, implicate in crestere si dezvoltare (germinatie, dezvoltarea mugurilor
axilari, inflorire si fructificare). Un nivel ridicat de poliamine intarzie senescenta si intensifica
dezvoltarea peretilor celulari vegetali. Poliaminele (si in special, putresceina si spermina) se
acumuleaza in tesuturile vegetale si ca o forma de rezistentd la stresuri abiotice (stres
oxidativ, ioni de metale grele in exces, inghet, secetd, stres salin/osmotic) si biotice (agenti
fitopatogeni biotrofi si hemibiotrofi).

Unele procedee utilizeaza tehnici de modificare a genomului plantelor. De exemplu,
brevetul WO 01/11062 prezinta un procedeu de obtinere a unor plante modificate genetic,
in care nivelul de poliamine este de 1,5 ori mai ridicat decat in plantele nemodificate genetic.
Procedeul implica transformarea celulelor plantelor prin integrarea, in genomul acestora, a
unor secvente, care codificd pentru enzime implicate in biosinteza poliaminelor, precum
arginindecarboxilaza (ADC) sau ornitindecarboxilaza (ODC), asociate unui promotor
puternic, si regenerarea unor plante transgenice din respectivele celulele vegetale. Cererea
de brevet US 20080010702 descrie un procedeu de crestere a nivelului de poliamine din
plante, prin integrarea, in genomul celular, a unui vector incluzand o secventa care codifica
pentru sperminsintaza exogena.

Pentru ca plantele modificate genetic au o acceptanta redusain Uniunea European3,
au fost dezvoltate procedee alternative de crestere a nivelului poliaminelor din plante, pentru
imbunatatirea raspunsului plantelor la cel putin un tip de stres. Cererea de brevet de inventie
FR 2929 640 se refera la un procedeu de ameliorare a rezistentei plantelor la stres, prin apli-
carea unei compozitii pe baza de glucide (zaharoza) si poliamine (putresceina, care este
precursorul metabolic al spermidinei si sperminei). Plantele astfel tratate prezinta o rezistenta
crescuta la erbicidele triazinice si au deci capacitatea de a creste pe soluri contaminate cu
reziduuri de erbicide triazinice. Aplicarea de poliamine endogene intr-o singura doza poate
insa sa determine reducerea ulterioara a nivelului de poliamine, datorita reducerii exprimarii
genelorimplicate in biosinteza poliaminelor sau activarii genelor de catabolizare a poliaminelor,
ca urmare a fenomenelor de reglare metabolica prin feed-back din tesuturile vegetale.

Cresterea nivelului de poliamine din plante are o serie de efecte favorabile, dar
determina si o crestere a sensibilitatii plantelor la agentii patogeni necrotrofi. Pentru a creste
rezistenta plantelor la fitopatogeni necrotrofi (multi dintre acesti fitopatogeni producatori de
micotoxine), au fost realizate procedee de reducere a nivelului de poliamine din plante. De
exemplu, brevetul WO 09/112505 revendicd un procedeu de modificare a genomului
plantelor, pentru modularea/reducerea nivelului de poliamine (prin inhibarea sau reducerea
exprimarii genelor implicate in biosinteza poliaminelor), in vederea cresterii rezistentei la
infectia spicului de cereale cu ciuperci din genul Fusarium, producatoare de trichotecene.

Problema pe care o rezolva inventia este de a realiza un procedeu de crestere a
nivelului de poliamine din plantele cultivate, concomitent cu reducerea riscului fitosanitar
asociat agentilor fitopatogeni necrotrofi.

Procedeul conform inventiei inlatura dezavantajele de mai sus, prin aceea ca este
alcatuit din urmatoarele etape: se insdmanteaza o culturd de mazare de toamna, Pisum
sativus subsp. arvense sau de mazariche de toamna, Vicia villosa sau Vicia panonica, direct
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in miriste, din a doua jumatate a lunii august pana in prima jumatate a lunii septembrie, la
o densitate de 70...75 seminte germinabile de mazare/m? si o densitate de 120...140 boabe
germinabile de mazariche/m?, se intretin culturile de mazare sau de mazariche pana la
sfarsitul lunii martie sau inceputul lunii aprilie, apoi se transforma in mulci bioactiv prin
tavalugire si se trateaza cu 600...700 I/ha de suspensie, care include un erbicid total pe baza
de glifosat, aplicat in doza de 0,9...1,2 kg s.a./ha, sau glufosinat de amoniu, aplicat in doza
de 0,5...0,7 kg s.a./ha, si o suspensie de 10°/ml de bacterii gram pozitive sporulate, la doua
saptamani de la convertirea culturii in mulci, se insdméanteaza o cultura de floarea-soarelui
sau de porumb hibrid semitimpuriu, la o densitate de 50...55000 seminte germinabile/ha
direct in mulciul vegetal, prin folosirea unei masini de semanat direct in miriste, se intretine
cultura pana la recoltare la mijlocul sau sfarsitul lunii septembrie.

Prin aplicarea inventiei, se obtin urmatoarele avantaje:

- creste nivelul de poliamine din plante, datorita eliberarii de precursori din materialul
vegetal in curs de descompunere, depus sub forma de mulci pe suprafata solului;

- scade posibilitatea aparitiei fenomenelor de reducere a nivelului de poliamine
rezultate din procesele de reglare metabolica prin feed-back din tesuturile vegetale, pentru
ca precursorii din materialul vegetal sunt eliberati treptat;

- reduce riscul fitosanitar asociat agentilor fitopatogeni necrotrofi ca urmare a
dezvoltarii de microbiocenoze antagoniste/supresive pe resturile vegetale inoculate cu
bacteriile aplicate concomitent cu mulcirea covorului vegetal de mazare sau mazariche;

- utilizeaza culturi ,verzi", de protectie in timpul iernii, incluse in masurile de
agromediu, pentru care se aplica plati compensatorii;

- asigurd mentinerea acoperitd, a cel putin 30% din suprafata solului, cu resturi
vegetale, prin folosirea procedeelor tehnologice, conservative, de prelucrare a solului;

- asigura realizarea unui management durabil al buruienilor, prin utilizarea mulciului
vegetal.

- asigura selectia unor tulpini bacteriene care au capacitate ridicata de colonizare a
resturilor vegetale rezultate prin mulcirea culturilor "verzi", de protectie in timpul iernii, sub
actiunea erbicidelor totale, ca urmare a rezistentei fata de erbicide si a capacitatii de a creste
pe materialul vegetal la valori mici ale coeficientului de activitate a apei;

- permite selectia unor bacterii care stimuleaza germinatia si dezvoltarea plantelor
de culturd, datorita producerii de poliamine din materialul vegetal in curs de descompunere;

- conduce la selectia unor microorganisme care reduc riscul fitosanitar al agentilor
fitopatogeni necrotrofi, datoritd capacitatii ridicate de colonizare a resturilor vegetale si a
antagonismului faté de respectivii agenti fitopatogeni.

Procedeul de cregtere a nivelului de poliamine din plantele cultivate cuprinde
urmatoarele etape: insdmantare direct in miriste, din a doua jumatate a lunii august panain
prima jumatate a lunii septembrie, a unei culturi de mazare de toamna, Pisum sativus subsp.
arvense, la o densitate de 70...75 seminte germinabile de mazare/m?, sau de mazariche de
toamna, Vicia villosa sau Vicia panonica, la o densitate de 120...140 boabe germinabile de
mazariche/m?; intretinerea culturii de mazare de toamna sau de méazariche pana la sfarsitul
lunii martie/inceputul lunii aprilie; transformarea culturii de mazare sau de mazariche in mulci
bioactiv prin tavalugire si tratare cu 600...700 I/ha de suspensie, care include un erbicid total
pe baza de glifosat, aplicat in doza de 0,9...1,2 kg s.a./ha, sau glufosinat de amoniu, aplicat
in doza de 0,5...0,7 kg s.a./ha, si o suspensie de 10°/ml de bacterii gram pozitive, sporulate,
care prezintd concomitent urmatoarele caracteristici: antagonism pentru agentii fitopatogeni
necrotrofi, rezistenta la glifosat sau glufosinat de amoniu, capacitate de eliberare de
poliamine si, in special, putresceina, din materialul vegetal de mazare sau mazariche;
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insdmantarea unei culturi de floarea-soarelui la o densitate de 50..55000 seminte
germinabile/ha, direct in mulciul vegetal, la doua saptamani de la convertirea culturii de
mazare sau mazariche in mulci, prin folosirea unei masini de semanat direct in miriste;
intretinerea culturii de floarea-soarelui pana la recoltare; alternativ, insamantarea unei culturi
de porumb hibrid semitimpuriu, la o densitate de 50...55000 seminte germinabile/ha, dupa
12...14 zile de la mulcire; intretinerea, in continuare, a culturii de porumb si recoltarea
acesteia, inclusiv, a tulpinilor de porumb, pana la mijlocul sau sfarsitul lunii septembrie.

Procedeul de selectie, din izolate naturale, a tulpinilor de bacterii utilizabile n
procedeul descris mai sus, care constd in urméatoarele trepte de selectie: selectarea
izolatelor de bacterii antagoniste fata de agentii fitopatogeni necrotrofi, prin determinarea in
vitro a antagonismului, tehnica culturilor duble pe mediu agarizat; selectarea, dintre izolatele
care au antagonism, a celor care au rezistenta fata de glifosat sau glufosinat de amoniu, prin
determinarea efectului erbicidului asupra ratei respiratiei unei suspensii de spori, obtinuta
prin inocularea a 2,5 ml suspensie de spori cu 10° ufc/ml in 22,5 ml de mediu Luria Bertani
lichid, continand concentratii de glifosat sau glufosinat de amoniu, echivalente concentratiilor
de erbicid din solutia aplicatad pentru mulcire, si incubata peste noapte; selectarea, dintre
izolatele de bacterii antagoniste fata de fitopatogeni si cu rezistenta la glifosat, a celor care
au capacitatea de a elibera poliamine din material vegetal de mazare sau mazariche
paroasa, in conditii de disponibilitate redusa a apei, prin determinarea, prin cromatografie
in strat subtire, a poliaminelor produse din 2,5 g de material vegetal uscat si méacinat,
mentinut la 0,95 a,,, inoculat cu 1 ml suspensie 10° ufc/ml de spori si incubat la temperatura
camerei, timp de trei zile; verificarea activitatii antagoniste a tulpinilor selectate, prin
cocultivarea bacteriilor cu agenti fitopatogeni necrotrofi pe substrat solid mentinut la 0,95 a,,
si intr-un ciclu de 12 h, la 30°C si iluminare cu lumina artificiala, si 12 hla 18°C, la intuneric;
verificarea inocuitatii tulpinilor selectate prin testul pe Galleria melonella.

Se dau, in continuare, 3 exemple de realizare a inventiei.

Exemplul 1. Se insaméanteaza direct in mirigte, in a doua jumatate a lunii august, o
culturd de mazare de toamna, Pisum sativus subsp. atvense. Se foloseste o magina de
semanat direct in miriste si se seamana la o densitate de 70...75 seminte germinabile de
mazére/m?, care corespunzand unei cantitati de 65...75 kg/ha. In cazul in care solul pe care
se cultivd mazarea este un sol cu un nivel redus de rhizobii, se procedeaza la inocularea cu
rhizobii specifice, Rhizobium leguminosarum bv. viciae, un litru de suspensie cu 10° ufc/min
pentru 250 kg de samanta. Cultura de mazare se intretine conform tehnologiei uzualen pana
la sfarsitul lunii martie. Se transforma cultura de mazare in mulci bioactivn prin tavalugire si
tratare cu 600...700 I/ha de suspensie care include un erbicid total pe baza de glifosat,
aplicat in doz& de 0,7...0,9 kg s.a./ha si o suspensie de 10°/ml de bacterii gram pozitive
sporulate. Bacteriile pozitive gram sporulate prezintd concomitent urmatoarele caracteristici:
antagonism pentru agentii fitopatogeni, rezistenta la glifosat, capacitate de eliberare de
poliamine si, in special, putresceina, din materialul vegetal de mazare. Selectia respectivelor
bacterii se face in conformitate cu procedeul 3, descris mai jos. Se insdmanteaza o cultura
de floarea-soarelui, la o densitate de 50...55000 seminte germinabile/ha, corespunzand unei
cantitati de samanta de 3,5...5 kg/ha, direct in mulciul vegetal, la doua saptamani de la
convertirea culturii de mazare in mulci bioactiv, prin folosirea unei magini de semanat direct
in miriste. Cultura de floarea-soarelui se intretine conform tehnologiei recomandate pentru
zona de favorabilitate, pana la recoltare.

Exemplul 2. Se insdmanteaza direct in mirigte, in prima jumatate a lunii septembrie,
o cultura de mazariche de toamna, Vicia villosa sau Vicia panonica. Se foloseste o masina
de semanat directin miriste, la o densitate de 120...140 boabe germinabile de mazariche/m?,
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corespunzand unei cantititi de 40...45 kg/ha. in cazul in care solul pe care se cultiva
mazarea este un sol cu un nivel redus de rhizobii, se procedeaza la inocularea cu rhizobii
specifice, Rhizobium leguminosarum bv. viciae, un litru de suspensie cu 10° ufc/ml, pentru
200 kg de samanta. Cultura de mazariche se intretine conform tehnologiei uzuale pana la
sfarsitul lunii martie. Se transforma cultura de mazare in mulci bioactiv, prin tavalugire si
tratare cu 600...700 I/ha de suspensie care include un erbicid total glufosinat de amoniu,
aplicatin dozade 0,5...0,7 kg s.a./ha si o suspensie de 10° spori/ml de bacterii gram pozitive.
Bacteriile pozitive gram sporulate prezintd concomitent urmatoarele caracteristici:
antagonism pentru agentii fitopatogeni, rezistenta la glufosinat de amoniu, capacitate de
eliberare de poliamine si, in special, putresceina, din materialul vegetal de mazare. Selectia
respectivelor bacterii se face in conformitate cu procedeul 3, descris mai jos. Dupa 12...14
zile de la mulcire, se insdmanteaza o cultura de porumb hibrid semitimpuriu, la o densitate
de 50...55000 seminte germinabile/ha, prin folosirea unei masini de semanat directin miriste.
Cultura de porumb se intretine conform tehnologiei recomandate pentru zona de
favorabilitate, pana la recoltare.

Exemplul 3. Se izoleaza din sol, conform procedurilor cunoscute, bacterii sporulate
gram pozitive. Se testeaza in vitro activitatea antagonista a izolatelor fata de diferitii agenti
fitopatogeni necrotrofi, cum ar fi: Fusarium spp., Alternaria spp, Botrytis spp., Sclerotinia
sclerotiorum si Sclerotium bataticola, prin utilizarea tehnicii culturilor duble. Culturile de
agenti fitopatogeni sunt improspatate pe mediu CGA (cartof, glucoza, agar), iar culturile de
bacterii pe mediu Luria-Bertani agarizat. Testarea activitatii antagoniste in vitro a izolatelor
se efectueaza pe mediul CGA, repartizat in placi Petri cu diametrul de 9 cm. Placile Petri se
insamanteaza cu microorganismele test, se incubeaza la 28°C si se analizeaza in ceea ce
priveste zona de inhibitie (mm) la 24, 48 si 72 h. Se selecteaza tulpinile care determina zona
de inhibitie mai mare de 5 mm.

Izolatele de bacterii antagoniste fata de fitopatogeni sunt testate apoi, in ceea ce
priveste rezistenta fatd de glifosat sau glufosinat de amoniu, prin determinarea efectului
erbicidului asupra ratei respiratiei unei suspensii de spori. Se obtine o suspensie de spori cu
10° ufc/ml, prin tehnicile cunoscute, respectiv, aplicarea unui soc termic unei culturi de 12
h, numararea sporilor si apoi normalizarea numarului de ufc, prin dilutie cu mediu LB steril.
Suspensia de spori se inoculeaza in 22,5 ml de mediu Luria Bertani lichid, continand glifosat,
in concentratiile micromolare de 4,4; 8,8; 17,6 sau 35,2 (corespunzand unor doze de 1,25;
2,5, 5, 10 I/ha, pentru produsul conditionat, continand 360 g/I, distribuit in 600 | apa) sau
glufosinat de amoniu in concentratiile micromolare de 1,25, 2,5, 5 i 10 (corespunzand unor
doze de 1; 2, 4, 8 I/ha, pentru produsul conditionat, continand 360 g/|, distribuit in 600 | apa).
Se incubeaza peste noapte si apoi se determina intensitatea respiratiei comparativ cu
respiratia aceleiasi suspensii de spori inoculati pe mediul Luria Bertani, faréd adaos de
erbicide. Se determina astfel izolatele care sunt rezistente la concentratiile de erbicid din
solutia aplicata pentru mulicire.

Aceste izolate, care sunt antagoniste si cu rezistenta la glifosat, sunt apoi selectate
din punct de vedere al capacitétii de a elibera poliamine din material vegetal de mazare sau
méazariche paroasa, in conditii de disponibilitate redus& a apei. Circa 10 kg de material
vegetal proaspat (de mazare sau mazariche) se usuca si se macina. Pulberea rezultata se
ambaleaza cate 10 g in pungi de polietilena si se sterilizeaza prin iradiere gamma, la o doza
de 25 kGy. Se aduc, intr-un vas Petri cu diametrul de 9 cm, 2,5 g de material vegetal uscat,
care se umecteaza cu 2,5 ml de apa distilata sterild. Placa Petri se deschide si se trece
aseptic intr-un exsicator steril, care are depuse pe fund cristale de azotat de potasiu.
Materialul vegetal maruntit se mentine peste noapte in exsicator, pentru a se stabiliza la o
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disponibilitatea apei de 0,95 a,. Acest material vegetal se inoculeaza cu 1 ml suspensie
10° ufc/ml de spori si se incubeazé la temperatura camerei, timp de trei zile. Dupa trei zile,
materialul vegetal se trece cantitativ intr-un Erlenmayer de 100 ml, impreuna cu 25 ml de
acid percloric 5%. Se extrage timp de 4 h, prin agitare pe un agitator magnetic, dupa care
se separa prin centrifugare. Din supernatant, se reiau 0,1 ml, care se derivatizeaza prin
dansilare. Intr-o fiola de reactie, se aduc 0,1 ml de supernatant, 0,2 ml solutie saturata de
carbonat de sodiu si 0,4 ml de clorura de dansil. Se incubeaza timp de o ora, la 60°C, apoi
se adauga 0,1 ml solutie 20% prolina (pentru indepartarea excesului de clorura de dansil).

Poliminele dansilate se extrag in 0,5 ml de toluen, care se evapora la sec si se reia
in 0,1 ml metanol. Poliaminele dansilate sunt apoi separate si identificate prin cromatografie
in strat subtire, folosind amestecuri cloroform:trietanolamina (9:1) si n-hexan:acetat de etil
(2:1), si comparandu-se cu valorile compusilor standard dansilati. Placile de siliciu sunt
observate in lumina UV, iar spoturile selectate sunt trecute cantitativ de pe placa intr-o
eprubeta. Din silicagel, se elueaza poliaminele dansilate cu solutie de metanol-toluen (9:1).
Fluorescenta este masuraté prin spectrofluorimetrie, folosind lumina de excitare de 415 nm
si lumina de emisie de 510 nm. Se lucreaza fata de un martor etalon, in care materialul
vegetal este tratat cu apa si nu inoculat cu bacterii.

Tulpinilor de bacterii antagoniste in vitro pe medii agarizate, cu rezistenta la erbicidele
totale pe baza de glifosat si glufosinat amoniu, si cu capacitate de a elibera poliaminele din
materialul vegetal, li se verifica activitatea antagonista prin cocultivarea bacteriilor cu agenti
fitopatogeni necrotrofi pe substrat solid. Se testeazd antagonismul fatd de Fusarium
graminearum Schw. DSMZ 4527 (teleomorfa Gibberella zeae Schw. Petch). Ciuperca
toxigena a fost cultivatd pe mediu inclinat cartof - glucoza - agar. Dupa sapte zile de
crestere, cultura a fost reluata in tampon fosfat salin, pH 7,2, adusa la 10° ufc/ml si inoculata
(0,1 ml/g) peste 2,5 g paie de grau sterilizate prin autoclavare si mentinute la 0,95 a,, prin
expunere, timp de 24 h, in exsicator, fatd de azotat de potasiu. Anterior, concomitent sau
ulterior tratamentului cu ciuperci F. graminearum, au sunt aplicate si tulpinile bacteriene de
testat. Exsicatoarele cu placile Petri pe care se afla diferitele variante experimentale se
incubeaza intr-un ciclu de 12 h la 30°C si iluminare cu lumina artificiala, si 12 hla 18°C, la
intuneric.

In final, pentru tulpinile care prezintd antagonism fata de F. graminearum, in testul
descris mai sus, se verifica inocuitatea prin testul pe Galleria melonella. Larvele sunt
crescute pe substrat de cultura, la 30°C. Substratul de crestere se obtine dupa cum urmeaza.
Se amesteca malai 400 g, faina 200 g, tarate de grau 200 g, drojdie uscata macinata 100 g
si lapte praf 200 g. La acest amestec pulverulent, se adauga 700 ml de amestec lichid,
compus din 350 ml miere si 350 ml glicering, in care s-a dizolvat ceara de albine (1:1).
Compozitia finala se omogenizeaza la mixer si se pastreaza in cutie de plastic, la 4°C.

Larvele de varsta a treia sunt pastrate la 4°C, pe substratul de crestere mentionat mai
sus. Cu ajutorul unei seringi Hamilton de 5 ul, se injecteaza cate 5 pl de suspensie
bacteriana, prin partea stanga a ultimului segment al larvelor. Dupa injectare, larvele sunt
plasate in incubator, la intuneric, la 30°C si se monitorizeaza mortalitatea.

In urma aplicarii tehnicii de mai sus, din 272 izolate de bacterii initiale, au fost
selectate 2 tulpini de bacili gram pozitivi, 56.1s si Usa2, care prezintd concomitent urma-
toarele caracteristici: antagonism pentru agentii fitopatogeni, rezistentd la glifosat si
glufosinat de amoniu, capacitate de eliberare de poliamine $i, in special, putresceina, din
materialul vegetal de leguminoase. Tulpinile 56.1s si Usa2 au fost identificate pe baza unei
taxonomii polifazice, respectiv, a combinarii caracterelor morfologice cu cele fiziologice si cu
cele moleculare. Tipizarea moleculara anterior efectuatd a demonstrat faptul ca cele doua
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tulpinile de bacterii apartin la genuri diferite. Coroborand datele morfologice, fiziologice si cu
cele moleculare (secventa 16s rADN si profilul acizilor grasi membranari), tulpina Usa2 a fost
incadrata ca apartinand speciei Bacillus subtilis, iar tulpina 56.1s, care a fost supusa si unei
secventieri totale a 16s rADN, a fost incadratd ca apartindnd speciei Brevibacillus
laterosporus.
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Revendicari

1. Procedeu de crestere a nivelului de poliamine din plantele cultivate, caracterizat
prin aceea ca este alcatuit din urmatoarele etape: se insamanteaza o cultura de mazare de
toamna, Pisum sativus subsp. arvense sau de mazariche de toamna, Vicia villosa sau Vicia
panonica, direct in miriste, din a doua jumatate a lunii august pana in prima jumatate a lunii
septembrie, la o densitate de 70...75 seminte germinabile de mazare/m? si o densitate de
120...140 boabe germinabile de mazariche/m?, se intretin culturile de mazare sau de
mazariche pana la sfarsitul lunii martie sau inceputul lunii aprilie, apoi se transforma in mulci
bioactiv prin tavalugire si se trateaza cu 600...700 I/ha de suspensie, care include un erbicid
total, pe baza de glifosat, aplicat in doza de 0,9...1,2 kg s.a./ha, sau glufosinat de amoniu,
aplicat in doza de 0,5...0,7 kg s.a./ha, si o suspensie de 10°/ml de bacterii gram pozitive
sporulate, la doua saptamani de la convertirea culturii in mulci, se insdmanteaza o cultura
de floarea-soarelui sau de porumb hibrid semitimpuriu, la o densitate de 50...55000 seminte
germinabile/ha, direct in mulciul vegetal, prin folosirea unei masini de semanat direct in
miriste, se intretine cultura pana la recoltare la mijlocul sau sfarsitul lunii septembrie.

2. Procedeu de crestere a nivelului de poliamine din plantele cultivate, conform
revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca tulpinile de bacterii gram pozitive sporulate,
utilizate in tratarea mulciului bioactiv, se obtin prininocularea a 2,5 parti, in volum, suspensie
de spori cu 10° ufc/ml in 22,5 parti, in volum, de mediu Luria Bertani lichid, care contine
concentratii de glifosat sau glufosinat de amoniu, echivalente cu concentratiile de erbicid din
solutia aplicatd pentru mulcire si se incubeaza peste noapte, se selecteaza izolatele de
bacterii antagoniste fata de fitopatogeni si cu rezistent la glifosat, care au capacitatea de
a elibera poliamine din material vegetal de mazare sau mazariche paroasa, in conditii de
disponibilitate redusa a apei.

3. Procedeu de crestere a nivelului de poliamine din plantele cultivate, conform
revendicarii 2, caracterizat prin aceea ca identificarea bacteriilor antagoniste fata de
fitopatogeni si cu rezistenta la glifosat, care au capacitatea de a elibera poliamine, se reali-
zeaza prin determinarea, prin cromatografie in strat subtire, a poliaminelor produse din
2,5 parti, in greutate, material vegetal uscat si macinat, mentinut la 0,95 a,, inoculat cu o
parte, in volum, suspensie 10° ufc/ml de spori si incubat la temperatura camerei timp de trei
zile, si se verifica activitatea antagonista a tulpinilor selectate prin cocultivarea acestora cu
agenti fitopatogeni necrotrofi, pe substrat solid mentinut la 0,95 a,, i intr-un ciclu de 12 h,
la intuneric, la 30°C, si iluminare, cu lumina artificiala 12 h, la 18°C, si verificarea inocuitatii
tulpinilor selectate prin testul pe Galleria melonella.
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