(19) OFICIUL DE STAT
PENTRU INVENTII SI MARCI

ROMANIA

a1y RO 129420 A2
51) Int.Cl.

Bucurest AO1N 63/02 220601.
A01P 13/00 ?°%9.
C12N 1/20 @200
(12) CERERE DE BREVET DE |NVENT|E

(21)  Nr.cerere: d 2012 00423
(22)  Data de depozit: 12.06.2012

(41) Data publicarii cererii:
30.05.2014 BOPI nr. 5/2014

(71) Solicitant:
* UNIVERSITATEA SAPIENTIA,
STR.MATEI CORVIN NR.4, CLUJ NAPOCA,
CJ, RO

(72) Inventatori:
« LASLO EVA, BD. FRAJIEI NR. 2, SC. E,
AP. 18, MIERCUREA CIUC, HR, RO;  _
» MARA GYONGYVER, PIAJA LIBERTATI
NR. 10, SC. C, AP. 35, MIERCUREA CIUC,
HR, RO;
* SZENTES SAROLTA, STR. LUNCA MARE
NR. 22, SC. A, AP. 4, MIERCUREA CIUC,
HR, RO;

* GYORGY EVA, STR.TOPLITA NR.50,
MIERCUREA CIUC, HR, RO;

+ MATHE ISTVAN,

PIATA MAJLATH GUSZTAV KAROLY NR 4,
SC.A, AP.24, MIERCUREA CIUC, HR, RO;
+ ABRAHAM BEATA, STR. CULMEI BL.11,
SC.C, AP.16, MIERCUREA CIUC, HR, RO;
+ LANYI SZABOLCS STEFAN, STR. MIKO
NR. 21, MIERCUREA CIUC, HR, RO

(74) Mandatar:
HARCOV A.P.l. S.R.L.,
STR. NICOLAE IORGA NR.61, BL. 10E,
SC. B, AP.9, SFANTU GHEORGHE,
JUDE JUL COVASNA

4 BIOPREPARAT MICROBIAN CU EFECT BIOSTIMULANT Sl

PROCEDEU DE OBTINERE

(57) Rezumat:

Prezenta inventie se referd la un biopreparat microbian
cu efect biostimulant, care se poate aplica pe s&manta,
pe plantuld sau pe sol, constituit din doud tulpini bac-
teriene, si la un procedeu de oblinere a acestuia.
Biopreparatul microbian, conform inventiei, este
constituit din tulpinile de bacterii care promoveaza
cresterea plantelor Pantoea agglomerans G8(numar de
depozit NCAIM (P) B 001393), si tulpina Serratia
fonticola B17 (numar de depozit NCAIM (P) B 001399),
izolate din nodozitdfile plantelor leguminoase de
Trefolium alpestre L. si din tesuturile unor briofite,
asociate in raport gravimetric de 1:1. Procedeul de
obtinere a biopreparatului microbian constd in aceea ca

acesta cuprinde obtinerea unui inocul prin cultivarea
tulpinii Pantoea agglomerans G8 pe medii care contin
melasd, ca sursd de carbon, extract de porumb, sulfat
de amoniu, ca surse de azot, si saruri minerale, la o
temperaturd de 28°C, timp de 24 h, si cultivarea tulpinii
Serratia fonticola B17 pe medii care contin zaharoz3, ca
sursd de carbon, fiind de soia, ca sursd de azot, Si
s&ruri minerale, la o temperaturd de 28°C, timp de 24 h,
cu agitare, amestecarea celor doud biomase obtinute,
in raport gravimetric de 1:1.
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BIOPREPARAT MICROBIAN CU EFECT BIOSTIMULANT SI
PROCEDEU DE OBTINERE

Prezenta inventie se refera la un biopreparat microbian compus din doua tulpini
bacteriene, folosit ca biostimulant in agricultura modemna, si la procedeul de obtinere acestuia.

Multe studii au evidentiat ca aplicarea bacteriilor benefice PGPR (apartinand mai multor
genuri ca Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter,
Rhizobium, Erwinia si Flavobacterium) ca biopreparate la plante poate Tmbundtiti recolta cu
cresterea absorbtiei substantelor minerale ca azotul, fosforul, potasiul si fierul (Singh et al. 2011).
Absorbtia substantelor minerale este rezultatul interactiunii dintre sistemul radicular a plantei,
mediul chimic si fizic a solului si comunitatea microbiologicd a rizosferei. Aceste bacterii
benefice contribuie la cresterea suprafetei a sistemului radicular prin producerea fitohormonilor,
contribuind astfel la absorbtia mai eficientd a elementelor nutritive. Uneori mecanismele care stau
la baza cresterii plantelor nu sunt cunoscute detaliat si efectul cresterii este atribuit activitatii
specifice a microorganismului implicat (Cummings si Orr 2011).

Biopreparatele sunt definite ca substante cu continut de microorganisme vii ntr-un
material numit suport din diferite substante organice, inorganice sau sintetizate, care aplicat la
seminte, plante sau sol colonizeaza rizosfera sau interiorul tesuturile plantare si promoveazi
primare. Biopreparatele microbiene pot substitui total sau partial fertilizatori chimice (Vessey
2003).

Aceste biopreparate au dezavantajul ca nu prezinta efectele scontate datorita conditiilor
climatice si caracteristicile abiotice prezentate de tipurile de sol formate in regiuni vulcanice.

Problema pe care o rezolva inventia este realizarea unui biopreparat microbian compus
din bacterii pentru biostimularea plantelor de cultura.

Biopreparatul microbian conform inventiei este constituit din tulpina Pantoea
agglomerans G8 si tulpina Serratia fonticola Bl7, care sunt bacterii promovatoare cresterii

plantelor.
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Cele doua tulpini Pantoea agglomerans G8 si Serratia fonticola B17 conform inventiei

este depusa la National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms din
Budapesta, cu numere de depozit NCAIM (P) B 001393 si NCAIM (P) B 001399.

Procedeul de obtinere a unui biopreparat cu rol de biostimulare cu ajutorul tulpinilor
bacteriene Pantoea agglomerans G& si Serratia fonticola Bl7 izolate din nodozititile plantelor
leguminoase Trifolium alpestre L. si din tesuturile unor briofite conform inventiei, consta in
aceea ca, cuprinde obtinerea unui inocul, prin cultivarea tulpinii Pantoea agglomerans G8 pe
medii care contin melasa ca sursa de carbon, extract de porumb, sulfat de amoniu ca surse de azot
si saruri minerale la o temperatura de 28°C timp de 24 h, si a tulpinii Serratia fonticola B17 pe
medii care contin zaharoza ca sursa de carbon, faina de soia ca surse de azot si saruri minerale la
o temperatura de 28°C timp de 24 h cu agitare, amestecarea celor doua biomase obtinute in raport
gravimetric de 1:1, care se poate aplica pe samanta sau plantula sau sol.

Prin realizarea inventiei se obtin urmatoarele avantaje:

- prin acest inventie se dd o propunere pentru o noui biopreparat microbian cu efect

bisotimulant

- tulpinile bacteriene care stau la baza biopreparatului biostimulant sunt tulpini

bacteriene autohtone

- realizarea acestei consortie bacteriand prin izolarea a doud tulpini bacteriene,

determinarea caracterelor de mobilizare a elementelor nutritive si stimularea prin
producerii regulatorului de crestere

- prin producerea fitohormonului sistemul radicular devine mai dezvoltat contribuind la

absorbtia mai eficientd a nutrientilor

- un nou produs in agricultura durabila a regiunii care imbunatateste calitdtile nutritive

ale plantelor

- bacteriile sunt ugor de cultivate, se multiplica rapid

- procedeul de realizare a biopreparatului microbian cu efect biostimulant este simplu si

realizata pe scard industriala
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Tulpinile bacteriene Pantoea agglomerans G8 si Serratia fonticola B17 folosite in
procesul biotehnologic sunt izolate din nodozititile plantelor leguminoase Trifolium alpestre L. si
din tesuturile unor briofite si caracterizate genetic prin identificare.

Biopreparatul microbian cu efect de biostimulare s-a obtinut cu un amestec de tulpini
microbiene si anume tulpina bacteriana Pantoea agglomerans G8 originara din nodozititile
plantelor leguminoase si Serratia fonticola B17 originara din tesuturile unor briofite.

Pentru mediile de cultivare, s-au folosit ca surse de carbon: melasa, zaharoza, ca surse de
azot: extract de porumb, sulfat de amoniu, faina de soia. In afara de aceste materii prime, s-au
folosit si saruri minerale care contin calciu, fier, potasiu, fosfor, magneziu.

Efectul biopreparatului microbian obtinut s-a studiat in vitro si la plantele de mazare, cu
rezultate bune in ceea ce priveste caracterele benefice si promovarea cresterii a plantelor de
mazare.

Procedeul de obtinere prin biosinteza a biopreparatelor microbian conform inventiei
consta in urmatoarele.

- In prima faza se obtine cultura de preinocul prin cultivarea in flacoane cu agitare a
tulpinilor de bacterii Pantoea agglomerans G8 si Serratia fonticola B17 pe medii propice fiecarui
tulpini. Aceste contin surse de carbon: melasa, zaharoza, ca surse de azot: extract de porumb,
sulfat de amoniu, faina de soia si saruri minerale.

- Dezvoltarea tulpinilor de microorganisme are loc la temperatura de 28°C, timp de 24 h.

- Faza de inocul are loc in acelasi conditii ca preinoculul sau, la un volum mai mare de
mediu de cultura.

- In faza de bioproces are loc dezvoltarea si cultivarea tulpinilor bacteriene, utilizand
diferite medii de cultivare ca la inocul.

- Mediile de cultura sunt diferite in functic de tulpinile bacteriene utilizate: Pantoea
agglomerans G8 si Serratia fonticola B17 dar conditiile de lucru sunt aceeasi.

- Pentru obtinerea biomasei tulpinilor Pantoea agglomerans G8 si Serratia fonticola B17
temperatura de incubarea este 28 °C timp de 24 h si agitare 200 rpm.

Se prezinta in continuare un exemplu de realizare a inventiei:

Fazal. Izolarea §i identificarea bacteriilor benefice

M
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Pentru obtinerea unor tulpini noi de bacterii biostimulante cele doua tulpini bacteriene au
fost izolate pe medii selective din diferite zone specifice.
Pantoea agglomerans G8 NCAIM P(B)001393

Pentru izolarea probele au fost prelevate din Muntii Ciucului din nodozititile plantelor
leguminoase Trifolium alpestre L. Nodozitdtile au fost dezinfectate cu hipoclorit de sodiu 6%
timp de 10-15 minute, apoi spalate de mai multe ori cu solutie fiziologica si omogenizate intr-un
mojar steril cu 9 ml solutie fiziologica. Din extractul omogenizat, care contine rhizobiile a fost
diseminatd 0,1 ml pe suprafata mediului selectiv YEM (manitol 10 g, MgSO4*7 H>O 0.2 g, NaCl
0.1 g, KoHPO4 0.5 g, CaCl, 0.2 g, FeCl3*6H,0 0.2 g, extract de drojdie 0.01 g, agar-agar 20 g,
apa distilatd 1000 ml si albastru de bromtimol, pH=6.9) Din probele de sol am preparat dilutii
seriate, din care a fost diseminatd 0,1 ml pe suprafata mediului selectiv YEM. Cutiile Petri
inoculate au fost incubate la 28°C timp de 48 h.
Serratia fonticola B17 NCAIM P(B)001399
Pentru izolarea tulpinii bacteriene Serratia fonticola B17 NCAIM P(B)001399 probele au fost
prelevate din rezervatia naturald mlastina Borsaros, din judetul Harghita. Speciile bacteriene au
fost izolate din tesuturile unor briofite autohtone. Din probele prelevate au fost pregitite dilutii
seriale. 50 mg de proba se dizolva in 9 ml de ser fiziologic sterila (solutie de clorura de sodiu 0.9
%). Din aceasta solutie 1 ml se transfera in 9 ml de ser fiziologic (dilutia 10", Din aceasta dilutie
| ml se transferd din nou 1 ml in ser fiziologic, obtinand astfel dilutia 10”2, Din fiecare dilutie 0.1
ml se transferd in medii de cultura Nutrient (peptond 5 g, NaCl 5 g, extract de drojdie 2 g, extract
de carne 1 g, agar-agar 15 g, api distilatd 1000 ml). Probele se incubeaza timp de 24/48 ore la
28°C. Dupai obtinerea culturilor pure, acestea sunt pastrate pe mediu de culturd Nutrient.
Caracterizarea geneticd a tulpinilor bacteriene selectate respectiv clasificarea genotipicd se
realizeaz3 pe baza amplificarii genei pentru ADNr 16S.

Tabel 1. Caracteristicile biochimice si morfologice a tulpinilor bacteriene

Pantoea agglomerans G8 Serratia fonticola B17
NCAIM P(B)001393 NCAIM P(B)001399
Coloratia Gram negativa negativi
Evidentierea sp.lor negativa negativi |

S0
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Oxidarea glucozei pozitiva pozitiva J
Oxidarea lactozei negativa negativi

Reducerea nitratilor pozitiva pozitiva
Testul gelatinolizi negativd pozitiva
Tipul respiratiei aerobd aerobi

Producere de amoniac pozitiva -

Identificarea a tulpinilor bacteriene a fost realizatd pe baza secventializarii fragmentului
16S rADN (Tabel 2.)

Tabel 2. Incadrarea taxonomica a tulpinilor pe baza secventelor 16S rADN

Lungimea Identificarea tulpinilor pe
secventei baza similarititii secventei
Tulpina 16S rADN Compozitia nucleotidici a secventei 16S rADN 16S rADN cu tulpinile de
(perechi referinte din GenBank;

de baze) procentul de similaritate

TACACATGCAAGTCGGACGGTAGCACAGA
GAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGAC
GGGTGAGTAATGTCTGGGGATCTGCCCGAT
ANAGGGGGATAACCACTGGAAACGGTGGC

TAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGA Pantoea agglomerans
GGGGGACCTTCGGGCCTCTCACTATCGGAT strain BBPE277471
G8 360 GAACCCAGATGGGATTANCTAGTAGGCGG (FJ357811.1)
GGTAATGGNCCACCTAGGCGACGATCCCTA
GCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTG - similaritate: 99,1%

GAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGG
GCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGT
ATGAA

CCCTTCCTCCTCGCTGAAAGTGCTTTACAAC
CCGAAGGCCTTCTTCACACACGCGGCATGG
CTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATA
TTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTG

GACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGGTC Serratia fonticola
ATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCC DSM 4576
B17 396 TAGGTGAGCCATTACCTCACCTACTAGCTA (AJ233429)
ATCCCATCTGGGCACATCCGATGGTGTGAG
GCCCGAAGGTCCCCCACTTTGGTCCGAAGA - similaritate: 99,8%

CGTTATGCGGTATTAGCTACCGTTTCCAGTA
GTTATCCCCCTCCATCGGGCAGNTTCCCAG
ACATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGTCACC
CAGGAGCAAGCTCCNTGTGCTACCGCTCGA
CGTG
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Faza 2. Evaluarea capacitdtii de fixare a azotului prin metoda de reducere a acetilenei a tulpinii

bacteriene Pantoea agglomerans G8 NCAIM P(B)001393

Determinarea capacitafii de fixare a azotului a tulpinii bacteriene Pantoea agglomerans
(8 a fost realizatd prin metoda de reducere a acetilenei.

Metoda indirecta are la baza capacitatea nitrogenazei de a reduce substraturi nefiziologice
cu legitura tripld cum ar fi acetilena.

Acetilena inhiba fixarea azotului de catre enzima nitrogenaza si este redusa la etilena, care
poate fi detectatd cu ajutorul cromatografiei de gaze.

Izolatele de rhizobii au fost inoculate in medii lichide YMA modificat. Dupa inchiderea
ermeticd, 10 % a aerului a fost inlocuit cu acetilend si incubate 24 h dupi care din faza gazoasd a
fiolei 50 ul de amestec de gaze a fost injectat in cromatograful de gaze de tip Varian CP 3380, cu
coloani de tip: WCOT FUSED SILICA, 25 M x 0,25 MM COATING CP-Sil 5 CB si detector
FID.

Conditiile de functionare a cromatografului de gaze: temperatura injectorului: 100 °C,
temperatura coloanei 27°C 5 min, izoterma.

Faza 3. Determinarea capacitdtii de mobilizarea a fosfatilor anorganici la bacteriile izolate

Bacteriile cu capacitatea de solubilizare a fosfatilor anorganici sunt selectate prin metoda
inoculdrii pe medii nutritive Pikovskaya cu continut de fosfat tricalcic. Mediul de culturd
Pikovskaya are urmitoarea compozitie: extract de drojdie 0,5 g, dextroza 10 g, fosfat de calciu 5
g, sulfat de amoniu 0,5 g, KCI1 0,2 g, MgS0O, 0,1 g, MnSO;4 0,0001 g, FeSO, 0,001 g, agar-agar 20
g, 1000 ml apé distilata.

In cazul microbilor cu capacitate de mobilizare a fosfatilor, in jurul coloniilor dezvoltate
culoarea mediului devine transparenta, datorita producerii acizilor organici.

Tulpinile bacteriene de 24 h au fost inoculate pe mediile Pikovskaya si incubate 48 h la
28° C.

Tulpinile bacteriene biostimulante Pantoea agglomerans G8 NCAIM P(B)001393 si
Serratia fonticola B17 NCAIM P(B)001399 au rezultat o capacitate de solubilizare a fosfatilor

anorganice deosebit de mare, rezultatele fiind prezentate in Tabelul 2.
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Tabel 2. Rezultatele determinarii de mobilizare a fosfatilor de citre tulpinile bacteriene luate in

studiu

Tulpina bacteriana Diametrul zonei transparente in
__jurul coloniilor (mm)
Pantoea agglomerans G8 3,34 £ 0,02
NCAIM P(B)001393
Serratia fonticola B17 1,48 £ 0,05
NCAIM P(B)001399

Faza 4. Studiul capacitdtii de producere a compusilor de siderofori la bacteriile izolate

Compusii de siderofori au o afinitate si specificitate mare fata de ionii de fier, avand rolul
solubilizarii fierului din complecsi de fier.

Determinarea capacititii de producere a compusiior de siderofori de citre tulpinile
bacteriene izolate a fost efectuati pe medii agarizate cu confinut de colorant de cromazurol S
(CAS).

Metoda are la baza, faptul cd compusii de siderofori datorita afinitatii lor pentru ionii de
fier pot fi detectate indiferent de structura lor chimicd. La complexul de fier- colorant este
adaugat un ligand puternic de exemplu compusi siderofori. Dupa formarea complexului de fier-
ligand, eliberarea colorantului este insotitd de schimbarea culorii: in jurul coloniilor bacteriene
dezvoltate cu capacitate de producere de siderofori, culoarea albastru devine portocaliu.

5 pl din tulpinile bacteriene de 24 h cultivate in mediul lichid Luria Bertani sau King B
sunt inoculate pe mediul CAS agarizat (PIPES 6 g, NaOH 0.6 g, proteoza peptona 15 g,
MgSO4*7H,O 15 g, KsHPOy4 1.5 g, glicerol 10 ml, 60.5 mg crom-azurol S in 50 ml de api
distilata, 10 mg FeCl3*6H,0 si 72.9 mg HDTMA in 50 ml de apa distilata, apa distilatd 900 ml)
si incubate 48 h 1a 28° C.

Cele doud tulpini studiate au dat rezultat pozitiv din punct de vedere a producerii
sideroforilor. Prin capacitatea producerii acestor compusi, aceste doud tulpini bacteriene
contribuie la mobilizarea fierului din complecsi.

Faza 5. Determinarea capacitdtii de producere a fitohormonului auxinic (acidul 3-indolil acetic)

Analiza producerii a acidului 3-indolil acetic a fost realizat calitativ si cantitativ.
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Determinarea calitativd a producerii acidului 3-indolil acetic a fost realizat pe mediu Luria
Bertani inoculate pe placile Petri agarizate, dupa care membrane de nitroceluloza de dimensiunile
de 1x1 cm au fost depuse asupra coloniilor. Dupa incubare la 28°C de 24 h, membrana de
nitroceluloza a fost impregnata in reactiv Salkovski. Apararea culorii rogie a insemnat capacitatea
de producere a acidului 3-indolil acetic.

Pentru determinarea cantitatii a acidului 3-indolil acetic produs, tulpinile bacteriene au fost
inoculate in medii lichide TSB cu continut de triptofand de 100 pg/ml si incubate 72 h la 150
rpm. Dupi incubare suspensiile bacteriene au fost centrifugate la 5000 rpm 15 min si 1 ml de
supernatant a fost adiugat la 2 ml de reactiv Salkovski si incubat circa 25-30 min la temperatura
camerei. Absorbanta solutiei a fost determinati la 530 nm,

Curba de calibrare a fost realizata prin determinarea absorbantii la 530 nm a unor solutii
contindnd acid acetic indolil in diferite concentratii (5-, 10-, 15-, 20-, 25 pg/ml). Cantitatea
acidului 3-indolil acetic produs de tulpinile bacteriene studiate a fost calculat pe baza curbei de
calibrare. Cantitatea acidului 3-indolil acetic produs de catre cele doua tulpini bacterii studiate

este prezentatd in Tabelul 3.

Tabel 3. Cantitatea auxinului produs de catre tulpinile bacteriene Pantoea agglomerans G8

NCAIM P(B)001393 si Serratia fonticola B17 NCAIM P(B)001399

Tulpina bacteriani Cantitatea acidului indolil acetic
produs (pg/ml)
Pantoea agglomerans G8 15,06
NCAIM P(B)001399
Serratia fonticola B17 13,22
NCAIM P(B)001399

Faza 6. Obtinerea biomasei bacteriene prin fermentafie

Pentru realizarea biomasei de Pantoea agglomerans G8 NCAIM P(B)001393, tulpina
bacteriand a fost cultivatd in 50 ml mediu de culturd lichida Nutrient timp de 24 h la 28 °C la 200
rpm, in baloane de 250 ml. Aceasta suspensie bacteriand de 24 h cu este aplicata pentru realizarea
preinoculului.

Mediul de culturd a preinoculului contine: melasi 20 g/l, extract de porumb 30 g/l

K2HPO,0,5 g/l, MgS04 0,2 g/l, FeSO4 0,05 g/, CaCO; 0,05 g/!.
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Mediul de culturd a inoculantului contine: melasa 20 g/l, (NH4)2SO4 1,5 g/l, K;HPO4 0,5
g/l, MgS040,2 g/1, FeSO4 0,05 g/1, CaC0O5 0,05 g/l.

Preinoculul este realizat prin inocularea mediului de cultura cu cultura bacteriani cu o ratd
de inoculare de 1% obtinutd in mediu Nutrient, incubata timp de 24 h la 28 °C si 200 rpm.

Mediile de culturd pentru obtinerea preinoculului si inoculantului sunt sterilizate la 121
°C 25 min, cu valoarea pH-ului de 7,1. Densitatea celulard a preinocului si inoculantului este
determinat prin diseminare pe plici agarizate de Nutrient la 14 h gi 24 h.

Densitatea celulard a tulpinii bacteriene biostimulante de Pantoea agglomerans G8
NCAIM P(B)001393 este de 3,8 x 10° unititi formatoare de colonii/ml in preinoculul dupa
fermentare de 24 h.

Mediul de culturd a inoculantului este sterilizat 1a 121 °C timp de 25 min, §i inoculat cu
preinoculul cu rata de inoculare 0,5 %, incubat 1a 28 C 24 h 1a 200 rpm.

Densitatea celulard a tulpinii Pantoea agglomerans G8 NCAIM P(B)001393 este
determinati prin diseminare pe plici agarizate dupd 14 h si 24 h, care dupi 24 h de fermentatie a
atins valoarea de 2,42 x1 0° UFC/ ml, iar pH ul este de 6,6+ 6,7.

In cazul tulpinii bacteriene de Serratia fonticola B17 NCAIM P(B)001399 fermentatia
industriali a fost realizata tot in mediu de culturd industriala.

Tulpina bacteriani a fost crescutd in mediu nutritiv agarizat (Nutrient agar), timp de 24
ore, la 28 °C, dupa care a fost realizatd o suspensie de baza, folosind solutie fiziologica sterila.
Numirul celulelor din aceasta suspensie a fost setata la 108 UFC/ml.

Suspensia bacteriani astfel obtinuti a fost folositd pentru inocularea unui volum de 20 ml
de mediu nutritiv industriala. Cultura a fost crescutd, timp de 24 ore, la 28 °C, cu agitare la 250
rpm.

Mediul nutritiv industrial contine urmitoarele substante: fainad de soia 25 g, K;HPO, 1,25
g, zaharozd 1,25 g, api distilata 1000 ml, sterilizat la 121 °C timp de 20 minute.

Cultura astfel obtinuta a fost folosit in continuare, pentru inocularea unui volum de 1 1 de
mediu nutritiv industrial (12,5 ml la 1 | de mediu). Cultura a fost crescuti la 28° C, cu agitare de

200 rpm timp de 24 ore.
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Densitatea celulard a tulpinii bacteriene Serratia fonticola B17 NCAIM P(B)001399 a atins 0,59
*10'% de unitati formatoare de colonii CFU/ml dupi 24 ore de fermentare valoarea pH —ului fiind
7.3.
Faza 7. Biotestarea in vitro a efectului benefic asupra plantelor de mazdre

S-a testat efectul stimulant a tulpinilor bacteriene selectate, asupra plantelor de mazire, in
conditii de laborator, intr-un fitotron. Solul folosit a fost sterilizat in trei zile consecutive, la 105
°C, timp de 30 minute. Semintele de mazire sterilizate au fost germinate, timp de trei zile la 28
°C, iar plantutele germinate au fost insdmantate in solul sterilizat. Fiecare plintuta a fost inoculat
cu 1 ml de solutie bacteriani (10’-10° CFU/ml). Plantele de mazire au fost crescute timp de 10
zile, intr-un fitotron (25 °C, 70% umiditate relativa, durata perioadei de iluminare fiind 12 ore/zi).
In cazul fiecarei experiment s-a folosit si o proba martor, in cazul ciruia solul nu a fost inoculat
cu bacterii. Dupi perioada de crestere s-a masurat biomasa proaspita totald al plantelor, biomasa
proaspéts si uscatd a radécinii respectiv a tulpinii (uscare 1a 60°C, timp de 6 ore).
In cazul studiului efectului de stimulare a celor doud tulpini bacteriene asupra plantelor de
mazire putem trage concluzia cd ambele specii au exercitat efect benefic. Greutatea totald a
plantelor de mazdre inoculate cu tulpina bacteriand Pantoea agglomerans G8 NCAIM
P(B)001393 a fost 1,43 g fatd de proba martor unde greutatea totald a fost egald cu 1,15 g.
Aceastd valoare in cazul tulpinii bacteriene Serratia fonticola B17 NCAIM P(B)001399 a fost
1,64 g fatd de martor unde greutatea totala a fost 1,57 g. Putem trage concluzia ca efectul
stimulant a speciei bacteriene Pantoea agglomerans G8 NCAIM P(B)001393 este mai accentuat,
care se vede si in Figurile 1. si 2. Tulpina bacteriana de Pantoea agglomerans G8 NCAIM
P(B)001393 a promovat mai ales cresterea sistemului radicular.
Rezultatele prezentate sustin eficienta tulpinilor bacteriene Pantoea agglomerans G8 NCAIM
P(B)001393 si Serratia fonticola B17 NCAIM P(B)001399 ca promovator asupra cresterii
plantelor. Conform procedeelor descrise in prezenta inventie, cele doud izolate bacteriene au
proprietdti benefice ca mobilizarea fosfatilor anorganici, producerea de siderofori si acid-acetic
indoleic. Aceste proprietati sunt demonstrate a fi insusiri benefice asupra cresterii plantelor.
Proprietdtile promovatoarea asupra cresterii plantelor au fost dovedite si prin studiul efectului

direct a tulpinilor bacteriene asupra plantelor de mazire.

(;42
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Biopreparatul obtinut prin amestecarca celor doua biomase obtinute - tulpinilor bacteriene
Pantoea agglomerans G§ NCAIM (P)B001393 si Serratia fonticola B17 NCAIM (P)B001399 in
raport gravimetric de 1:1, ca biostimulant reprezintd o solutie alternativd pentru agricultura

durabila.
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REVENDICARI
1. Biopreparatul microbian cu efect biostimulant caracterizat prin aceea ca este

compus din tulpina Pantoea agglomerans G8 depusa la National Collection of Agricultural and

Industrial Microorganisms din Budapesta, cu numar de depozit NCAIM (P) B 001393 si tulpina

Serratia fonticola B17 depusa la National Collection of Agricultural and Industrial -

Microorganisms din Budapesta, cu numar de depozit NCAIM (P) B 001399, avand capacitatea
de a promova cresterea plantelor prin mobilizarea nutrientilor si producerea de fitohormoni.

1.1 Conform revendicarii 1 tulpina Pantoea agglomerans G8 caracterizat prin aceea
ca are capacitate de fixarea azotului atmosferic, mobilizarea fosfatiilor anorganici,producerea de
siderofori si fitohormon auxinic.

1.2 Conform revendicarii | tulpina Serratia fonticola B17 are capacitate de promovare
a cresterii plantei caracterizat prin aceea ca mobilizeaza fosfatii anorganici, produce siderofori si
fitohormon auxinic.

2. Procedeu de obtinere a unor produse biologic active cu rol de biostimulare
caracterizat prin aceea ca aceasta cuprinde fazele cultivarii tulpinii Pantoea agglomerans G8 pe
medii care contin melasa ca sursa de carbon, extract de porumb, sulfat de amoniu ca surse de
azot si saruri minerale la o temperatura de 28°C timp de 24 h, si a tulpinii Serratia fonticola B17
pe medii care contin zaharoza ca sursa de carbon, faina de soia ca surse de azot si saruri
minerale la o temperatura de 28°C timp de 24 h cu agitare, amestecarea celor doua biomase

obtinute in raport gravimetric de 1:1, care se poate aplica pe samanta sau plantula sau sol.

)

7
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Figura 1. Eféctul inocularii a tulpinii bacteriene Pantoea agglomerans G8§ NCAIM P(B)001393

asupra parametrilor biometrici fatd de proba martor
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Figura 2. Efectul inoculdrii a tulpinii bacteriene Serratia fonticola B17 NCAIM P(B)001399
asupra parametrilor biometrici fatd de proba martor
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