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RO 128586 B1

Prezenta inventie se refera la un procedeu de obtinere a unui biopreparat pe baza
de microorganisme folositoare plantelor de culturd, microorganisme care sunt aplicate catrata-
ment al semintei si/sau al solului, $i sunt generic denumite microorganisme agro/bioinoculante.

Sunt cunoscute diverse procedee de obtinere a biopreparatelor pe baza de
microorganisme inoculante, microorganisme care au actiuni multiple asupra plantelor de
cultura (furnizare de azot fixat biologic, solubilizare fosfor, biodisponibilizare micro-elemente;
protectie impotriva agentilor ddunatori; stimularea cresterii plantelor, ca urmare a producerii
de fitohormoni si precursori in rizoplanul plantelor de cultura etc.) si solului. La céativa ani
dupa descoperirea simbiozei dintre rhizobi si leguminoase, doi cercetatori germani (Nobbe
si Hiltner) au obtinut brevete in Marea Britanie (GB 189511460) si Statele Unite ale Americii
(US 570813), pentru primul procedeu de obtinere si utilizare a unui biopreparat bioinoculant,
pe baza de bacterii fixatoare de azot in simbioza cu leguminoasele. Aceste prime doud
brevete se refera la cultivarea unei tulpini de bacterii (specifice pentru o planta leguminoasa
datd) pe un mediu semisintetic (zahar, asparagina, extract apos din parti verzi de
leguminoase), gelifiat cu agar-gelatina si repartizat pe peretele inferior al unui flacon de
sticla. Cultura de microorganisme, rezultata pe acest mediu gelifiat, isi pastra viabilitatea timp
de cateva luni. Flacoanele din sticla erau transportate la locul aplicarii, bacteriile fixatoare de
azot fiind reluate intr-o solutie apoasa (care includea zahar, asparagina si extract apos din
parti verzi de leguminoase), in proportie de 1...3 litri solutie per flacon. Suspensia astfel
rezultata (denumitd emulsie de culturd pura, in brevetele initiale) era utilizatd pentru
tratamentul prin umectare al semintei de leguminoase, prin amestecare viguroasa, impreuna
cu un mediu destinat stimularii dezvoltarii bacteriilor inoculate (respectiv, solutia de zahar,
asparagina si extract apos din partile verzi de leguminoase, eventual inclusa de la inceput
in lichidul destinat reluarii culturii de pe mediu gelifiat) si apoi $i cu un material granular uscat
(sol, nisip sau materiale similare), destinat prevenirii aglomerarii materialului semincer.

in urma criticilor unor utilizatori (care pretindeau ca gelatina, fiind o sursa
semnificativa de azot fixat, inhiba capacitatea de fixare biologica a azotului), componenta de
gelifiere a mediului de cultura a fost limitatd numai la agar.

Acest procedeu initial, de producere si utilizare a inoculantilor agricoli, prezenta insa
o serie de dezavantaje: (i) pretul de cost ridicat, datoritd pretului mare al agarului; (ii)
termenul de valabilitate relativ scazut care impunea o activitate sezoniera de productie; (iii)
volumul mare si greutatea ridicata a flacoanelor de sticla utilizate pentru cultivarea bacteriilor;
(iv) slaba reproductibilitate in practicd a extractului apos din parti verzi de plante
leguminoase, utilizat in mediile de cultura gelifiate si in cele de stimulare a dezvoltarii
bacteriilor inoculante; (v) lipsa de selectivitate a sursei de carbon.

Pentru inlaturarea dezavantajelor procedeului initial dezvoltat, au fost dezvoltate noi
procedee de cultivare si de aplicare. Cultivarea in masa a microorganismelor s-a realizat pe
medii lichide, aerate si agitate, care au fost considerate mai productive si mai ieftine. S-a
eliminat astfel utilizarea agarului ca agent de gelifiere. in mediul de cultura, extractul apos,
din parti verzi de plante leguminoase, a fost inlocuit cu extract de drojdie, produs mai ugor
de obtinut si standardizat. Zaharul a fost inlocuit cu polioli derivati din zaharide (ca, de
exemplu, manitolul), pentru a creste selectivitatea sursei de carbon din mediul de cultura.
Suspensia de microorganisme, in mediul de cultura, a fost adsorbita in suporturi de conditio-
nare (de o mare varietate), repartizate in ambalaje din materiale plastice. S-au eliminat astfel
flacoanele din sticld si a crescut rata de supravietuire a microorganismelor inoculante.
Utilizarea unor suporturi de conditionare solide a permis eliminarea etapei de aplicare a
materialului granular uscat (destinat prevenirii aglomerarii materialului semincer, umectat cu
suspensie de inoculanti). Pentru cresterea aderentei pe sdmanta in momentul tratamentului,
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s-au folosit diferiti adezivi, care fie au fost introdusi in suportul de conditionare, fie erau apli-
cati ca tratament umed, concomitent cu inoculantii. Pentru cresterea ratei de supravietuire
a microorganismelor inoculante pe samanta, au fost folositi polimeri biodegradabili hidrofili
(de exemplu, derivati de celuloza) si/sau osmoprotectanti (ca, de exemplu, trehaloza).

Toate aceste perfectionari ale procedeului initial de cultivare si aplicare a micro-
organismelor inoculante au fost prezentate in brevete (unele deja ajunse in domeniul public)
si lucrari stiintifice, care au fost insumate in manuale si ghiduri de buna practica. Un astfel
de exemplu este cel al ghidului de buna practica in producerea si aplicarea inoculantilor,
care afost publicat de Organizatia pentru Alimentatie si Agricultura (Guidelines for inoculant
production, FAO, Roma, 1994).

Procedeele de cultivare si de aplicare, dezvoltate initial pentru bacteriile fixatoare de
azot in simbioza cu leguminoasele, au fost extinse si pentru alte microorganisme utile
plantelor de cultura - bacterii fixatoare de azot asociative si/sau libere in sol, microorganisme
care solubilizeaza fosforul anorganic din sol, rizobacterii favorizante ale cresterii plantelor
(PGPR - plant growth promoting rhizobacteria), microorganisme entomopatogene si/sau
antagoniste pentru fitopatogeni etc.

Desi foarte larg utilizate si in prezent, bioprodusele inoculante, conditionate pe
suporturi solide, prezinta si o serie de dezavantaje legate de conditiile de aplicare (care soli-
citd manopera suplimentara pentru descarcarea sacilor cu samanta, umectarea semintelor
cu solutii de adezivi, tratarea semintelor cu biopreparat pe suport solid, reinsacuire, transport
la camp), de aspirarea de pe saméanta, in cazul anumitor tipuri de semanatori si de compa-
tibilitatea redusa a inoculantilor pe suporturi solide, aplicati ca tratament la samanta, cu
produsele de protectia plantelor, aplicate sub aceeasi forma de tratament.

Pentru inlaturarea dezavantajelor de mai sus, au fost propuse mai multe solutii.
Pentru cresterea ratei de supravietuire la desicare si a compatibilitdtii cu produsele de
protectie a plantelor, au fost descrise procedee prin care se produc bioproduse inoculante
cu eliberare controlatd, destinate, in general, tratamentului solului. Aceste procedee au
avantajul si de a permite elaborarea unor bioproduse a caror aplicare asigura o colonizare
continua a rizosferei si a rizoplanului de catre microorganismele inoculante, eliberate treptat
din matricea de conditionare.

Unele procedee implica inchiderea microorganismelorin geluri din polimeri biodegra-
dabili, urmata de uscarea micro granulelor rezultate. US 4818530 descrie un procedeu de
realizare a granulelor de alginat de calciu, care contin spori de ciuperci antagoniste pentru
fitopatogeni. Acest procedeu implica amestecarea sporilor de ciuperci antagoniste cu o
solutie coloidala de alginat de sodiu, coacervarea picaturilor de amestec alginat - spori intr-o
solutie de clorurd de calciu, urmata de recoltarea si uscarea granulelor. Procedeul are
dezavantajul de a utiliza spori de ciuperci recoltate de pe un mediu agarizat, pretul de cost
al agarului impiedicand ridicarea la scara. Acest procedeu a fost aplicat in gel de alginat de
calciu, care a fost extins pentru bacteriile inoculante, cultivate pe medii lichide, aerate si
agitate (Bashan, 1986, Alginate beads as synthetic inoculant carriers for slow release of
bacteria that affect plantgrowth, Appl Environ Microbiol., 51, 1089-1098).

Alte procedee de realizare a bioproduselor agroinoculante cu eliberare controlata,
destinate tratarii solului, utilizeaza purtatori solizi, minerali, cu o structura foarte poroasa.
FR 2899580 descrie includerea unor forme L de Rhizobium (rezultate prin tratarea cu lizozim
a suspensiilor de bacterii, obtinute dupa cultivarea timp de 24...48 h pe medii lichide) in
zeoliti naturali si utilizarea compozitiei astfel rezultate. Documentul WO/2004/005219 A1
prezintd un procedeu prin care se amesteca o suspensie de rhizobii, turba, apa si argile
(bentonita sau saponitd, in proportie de 50...98%), care apoi se granuleaza si se usuca,
pentru a se obtine o compozitie cu eliberare controlata.
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Procedeele care implica bioproduse cu eliberare controlatd, aplicate la sol, au dez-
avantajul ca vehiculeaza cantitati importante de bioproduse si materiale accesorii.

Alte cai de rezolvare a problemelor tehnice, asociate dezavantajelor prezentate de
bioprodusele inoculante, conditionate pe suporturi solide, au fost cele care folosesc polimeri
hidrofili. Polimerii superadsorbanti au fost folositi pentru conditionarea/tratarea microorganis-
melor inoculante. Poliacrilamida a fost printre primii polimeri propusi ca alternativa la
suporturile solide (Domergues si Hoang, Polyacrylamide entrapped Rhizobium as inoculant
for lequmes, 1979, Appl. Environ. Microbiology 37, 779-781). In lucrarea citata, autorii au
demonstrat ca rhizobiile cultivate pe medii lichide si conditionate prin inchidere in gel de
poliacrilamida au aceeasi eficacitate ca si cele adsorbite in turba neagra. Producerea
poliacrilamidei implica insa utilizarea unor monomeri neurotoxici si a unui personal inalt
calificat, fapt care a limitat extinderea acestei solutii de conditionare.

in US 4975105, este descris un biopreparat pe baza microorganismelor inoculante
din categoria ciupercilor de exomicoriza (Suillus luteus; Pisolithus tinctorius), in care respec-
tivele microorganisme inoculante sunt incluse intr-un polimer superadsorbant (poliacrilat si
saruri de policarilat, copolimeri de poliacrilati cu poliacrilamida si/sau alcool polivinilic), care
este gonflat in apa la de 300...500 ori greutatea initiald, si in care sunt apoi introduse
radacinile plantelor tratate. Procedeul descris prin brevetul US 4975105 este limitat numai
la tratamentul arborilor si arbustilor aflati in curs de transplantare la locul definitiv.

S-au realizat si procedee de producere a inoculantilor pe medii lichide cu viscozitate
ridicata. US 6606822 B2 descrie o compozitie de inoculantlichid, rezultata prin amestecarea,
in proportie de 1:1, a suspensiei de microorganisme, rezultatd dupa cultivare, timp 7 zile, in
mediul de cultura lichid, cu o solutie contindnd 3% polivinilpirolidona si 0,2% K,Mo0O,, care
asigura o buna supravietuire a rhizobiilor, atatin suportul de conditionare, cat si pe semintele
tratate. in US 7022644 B2, compozitia lichida, pentru pastrarea pe timp indelungat a
rhizobiilor inoculante, este realizata prin adaugarea, peste suspensia de microorganisme,
rezultatd dupa cultivare timp de 96 h in mediul de cultura lichid, a maltozei (solida si sirop)
si a sorbatului de potasiu. US 2007/00 68072 A1 descrie un procedeu in care bacteriile
inoculante (fixatoare de azot sau favorizante ale cresterii plantelor) sunt cultivate pe mediu
lichid, aerat si agitat, recoltate aseptic si apoi trecute pe un mediu (semi)lichid, care contine
un amestec de derivati de celuloza - polimeri solubili si surse de carbon constand in
aminoacizi, amidon, manitol, dextrine, maltodextrine, singure sau in amestec.

Cu foarte putine exceptii, toate procedeele de obtinere, dezvoltate pana acum, pre-
zinta dezavantajul de a implica o etapa de cultivare in masa a microorganismelor inoculante,
pe medii lichide, aerate si agitate. Pentru a corespunde cerintelor acestei etape, au fost
eliminate, din productia de inoculanti agricoli, tulpinile cu crestere mai lenta si producere
masiva de exopolizaharid, adica tocmai tulpinile pe care studiile efectuate le-au dovedit a fi
cu eficacitate si competitivitate ridicata, (Leigh si Coplin, 1992, Exopolysaccharides in Plant-
Bacterial Interactions, Annu. Rev. Microbiol., 46:307-46).

In cazul in care se folosesc medii gelifiate, pentru multiplicarea microorganismelor
inoculante, gelifierea se realizeaza cu agar, pretul de cost al acestui material obtinut prin
recoltare din naturd impiedicand extinderea pe scara larga a unor astfel de solutii tehnice.

Un alt dezavantaj al procedeelor descrise mai sus este specificitatea ridicata a
acestora, respectiv, dezvoltarea lor preponderenta pentru un anumit tip de microorganism
inoculant. Corolarul acestui tip de specificitate ridicata este lipsa unor procedee care sa ofere
conditii favorabile pentru dezvoltarea unor consortii microbiene de consens prin cocultivarea
diferitelor tulpini compatibile de microorganisme inoculante.

4



RO 128586 B1

Problema tehnica, pe care o rezolva inventia, este de a realiza un procedeu de obti-
nere a unui biopreparat pe baza de microorganisme inoculante, prin care sa se favorizeze
dezvoltarea tulpinilor cu crestere lenta si producerea masiva de exopolizaharid, formarea de
consortii microbiene de consens prin cocultivarea diferitelor tulpini compatibile de
microorganisme inoculante si o supravietuire pe termen lung a microorganismelor cultivate.

Procedeul de obtinere a unui biopreparat microbian, bioinoculant, conform inventiei,
este alcatuit din urmatoarele etape: realizarea unui volum de 10...20 | de solutie de aplicare,
prin dizolvarea, in apa proaspata de fantana, la temperatura mediului ambiant, a cantitatilor
de substante corespunzatoare urmatoarelor concentratii: 3,0 g/l zaharoza; 0,5 g/l K,HPO,;
0,2 g/IMgSOx7H,0; 0,1 g/l NaCl; 0,1 g/l extract de drojdie; 0,5 g/l glutamat de sodiu; 0,2 g/l
K,MoQO,; adaugarea a 200...250 ml de mediu de cultura hidrogelifiat, continand microorga-
nisme inoculante, crescute pe acest mediu, [a2...51 de solutie de aplicare; amestecarea sus-
pensiei rezultate, timp de 10...15 min; decantarea supernatantului si inlaturarea resturilor de
hidrogel; diluarea in suspensie de microorganisme in solutie de aplicare cu apa proaspata
de fantana, pana la realizarea unor norme de aplicare cuprinse intre 91 si 218 I/ha si apli-
carea suspensiei rezultate in brazda, concomitent cu semanatul, prin utilizarea de echipa-
mente agricole specifice, la presiuni de lucru cuprinse intre 0,5 si 3 bari ale echipamentului
de aplicare prin pulverizare in brazda si la o vitezd medie de deplasare a agregatului de
semanat de 7 km/h.

Procedeul conform inventiei prezinta urmatoarele avantaje:

- pretul de cost scazut, datorita pretului de cost scazut al hidrogelurilor superadsor-
bante (larg utilizate in igiena personala sau pentru mentinerea apei in solurile/substraturile
de cultura nisipoase);

- favorizarea formarii de biofilme de catre microorganismele cultivate pe mediile
hidrogelifiate, fapt care permite dezvoltarea corespunzatoare a tulpinilor cu crestere lenta si
producere masiva de exopolizaharid, ca si constituirea consortilor microbiene de consens;

- supravietuirea pe termen lung a microorganismelor cultivate in stare sesila (incluse
in biofilme), care asigura un termen de valabilitate ridicat si permite o ritmicitate corespunza-
toare a activitatii de productie, pe tot parcursul anului;

- volumul mic al ambalajelor, cat si 0 masa totala de depozitat si de transportat foarte
apropiata de cea net3;

- posibilitatea utilizarii procedeului pentru toate categoriile de microorganisme
inoculante;

- asigurarea unor compozitii specifice, cu selectivitate ridicata, pentru fiecare tip de
tulpina de microorganism inoculant;

- acumularea, in biomasa microbiana cultivatd in biofilme, de compusi hidrofili si
osmoprotectanti, cu rol de crestere a ratei de supravietuire la desicare.

Mediul de cultura hidrogelifiat, contindnd microorganisme inoculante, se realizeaza
prin urmatoarele etape: prepararea unui mediu de cultura lichid specific pentru tulpinile de
microorganisme inoculante care urmeaza a fi cocultivate; adaugarea, la mediul de cultura
lichid, a unor granule de hidrogel - polimer hidrofil superadsorbant (copolimer poliacrilat -
poliacrilamida), in proportie de 1 g polimer superadsorbant la 100...200 ml mediu de cultura;
gonflarea hidrogelului - polimerului superadsorbant $i scurgerea excesului de mediu de
culturd; distribuirea a 200...250 ml mediu de cultura adsorbit in polimerul superadsorbant
gonflat intr-o punga de polipropilena cu volum de 400...500 ml si sigilarea prin termosudare
a pungii; sterilizarea la 121°C, timp de 20 min, a pungilor de polipropilend cu mediu de
culturd adsorbit in polimeri hidrofili; inocularea fiecarei pungi prin injectarea aseptica cu
1,5...2 ml de suspensie 10°...10% ufc/ml microorganisme inoculante; sigilarea, in conditii
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aseptice, a gaurii rezultate lainoculare siincubarea timp de 3...7 zile, la temperatura optima
de crestere a tulpinilor de microorgansime inoculante; reambalarea pungilor de polipropilena,
cu mediu de cultura adsorbitin polimeri superadsorbanti, pe care au crescut microorganisme
inoculante, in pungi de polietilena de dimensiuni mai mari, etichetarea si depozitarea timp
de 2... 12 luni, in locuri ferite de umiditate, lumina si caldura excesiva.

Prezenta inventie se ilustreaza prin urmatoarele exemple.

Exemplul 1. Se prepara 1| de mediu Lazareva, cu urmatoarea compozitie: manitol -
10 g/l, K,HPO, - 0,5 g/l, MgSOx7H,O - 0,2 g/l, NaCl - 0,2 g/l, CaSO, -0,1 g/l, MnSO, -
0,005 g/l, (NH,),MoOx2H,0 - 0,002 g/l si extract de drojdii - 1 g/l.

Ingredientele mediului de cultura se dizolva, pe rand, in circa 800 ml apa distilata, se
aduce la 1000 ml, cu apa distilata, se verifica si se corecteaza, daca este nevoie, la pH 6,8.
Se adauga, la 1000 ml mediu de cultura lichid Lazareva, 5 g de hidrogel - polimer hidrofil
superadsorbant (Aquasorb, copolimer poliacrilat - poliacrilamida, destinat retinerii apei in sol
si substraturi de crestere, produs de SNF Floerger, Franta), se asteapta 15 min, pentru
gonflarea hidrogelului - polimerului superadsorbant, si apoi se scurge excesul de mediu de
cultura. Se distribuie 200 ml mediu de cultura adsorbit in polimerul superadsorbant, gonflat
intr-o punga de polipropilena cu volum de 400 ml si se sigileaza punga prin termosudare.
Pungile de polipropilend, cu mediu de culturd adsorbit in hidrogeluri superadsorbante, se
sterilizeaza la 121°C, timp de 20 min. Se inoculeaza fiecare punga, prin injectarea aseptica
cu 2 ml de suspensie 10° ufc/ml, tulpina SOg,, de Bradyrhizobium japonicum (numar de
depunere NCAIM 001354). Se resigileaza punga in conditii aseptice si se incubeaza timp de
7 zile, la temperatura de 28°C. Dupa 7 zile de incubare, se scot pungile cu hidrogel din
incubator, se reambaleaza in pungi de polietilena de dimensiuni mai mari, se eticheteaza si
se depoziteaza in locuri ferite de umiditate, lumina si caldura excesiva.

Aplicarea microorganismelor s-a realizat in conditii controlate (sera), pentru a se testa
procedeul de aplicare si a se verifica pastrarea calitatilor biologice ale tulpinii de
Bradyrhizobium japonicum, dupa cultivare pe medii hidrogelifiate. S-au realizat 2 | de solutie
de aplicare, cu urmatoarea compozitie: 3,0 g/l zaharoza;, 0,5 g/l K,HPO, 0,2 g/l
MgSOx7H,0O; 0,1 g/l NaCl; 0,1 g/l extract de drojdie; 0,5 g/l glutamat de sodiu, 0,2 g/l
K,MoO,. Ingredientele au fost dizolvate, pe rand, in apa dura standard (considerata in
literatura de specialitate ca fiind un etalon pentru apa de fantana). Apa dura standard s-a
obtinut prin amestecarea a 68,5 ml solutie A cu 17 ml solutie B, intr-un berzelius de 1000 ml.
S-a diluat apoi cu circa 800 ml apa distilata si s-a adus pH-ul la6...7, prin addugare de NaOH
0,1 N. S-a transferat intr-un vas cotat de 1000 ml si s-a adus la semn cu apa distilata.

Solutia A s-a preparat astfel: s-au cantarit 4 g carbonat de calciu si s-au transferat
intr-un flacon conic de 50 ml, cu o cantitate minima de apa distilatd. S-au adaugat incet
82 ml HCI 1 N, agitand continutul. Cand tot carbonatul de calciu s-a dizolvat, s-a diluat
solutia, la circa 400 ml, cu apa distilata si s-a fiert, pentru eliminarea CO,. S-a racit solutia
si apoi s-au adaugat doud picaturi de solutie rogu de metil si s-a neutralizat cu solutie de
amoniac 1 N, pana la o culoare intermediara, portocalie. S-a transferat cantitativ intr-un
balon cotat de 1000 ml, s-a adus la semn cu apa distilata si apoi s-a transvazat, pentru
pastrare, intr-un flacon de polietilena.

Solutia B s-a preparat astfel: s-au cantarit exact 1,613 g oxid de magneziu si s-au
transferat intr-un flacon de 500 ml, cu o cantitate minima de apa distilata. S-au adaugat 82
ml HCI 1 N. S-a reincalzit incet pana la dizolvare, s-a diluat la circa 400 ml, cu apa distilata
si s-a fiert, pentru eliminarea CO,. S-a racit solutia si apoi s-au adaugat doua picaturi de
solutie rosu de metil si s-a neutralizat cu o solutie de amoniac 1 N, pana la o culoare
intermediara, portocalie. S-a transferat cantitativ intr-un balon cotat de 1000 ml, s-a adus la
semn cu apa distilata si s-a transvazat, pentru pastrare, intr-un flacon de polietilena.

6
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S-a desfacut ambalajul de depozitare si s-a transportat din polietilenad, s-a taiat
ambalajul din polipropilena cu hidrogel, pe care au crescut microorganismele inoculante si
s-a inceput distribuirea celor 200 ml de mediu de culturd hidrogelifiat, impreuna cu
microorganismele inoculante, crescute pe acest mediu, in solutia de aplicat, in raport de 200
ml la 2 | de solutie de aplicare. S-a amestecat mediul cu cultura hidrogelifiat, pe care au
crescut microorganisme, cu solutia de aplicat, timp de 15 min, s-a decantat supernatantul
si s-au inlaturat resturilor de hidrogel. Suspensia de microorganisme in solutia de aplicare
s-a diluat, in raport 1 la 10, cu apa dura standard, iar solutia diluatd a fost aplicatd ca
tratament al substratului de crestere (preluvosol rogcat: mranita: nisip - 2:1:1, repartizat in
ghivece cu suprafata de 0,025 m? si cu un volum de 7,5 ), in raport de 0,5 ml per ghiveci
(corespunzand la 200 I/ha). in fiecare ghiveci, au fost insdmantate cate 4 boabe de soia
(Glycine max, ev. Danubian), fiecare la cate 10 cm, una de alta. Pentru fiecare bob
insamantat, s-au aplicat 0,125 ml de suspensie bacteriana, inoculanta, preparata ca mai sus.

Exemplul 2. Procedeul descris in cazul exemplului 1 se repeta pentru tulpina Td50
de Trichoderma vinde (numar de depozit NCAIM001358), cu urméatoarele diferente: se
foloseste mediul Weindling, cu urmatoarea compozitie: glucoza 25 g/l, bactopeptona 2 g/l,
KH,PO, 1 g/l, MgSO, 1 g/l, FeCl; 0,1 g/l si pH 6,4. Se distribuie 250 ml mediu de cultura
adsorbit in polimerul superadsorbant, gonflat intr-o punga de polipropilena cu volum de
500 ml. Se incubeaza timp de 7 zile, la temperatura de 25°C. La aplicare, cei 250 ml de
mediu de cultura hidrogelifiat din punga, pe care au crescut ciupercile antagoniste, au fost
diluati cu 2,5 | de solutie de aplicare, care au fost apoi diluati 1 la 10, din suspensia finala,
inoculandu-se solul. Pentru testarea procedeului de aplicare si verificarea pastrarii activitatii
biologice dupa cultivare pe hidrogel, s-au folosit seminte de castraveti (Cucumis sativus, ev.
Joker), fiecare samanta fiind amplasata la cate 10 cm, una de alta.

Exemplul 3. Procedeul descris in cazul exemplului 1 se repeta pentru un consortiu
format din Rhizobium leguminosarum bv. viciae Mz269 (numar de depozitare NCAIM
B 001351) si Paenibacillus graminis FL400 (numar de depozitare NCAIM B 001361), cu
urmatoarele diferente: se foloseste tot mediul Lazareva, dar se distribuie 250 ml mediu de
cultura adsorbit in polimerul superadsorbant, gonflat intr-o punga de polipropilena cu volum
de 500 ml. Se incubeaza timp de 3 zile, la temperatura de 29°C. La aplicare, cei 250 ml de
mediu de cultura hidrogelifiat din pungd, pe care a crescut consortiul bacterian politulpinal,
au fost diluati cu 5 | de solutie de aplicare, care au fost apoi diluati 1 la 4, din suspensia
finala, inoculandu-se solul. Pentru testarea procedeului de aplicare si verificarea pastrarii
activitatii biologice dupa cultivare pe hidrogel, s-au folosit seminte de mazare (Pisum sativum
ev. Dora), fiecare bob fiind amplasat la cate 10 cm, unul de altul. Plantele rezultate din
semintele insamantate in solul tratat cu bacterii inoculante au fost crescute in conditii
controlate (temperaturéd de 22°C+1°C, iluminare 12 h pe zi, cu 250 umol fotoni m?s”,
umectare substrat de crestere la 80% capacitate de retinere a apei).

in cazul experimentelor de aplicare, realizate in conditii controlate, s-a urmarit
influenta procedeului de obtinere a biopreparatelor cu microorganisme inoculante, cultivate
pe medii hidrogelifiate, conform inventiei, si aplicate in doze corespunzatoare celor de
200 I/ha, asupra unor caracteristici biologice (activitatea acetilenreductazica, inducerea
proteinelor asociate cu rezistenta induséa sistemic), aflate in directa legatura cu actiunea
microorganismelor inoculante.

Dupa 30 de zile de cultivare, s-au recoltat plantele din toate cele trei experimente
realizate cu biopreparate realizate conform celor trei exemple de realizare a inventiei. S-au
prelevat nodulii plantelor de soia si de mazare, in care s-a estimat activitatea nitrogenazica,
prin determinarea activitatii acetilenreductazice).
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in plantele de castraveti, provenite din seminte insémantate in sol inoculat cu ciuperci
antagoniste Trichoderma viride Td50, s-a determinat activitatea polifenoloxidazei, enzima
marker pentru inducerea la nivel sistemic a rezistentei dobandite (SAR). in fiecare caz de
testare a biopreparatelor obtinute conform exemplelor de realizare, s-a lucrat cu variante
martor, in care respectivele tulpini de microorganisme inoculante au fost cultivate pe mediile
corespunzatoare, prezentate in exemplele 1...3, agarizate, iar reluarea de pe respectivele
medii si aplicarea s-au realizat cu tampon fosfat steril.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul urmator.

Tabel
Influenta cultivarii pe medii hidrogelifiate asupra pastrarii caracteristicilor
biologice ale tulpinilor de microorganisme inoculante
Activitatea
Varianta experimentala Activitatea nitrogenazica polifenoloxidazei
(umoli C,H, /g noduli proaspeti) |[(UI*/mg substanta
proaspata)
Bradyrhizobium japonicum SOy, cultivat |10,211,4 -
pe mediul Lazareva agarizat
Conform exemplu 1 12,6+1,7 -
Trichoderma viride Td50, cultivat pe - 2,7+0,24
mediul Weindling agarizat
Conform exemplului 2 - 3,1+0,37
Rhizobium leguminosarum bv. viciae 128+22 -
Mz269 si Paenibacillus graminis FL400,
cultivat pe mediul Lazareva agarizat
Conform exemplului 3 1521238 -

*O unitate enzimatica reprezinta cantitatea de enzima ce determina absorbanta la 420 nm in mediul de reactie
(0,6 ml solutie de catechol 0,01 M in tampon fosfat de potasiu 0,01 M, pH 6,2) cu 6,0 I/min.

Aceste rezultate demonstreaza pastrarea caracteristicilor tulpinilor inoculante, dupa
cultivare conform procedeului de obtinere a biopreparatelor bioinoculante, descris in aceasta
inventie.
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Revendicare

Procedeu de obtinere a unui biopreparat microbian, bioinoculant, caracterizat prin
aceea ca este alcatuit din urmatoarele etape: realizarea unui volum de 10...20 | de solutie
de aplicare prin dizolvarea in apa proaspata de fantana, la temperatura mediului ambiant,
a cantitatilor de substante corespunzatoare urmatoarelor concentratii: 3,0 g/l zaharoza,
0,5 g/l K,.HPQO,, 0,2 g/l MgSO x7H,0O, 0,1 g/l NaCl, 0,1 g/l extract de drojdie, 0,5 g/l glutamat
de sodiu si 0,2 g/l K;MoO,; adaugarea a 200...250 ml de mediu de cultura hidrogelifiat,
contindnd microorganisme inoculante, crescute pe acest mediu, la 2...5 | de solutie de
aplicare; amestecarea suspensiei rezultate, timp de 10...15 min; decantarea supernatantului
si inlaturarea resturilor de hidrogel; diluarea suspensiei de microorganisme in solutie de
aplicare cu apa proaspata de fantana, pana la realizarea unor norme de aplicare cuprinse
intre 91 si 218 I/ha si aplicarea suspensiei rezultate in brazda, concomitent cu semanatul,
prin utilizarea de echipamente agricole specifice, la presiuni de lucru cuprinse intre 0,5 si 3
bari ale echipamentului de aplicare prin pulverizare in brazda si la o vitezad medie de
deplasare a agregatului de semanat de 7 km/h.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
sub comanda nr. 96/2015
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