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Prezenta inventie se refera la un procedeu de inalt
randament pentru trierea izolatelor de microorganisme
antagoniste fitopatogenilor, destinat identificarii rapide
atulpinilor microbiene utilizabile ca ingrediente active in
bio(produse) pentru protectia plantelor, si la un dispozi-
tiv pentru realizarea acestui procedeu. Procedeul asi-
guratrierea izolatelor de microorganisme prin urmarirea
reactiei unui grup de agenti fitopatogeni, a unor antago-
nisti reprezentativi pentru microbiocenozele tinta, rizo-
sfera si filosfera, si a plantei gazda, atunci cand sunt
expuse la compusi care difuzeaza, proveniti din culturile

mai multor izolate testate, prin monitorizarea a doi para-
metri fiziologici, corelabili, care sunt determinati prin
metode diferite. Dispozitivul pentru realizarea procede-
uluiinclude o varianta integrata si miniaturizata, in care
senzorul electrochimic de oxigen si cei optochimici
pentru bioxid de carbon, sub forma de spoturi de colo-
ranti fluorescenti, sunt preparati prin tehnica strat peste
stat, intr-o singura structura, si depusi in fiecare godeu.
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PROCEDEU DE INALT RANDAMENT PENTRU TRIEREA IZOLATELOR DE
MICROORGANISME ANTAGONISTE FITOPATOGENILOR $I DISPOZITIV
PENTRU REALIZAREA ACESTUIA

Prezenta inventie se refera la un procedeu de inalt randament pentru
trierea izolatelor de microorganisme antagoniste fitopatogenilor,  destinat
identificarii rapide a tulpinilor microbiene utilizabile ca ingrediente active in
(bio)produse de protectia plantelor si la un dispozitiv pentru realizarea acestui
procedeu.

Sunt cunoscute o serie de procedee utilizate pentru trierea (screening-ul)
izolatelor de microorganisme in vederea identificarii celor care prezinta capacitate
de a proteja plante de culturd fatd de fitopatogeni. Tehnica cea mai larg
raspanditd este cea a culturilor duble, introdusa initial de Morton si Stroube
(1955, Phytopathology 45, 419-420) si  descrisa intr-un mod specific si
revendicata in brevetul SUA 4647533, pentru screening-ul preliminar al izolatelor
de cu activitate antagonica fatda de Pythium spp. Aceastd tehnica este
consumatoare de timp si genereaza o serie de rezultate eronate, pentru ca
utilizeaza acelasi mediu de cultura pentru diferite specii de microorganisme
testate (fitopatogene sau antagoniste) si implica interactia dintre forme mobile,
planctonice, de microorganisme (in natura microorganismele existand mai ales
sub forme sesile, incluse in biofilme, cu o rezistentd marita la diferitii factori de
mediu, inclusiv fata de antagonisti).

Avand in vedere ca efectul antagonist implicd de obicei biosinteza unor
compusi antimicrobieni difuzibili tehnica culturilor duble a fost Tnlocuitd uneori prin
tehnica adaugarii de supernatante, provenite din culturi de izolate potential
antagoniste si sterilizate de obicei prin ultrafiltrare, in mediile de cultura agarizate
ale fitopatogenilor. Aceastd tehnicd nlaturd dezavantajul cultivarii
microorganismelor diferite pe acelasi mediu de cultura.

Procedeele descrise mai sus prezinta dezavantajul testarii exclusive a unei
singure perechi antagonist - fitopatogen, in experimente care dureaza zile.

Cererea de brevet SUA 2007/0148725 descrie un ansamblu de doi
biosenzori, rezultati prin asocierea unui traductor de oxigen cu microorganisme
(un fitopatogen si un antagonist) imobilizate s$i un procedeu care destinat
screeningului antagonistilor fatd de microorganismele fitopatogene din sol.
Procedeul permite testarea unui extract dintr-un mediu al unui izolat microbian
dat, concomitent fatd de doua microorganisme, un antagonist si un fitopatogen,
iar timpul de testare este de ordinul orelor. Procedeul prezintd insd o serie de
dezavantaje. Microorganismele utilizate in realizarea biosenzorilor sunt
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imobilizate, dar nu in structuri similare biofilmelor intalnite uzual in mediile
naturale. Interactia este limitata la 3 parteneri (izolatul din al carui mediu de
culturd se face extractul de testat, o tulpina de fitopatogen si o tulpina de
antagonist) si nu include planta gazda. Biosenzorii exprima rezultatul ca pe o
diferentd de consum de oxigen rezultata ca urmare a introducerii extractului de
testat, de preferintd de 2 ori mai mare pentru antagonist comparativ cu
fitopatogen, dar aceasta diferentd de consum poate fi datoratd si unor reactii
enzimatice de peroxidare (implicate in biodegradarea compusilor anti-microbieni)
si nu neapdrat stimularii microorganismelor (reliefatd ca o crestere a consumului
de oxigen). Procedeul de triere se referd numai la antagonistii fatd de (ciupercile)
fitopatogeni de sol (din rizosfera plantelor) si nu si la agentii fitopatogeni din
filosfera.

De asemenea procedeul descris nu selecteaza decat microorganisme care
interactioneazé prin intermediul unor compusi difuzibili prin membrane de tipul
antibioticelor sau compusilor biostimulanti. Microorganismele utilizate in
combaterea biologicd a agentilor fitopatogeni prezinta mai multe tipuri de
mecanisme de actiune in afara antibiozei, respectiv competitia pentru nutrienti,
(mico)parazitismul si sau (mico)pradarea, interferenta cu semnalele implicate in
comunicarea dintre microorganisme si/sau microorganisme si plante. Procedeul
descris prin cererea de brevet SUA 2007/0148725 se adreseaza exclusiv
microorganismelor care au ca mecanism de actiune antibioza si nu evidentiaza
microorganisme cu activitate de combatere biologica a fitopatogenilor care au
alte mecanisme de actiune.

La modul cel mai general in toate procedeele de screening in vitro
descrise mai sus nu este luata in considerare interactia cu planta gazda. Pentru
inlaturarea acestor dezavantaje brevetul WO 91/05475 propune un procedeu
care implica: addugarea unui strat de nisip umed fintr-un recipient inchis;
sterilizarea nisipului si a recipientului prin autoclavare; plasarea probei de sol in
conditii aseptice peste stratul de nisip; semanarea unei seminte de planta
susceptibild la agentul patogen testat; crearea de conditii favorizante pentru
dezvoltarea fitopatogenilor, urmarirea germindrii semintelor s$i  dezvoltarii
plantulelor si in final recuperarea plantelor sanatoase si izolarea din radacinute a
microorganismelor antagoniste. Tehnica descrisa este laboricasa, dificil de
transformat intr-un procedeu de inalt randament si poate fi utilizatd exclusiv
pentru  antagonistii ciupercilor fitopatogene de sol care produc caderea
plantulelor (din genurile Pythium, Rhizoctonia, Fusarium).

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a realiza un procedeu

de inalt randament pentru trierea izolatelor de microorganisme antagoniste,
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utilizabil atat pentru fitopatogenii de rizosfera, cat si pentru cei din filosfera, in
care este urmaritd concornitent reactia unui grup de agenti fitopatogeni, a unor
antagonisti reprezentativi pentru microbiocenozele tinta, rizosfera si filosfera, si a
plantei gazda, atunci cadnd sunt expuse la un compusi difuzibili proveniti din
culturile mai multor izolate testate, prin monitorizarea a doi parametrii fiziologici
corelabili care sunt determinati prin metode diferite. Procedeul asigura
dezvoltarea microorganismelor sub forma de biofilm si permite aplicarea unor
tehnici de evidentiere si a mecanismelor care implica competitia pentru nutrienti,
(mico)parazitismul, interferenta cu semnalele implicate in comunicarea dintre
microorganisme si/sau microorganisme si plante.

Procedeu de inalt randament pentru trierea izolatelor de microorganisme
antagoniste fitopatogenilor consta in urmatoarele etape:

o Fabricarea de senzori de oxigen electrochimici pe substrat flexibil si de
senzori optochimici fluorescenti pentru bioxid de carbon, fixarea cate unui
senzor de oxigen si a unui senzor de bioxid de carbon fluorescent pe
substrat de plastic transparent, in fiecare godeu dintr-o placa de
microtitrare cu 24 godeuri, in care baza fiecarui godeu este reprezentata
de o membrana de policarbonat, permeabila particulelor > 0,1 um, > 500
kD si realizarea de conexiuni la instrumentele de masura a semnalele
produse de senzori in functie de concentratia de oxigen, respectiv bioxid
de carbon, din godeul monitorizat;

¢ Alternativ, pentru o placa de titrare cu 96 godeuri, fabricarea unei variante
integrate si miniaturizate, in care senzorul electrochimic de oxigen, cel(e)
optochimic(e) pentru bioxid de carbon, sub forma de spoturi de coloranti
fluorescenti, impreuna cu mernbrana micro- poroasa care reprezinta baza
godeului, sunt preparate prin tehnica strat-peste-strat, prin printari
succesive pe 0 membrana semipermeabila > 0,1 um, > 500 kD, iar
structura flexibilda cu forma complexa se atasaza la peretele interior
vertical, la partea conica a fiecarui godeu, si respectiv fixatd orizontal la
interiorul acelui godeu.

o Ambalarea in pungi termosudabile de polietilenad de inaltd densitate, si
sterilizarea prin iradiere gamma, la o doza de 25 kGy, a placilor cu 24...96
godeuri, cu senzorii fixati in fiecare godeu;

¢ Realizarea unei scheme de testare, randomizata in dreptunghi latin, cu 6
variante in 4 repetitii pentru placa de 24 godeuri, incluzand: 2 variante cu
microorganisme fitopatogene specifice unei plante gazda, 1 varianta cu
microorganism antagonist larg rdaspandit, 1 variantd cu plantule gazda,
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obtinute Tn conditii gnotobiotice si 2 variante tulpini de testat, si aplicarea
acestei scheme de randomizare pentru placa de 24 godeuri;

¢ Realizarea unei scheme de testare, randomizata in dreptunghi latin, cu 12
variante in 8 repetitii pentru placa de 96 godeuri, incluzand: 3 variante cu
microorganisme fitopatogene specifice unei plante gazda, 2 variante cu
microorganisme antagoniste larg raspandit, 1 varianta cu celule de plante
gazda, obtinute In conditii axenice, 6 variante cu tulpini de testat si
aplicarea acestei scheme de randomizare pentru placa de 96 godeuri;

e Prepararea de medii lichide specifice pentru diferitele microorganisme de
testat, hidrogelifierea lor prin depunerea unor pelete de Poloxamer 409 in
proportie de 40% fata volumul de mediu de cultura si lasarea peste noapte
la frigider pentru hidratare, omogenizarea mediilor lichide reci, sterilizarea
mediilor prin autoclavare la 121°C timp de 20 min, racirea mediilor pentru
lichefiere pana la 4°C;

e Prepararea unui mediu nutritiv mineral pentru plante, hidrogelifierea Iui prin
depunerea unor pelete de poloxamer 409 in proportie de 30% fata volumul
de mediu de culturd si lasarea peste noapte la frigider pentru hidratare,
omogenizarea mediului lichid rece, sterilizarea mediului prin autoclavare la
121°C timp de 20 min, racirea mediului pentru lichefiere pana la 4°C,
depunerea aseptica a 2,5 ml mediu nutritiv mineral hidrogelifiat, aflat la
temperatura mai mica de 15°C, in fiecare godeu al unei placi
corespunzatoare repetitilor pentru varianta plantula mediu de cultura si
adaugarea asepticd a unor plantule de 5 zile din planta gazda, provenite
prin germinare din seminte dezinfectate si crestere fintr-un sistem
gnotobiotic;

¢ Alternativ pentru placa cu 96 godeuri prepararea unui mediu Murashige-
Skoog, hidrogelifierea lui prin depunerea unor pelete de poloxamer 409 in
proportie de 30% fata volumul de mediu de cultura si IAsarea peste noapte
la frigider pentru hidratare, omogenizarea mediului lichid rece, sterilizarea
mediului prin autoclavare la 121°C timp de 20 min, racirea mediului pentru
lichefiere pand la 4°C, depunerea aseptica a 0,3 mi de mediu steril
hidrogelifiat Murashige-Skoog si addugarea aseptica a 0,1 ml de
suspensie de culturd meristematicid continand 10? celule vegetale din
plantele gazda;

e |Incubarea placilor cu medii cu plantule gazda / celule vegetale intr-o
camera de crestere plante, timp de 48 ore, termostatata la o temperatura
de 25°C, cu o rata de iluminare de 120 umoli fotoni m? s™ si o fotoperioada

de 12 ore pe zi;
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» inocularea asepticd a 7,5 ml de mediu specific fiecarui microorganism
hidrogelifiat la 4°C, cu 2,5 ml dintr-o suspensie avand o densitate de 10°
ufc/ml microorganisme de testat in mediu lichid specific corespunzator,
depunerea asepticd a 2,4 ml mediu hidrogelifiat, aflat la temperatura mai
mica de 15°C, in fiecare godeu al unei placi cu 24 de godeuri, conform
schemei de randomizare care include variantele cu microorganisme
fitopatogene, antagoniste si tulpinile de testat;

e Alternativ pentru placa cu 96 godeuri inocularea aseptica a 2,1 ml de
mediu hidrogelifiat la 4°C, cu 0,7 ml dintr-o suspensie avand o densitate
de 10° ufc/ml microorganisme de testat in mediu lichid specific
corespunzator, depunerea aseptica a 0,3 ml mediu hidrogelifiat, aflat la
temperatura mai mica de 15°C, in fiecare godeu al unei placi cu 96 de
godeuri, conform schemei de randomizare care include variantele cu
microorganisme fitopatogene, antagoniste si tulpinile de testat.

e Incubarea placilor cu plantule gazda / celule vegetale, microorganisme
fitopatogene, antagoniste si tulpinile de testat, timp de 24 ore, la o
temperatura de 25°C, cu o rata de iluminare de 120 pmoli fotoni m?s™ si o
fotoperioada de 12 ore pe Zi;

 Inlaturarea foliei protectoare de pe fundul placii cu 24 sau 96 de godeuri i
asezarea aseptica a placii intr-un recipient paralelipipedic steril, cu
dimensiuni ale bazei apropiate de cele ale placii de microtitrare, cu margini
etan_Jeizate cu snur de cauciuc siliconic si prevazut cu umeri de fixare a
bazei placii;

e |Introducerea de tampon fosfat salin steril Tn recipientul de baza,
termostatarea intregului sistem prin introducerea intr-un vas termostatat cu
apa la 25°C, conectarea sistemului de senzori de monitorizare oxigen la
un aparat de masura specific, potentiostat multicanal, stabilizarea
semnalului senzorilor $i monitorizarea acestuia;

e Monitorizarea producerii de bioxid de carbon prin determinarea
fluorescentei fluorosenzorilor specifici;

e Prelucrarea semnalelor senzorilor de oxigen si bioxid de carbon, corelarea
acestora, analiza statistica a rezultatelor si evidentierea izolatelor care au
determinat reducerea la 50% a respiratiei unor tulpini de fitopatogeni, fara
a reduce respiratia celulelor plantei gazda si/sau a microorganismelor
antagoniste;

o Realizarea de determinadri ulterioare pentru evidentierea unor compusi
implicati in  micoparazitsm, cum sunt chitinazele / N-
acetilglucosaminidazele,
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Realizarea de determinari ale cantitatii de biofilm format, care este in
directda corelatie cu semnalele implicate in comunicarea dintre
microorganisme s$i/sau microorganisme i plante, si cu compusii care
interferd cu acestia, printr-o micad modificare a procedeului, respectiv
inlaturarea foliei protectoare de pe fundul placii cu 24 de godeuri nainte
de incubarea separata timp de 24 de ore a tulpinilor de microorganisme, $i
expunerea la compusii difuzibili care interferd comunicarea de grup /
quorum sensing la microorganisme.

Folosirea unor medii de cultura minimale pentru microorganisme, mimetice
pentru o serie de microbiocenoze naturale, pentru a selecta izolatele care
prezintd competitia pentru nutrienti.

Dispozitiv pentru aplicarea inventiei, care include o varianta integrata si

miniaturizata, Tn care senzorul electrochimic de oxigen si cel(e) optochimic(e)
pentru bioxid de carbon, sub forma de spoturi de coloranti fluorescenti, sunt
preparati prin tehnica strat - peste - strat, prin printari succesive pe un substrat
flexibil si transparent reprezentant de membrana semipermeabilda 0,1 um,
structura flexibilda cu forma complexa rezuiltatd se atageaza la peretele interior
vertical, la partea conica a fiecarui godeu, si respectiv fixata orizontal la interiorul
fiecarui godeu dintr-o placa de microtitrare cu 96 godeuri, iar marginea a de jos a
peretilor godeurilor este sudata de partea fixatad orizontal a structurii flexibile cu
forma complexa.

v

Inventia prezinta urmatoarele avantaje:

Realizarea de teste de triere de nalt randament, intr-un singur procedeu
find evaluatd actiunea izolatului de testat fatd de agenti fitopatogeni
majori, microorganisme antagoniste si plante gazda;

Asigurarea statistica a experimentelor datorita utilizarii unor scheme de
testare randomizata, ca de exemplu dreptunghiul latin, larg recunoscuta in
modelele de analiza variantei;

Reducerea rezultatelor fals pozitive datorita monitorizarii a doi parametrii
fiziologici corelabili care sunt determinati prin metode diferite;

Posibilitatea evidentierii unor interactii intre diferitele microorganisme ca
urmare a expunerii reciproce si multiple la compusii difuzibili produsi de
celelalte tulpini din dispozitivul de testat;

Testarea fatd de microorganisme dezvoltate pe medii cu selectivitate
ridicatd, care permit exprimarea tuturor caracteristicilor specifice, in
structuri de tip biofilm, similare celor naturale, in care microorganismele
prezintd rezistenta la factorii de mediu, inclusiv antagonism;

In continuare inventia va fi descrisa in detaliu cu referire si la figurile 1... 4.
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Fig. 1. Fabricarea senzorului electrochimic de oxigen prin printare pe
suport flexibil.

Fig. 2. Amplasarea senzorilor specifici, electrochimic pentru oxigen si
optochimic pentru bioxid de carbon, in godeul unei placi de microtitrare, si
conectarea acestor senzori la instrumentele pentru masurare.

Fig. 3. Placa de microtitrare cu 24 godeuri, care are inclus in fiecare godeu
un senzor electrochimic de oxigen si un senzor fluorescent de bioxid de carbon.

Fig. 4. Fabricarea unei variante integrate si miniaturizate in care senzorul
electrochimic de oxigen si cel optochimic de bioxid de carbon sunt preparati prin
tehnica strat peste strat, prin printari succesive cu cerneluri specifice.

Exemplul 1. Se porneste cu etapa de fabricare a senzorilor de oxigen
electrochimici pe substrat flexibil. Se foloseste 0 masina de printat disponibila
comercial, ca de ex. ATMA ESC Germania. Toate cernelurile (grafit sau carbon,
argint/clorura de argint, etc) sunt din categoria celor accesibile comercial, cum
sunt de de ex. cele produse de catre Ercon SUA. Gelul de electrolit se prepara de
exemplu din KNOj3 pudra dizolvata in apa pura cu gelatina pudra 1:5. Membrana
se prepara din Nafion 5% (masa /volum) solutie in amestec alcooli - apa. Se
folosesc solutii de Nafion 5% alcooli - apa disponibile comercial, cum este cea
produsad de Fuel Cell Earth, SUA, care contine Nafion, copolimer de poli(acid
perfluorosulfonic) si politetrafluoroetilena, 5%, metanol <5%, 1-Propanol 15-
30%, 2-Propanol 15-30% si apa pana la 100%. (Nafion este marca inregistrata
DuPont).

Cu referire si la figura 1, etapele de fabricare conform cu stadiul actual al
tehnicii sunt urmatoarele:

1. Folosirea ca substrat 1 a materialelor plastice pe baza de polietilen
tereftalat poliester (Mylar, HP Company) sau polioxifenilenpiromilitimida
(Kapton, DuPont), tratate termic la 100°C pentru evitarea contractarilor
ulterioare (shrinkage-ului);

2. Printarea stratului de baza de grafit (carbon) 2 pentru electrodul de lucru

(working electrode, WE) si cel auxiliar 3 (Aux);

Printarea electrodului de referinta 4 (Ref) cu cerneala de Ag / AgCl;
Printarea spotului de platina 5 de pe WE peste filmul uscat de grafit 2;
Depunerea de gel electrolit 6 pe electrozi, cu uscare timp de 2 h la 25°C;
Depunere membrana Nafion 7 pe electrozi, cu uscare timp de 2 h la 25°C;
Printarea stratului izolator 8, cu ferestre peste membrana si pentru a lasa
libere contactele electrozilor;

8. Aplicarea unor proceduri de uscare, la 80°C pentru 15 min, intre pasii 2-3;

3-4; 4-5; si dupa pasul 5.

NOoO O~
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in final se obtine un senzor electrochimic de oxygen 9 pe substrat flexibil
ca cel din figura 1 care se poate aplica lateral pe peretele interior al fiecarui
godeu.

Se continua cu fabricarea senzorilor de Bioxid de carbon fluorescenti pe
substrat plastic transparent. Pentru fabricarea acestor senzori se foloseste un
colorant fluorescent sensibil la CO,, ca de exemplu colorantul 8-hidroxipiren-
1,3,6-trisulfonic acid (HPTS) produs de Kodak. Cu referire la figura 2, filmul
fluorescent 10 se prepara cu compozitia generala: {colorant indicator / agent de
transfer de faza / polimer / plasticizant / suport}, adica in acest caz {HPTS /
hidroxid de tetraoctilamoniu / etil celuloza / tributil fosfat / plastic (fundul plastic al
cuvetei cilindrice-godeu, la interior)}. In prezenta bioxidului de carbon acest
fluorofor are un spectru de excitatie cu un pic la 517 nm si un spectru de
absorbtie cu un maxim la 585 nm, amplitudinea semnalului fluorescent fiind
proportionald cu concentratia de CO, din mediu. In continuare, membrana 11 in
forma de rondea din policarbonat cu pori de 0,1 ym se aplica la baza fiecarui
godeu, fixarea etanga facandu-se prin sudura de radio-frecventa (RF) 12.Citirea
semnalului electrochimic se face cu un amperometru (galvanometru /
potentiostat) 13. Este de preferat folosirea unui aparat multicanal, cum este de
exemplu galvanometru potentiostat multicanla VesaSTAT MC produs de
Princeton Applied Research. Se poate folosi $i o baterie de mini-bi-potentiostate /
galvanometre, de tipul DRP-STA 200 produs de Dropsens (Spania). Orice alte
instrumente cu caractersitici similare pot fi folosite pentru masurarea intensitatii
curnetului generat de senzorii electrochimici prin descarea oxigenului pe catodul
de oxigen din componenta senzorului electrochimic pentru oxigen.

Lumina pentru senzorul optochimic este furnizata de o sursa pulsatorie 15,
citirea facandu-se cu o fibra optica bifurcatd 14 la un spectrometru 16. Se pot
folosi dispozitivele furnizate de ex. de Avantes BV, respectiv sursa pulsatorie
Avalight XE Xenon, microfibra optica bifurcatd Micro Transmission Dip Prob,
spectrometrul multicanal Multi-channel AvaSpec-USB1 cu detector DDDD
(128/256/1024/2048). Orice alte dispozitive comerciale cu caracteristici similare
pot fi utilizate.

Amplasarea senzorilor electrochimic si optochimic se arata in figura 2 pe
un singur godeu. Se aplicd aceeasi procedura pentru fiecare godeu al unei placi
cu 24 de godeuri, obtinandu-se dispozitivul din figura 3.

Se ambaleaza placa cu 24 godeuri, cu senzorii fixati in fiecare godeu, care
au conexiuni pentru instrumentele cu care li se citeste semnalul specific, Tn pungi
termosudabile de polietilend de Tnaltd densitate, si sterilizarea prin iradiere
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gamma, la o doza de 25 kGy. Placile sterilizate se pastreaza pana la utilizare;
durata de pastrare este de min. 12 luni.

Se realizeaza o schema de testare, randomizata in dreptunghi latin, cu 6
variante in 4 repetitii, incluzadnd: 2 variante cu microorganisme fitopatogene
specifice unei plante gazda, 1 variantd cu microorganism antagonist larg
raspandit, o variantd cu plantule gazda, obtinute in conditii gnotobiotice si 2
variante cu izolate de testat.

Variantele de testare sunt ilustrate in acest exemplu pentru tomate, plante
de cultura la care mijloacele biologice de combatere pe baza de microorganisme
antagoniste au o larga piata de desfacere.

V1 - Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

V2 - Phytophtora infestans

V3 - Bacillus subtilis B49b

V4 - plantule de tomate, Lycopersicum esculentum, crescute in conditii
gnotobiotice;

V5, V6 - izolate de testat.

Aplicarea schemei de randomizare pentru placa de 24 godeuri, 6 variante
in 4 repetitii, este prezentata in tab.1.

Tab.1. Schema de randomizare a celor 6 variante in 4 repetitii aplicata
pentru placa cu 24 godeuri.

I 1 2 3 4 5 6
A V4 V5 V3 V6 V2 V1
B V6 V2 V4 V5 V1 V3 |
c V3 V1 V5 V2 V4 V6
D Vs V3 V1 V4 V6 v2 |

Se prepard urmatoarele medii lichide specifice pentru diferitele
microorganisme de testat: mediu cu suc vegetal V8 (suc vegetal V8, pe baza de
bulion de rosii cu extract de legume - 210 ml; CaCO3; - 3 g, apa pana la 1000 mi)
pentru Phytophtora infestans; mediu cu decoct de cartof (1000 ml din decoct
obtinut prin fierberea timp de 1 ord a 200 g cartofii taiati cubulet; 20 g glucoza)
pentru Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, mediu nutrient lichid (bactopeptona
5 g; extract de carne 3 g apa péana la 1000 ml) pentru Bacillus subtilis B49b,
mediu glucozda - extract drojdie (glucoza 20 g, extract drojdie 10 g, apa pana la
1000 ml) pentru izolatele de testat din punct de vedere al antagonismului.

Aceste medii se hidrogelifieaza prin depunerea unor pelete de Poloxamer

409 n proportie de 40% fata volumul de mediu de cultura si iasarea peste noapte
9
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la frigider pentru hidratare si omogenizarea mediilor lichide reci. Mediile se
sterilizeaza prin autoclavare la 121°C timp de 20 min, dupa care se racesc
pentru lichefiere pané la 4°C. (Poloxamer 407 / Pluronic® F127, produs BASF AG,
este un copolimer de polioxiettilena si polioxipropilend, care are proprietati de
gelifiere termoreversibille. Solutile de 30% poloxamer 407 sunt lichide la
temperaturi mai mici de 15°C si se solidifica la temperaturi mai mari de 15°C

Se prepara un mediu mineral nutritiv pentru plante cu formula: 0,4 g
NH4H:PO4; 2,4 g KNO3; 1,6 g Ca(NOs),; 0,8 g MgSOQ,, la care se adauga solutia
de microelemente din tab.2. Mediu nutritiv mineral se hidrogelifiaza Ilui prin
depunerea unor pelete de poloxamer 409 in proportie de 30% fata volumul de
mediu de culturd si lasarea peste noapte la frigider pentru hidratare. Se
omogenizeaza mediul lichid rece, se sterilizeaza prin autoclavare la 121°C timp
de 20 min si se raceste mediul pentru lichefiere pana la 4°C. Se depun aseptic
cate 2,5 ml mediu hidrogelifiat, aflat la temperatura mai mica de 15°C, in fiecare
godeu corespunzator repetitiilor pentru varianta plantuld mediu de cuitura si se
adauga aseptic plantule de 5 zile din plante de tomate, provenite prin germinare
din seminte dezinfectate si crestere intr-un sistem gnotobiotic.

Tab. 2. Solutia de oligo si microelemente care se adauga la mediul mineral
nutritiv.

Sare minerala Formula grame /| (mg/l — ppm (in solutia finala ) W
Acid boric H;BO3 0,57 0,50 ppm B
Sulfat de mangan | MnSO, « HO 0,31 0,50 Mn
Sulfat de zinc ZnS0O, * 7(H0) | 0,09 0,10 Zn
Suifat de cupru CuSO, * 5(H,0) | 0,08 0,08 Cu
Molibdat de sodiu | NaoM0o0O4.2H,O | 0,098 0,04 Mo

Clorura de cobalt B CoCl; « 6(H,0) | 0,0008 0,001 Co

Pentru producerea plantulelor gnotobiotice semintele de tomate dintr-un
cultivar cunoscut se sterilizeaza chimic prin imersare repetata de trei ori in solutie
de hipoclorit de sodiu 1%, intercalat cu clatiri cu apa distilata sterila si apoi
imersare de trei ori Tn solutii de alcool etilic 30%, intercalat cu clatiri cu apa
distilata sterila. Semintele se pun la germinat in pungi sterile cyg Mega (Mega
International), umectate cu solutie nutritiva sterila. Alternativ se pot pune la
germinat pe hartie de filtru sterilda dispuse n placi Petri sterile, din sticla cu
diametrul de 9 cm. Se incuba pungile (sau placile Petri) intr-o camera de crestere
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plante, timp de 5 zile, la o temperatura de 25°C, cu o rata de iluminare de 120
umoli fotoni m? s si o fotopericada de 12 ore pe zi.

Plantulele gnotobiotice se transfera aseptic in placa cu 24 godeuri conform
schemei de randomizare din tab.1. Se incubeaza placile cu medii cu plantule
gazda intr-o camera de crestere plante, timp de 48 ore, termostatata la o
temperaturd de 25°C, cu o ratid de iluminare de 120 umoli fotoni m? s si o
fotoperioada de 12 ore pe zi;

Se scot mediile pentru microorganisme din frigider si se inoculeaza aseptic
7.5 mi de mediu lichefiat 1a 4°C, cu 2,5 ml dintr-o suspensie avand o densitate de
10° ufc/mi microorganisme de testat in mediu lichid specific corespunzitor,
depunerea aseptica a 2,4 ml mediu hidrogelifiat lichefiat, aflat la temperatura mai
mica de 15°C, in fiecare godeu al unei placi cu 24 de godeuri, conform schemei
de randomizare care include variantele cu microorganisme fitopatogene,
antagoniste si tulpinile de testat (din tab.1).

Se incubeaza microplacile cu medii inoculate cu microorganisme si cu
plantule gazda / celule vegetale intr-o camera de crestere plante, timp de 24 ore,
la 0 temperatura de 25°C, cu o rata de iluminare de 120 pmoli fotoni m?s™ si o
fotoperioada de 12 ore pe zi.

Dupa 24 ore se scot placile de la camera de crestere, se Tnlatura folia
protectoare de pe fundul placii cu 24 de godeuri $i se ageaza aseptic placa intr-
un recipient paralelipipedic steril, cu dimensiuni ale bazei apropiate de cele ale
placii de microtitrare. Recipientul steril are marginile etanTleizate cu snur de
cauciuc siliconic si este prevazut cu umeri de fixare a bazei placii $i cu doua
tuburi de acces. Pe unul din tuburile de acces se introduce un volum de 100 mi
tampon fosfat salin steril in recipientul de baza. Se conecteaza sistemul de
senzori, pentru oxigen si pentru bioxid de carbon, la aparatele de masura
specifice (potentiostat multicanal, spectrometru multicanal $i sursa de lumina
pulsatorie), si se asteapta timp de 10 ...12 min stabilizarea semnalului senzorilor.
Se monitorizeazad semnalul incd 120 min pentru a se observa eventuale
modificari ale acestuia. Se nregistreaza semnalele senzorilor de oxigen si bioxid
de carbon.

Se prelucreaza semnalele senzorilor de oxigen si bioxid de carbon se
coreleaza acestea si apoi se analizeaza statistic rezultatelor prin teste de analiza
variantei (de exemplu cu ajutorul soft-ului ARM 8, Gylling Data Management,
SUA. Poate fi utilizat orice alt soft cu posibilitdti de analiza variantei in
experimentele amplasate randomizat in matrice de dreptunghi latin.) Se
evidentiaza izolatele care au determinat reducerea la 50% a respiratiei unor

tulpini de antagonisti, fard a reduce respiratia celulelor plantei gazda si/sau a
11

——

SNTRY Pip, .
Sou N




A-2010-01384 - -
21 -12- 2010 //

microorganismelor antagoniste. Aceste izolate se retin pentru studiile ulterioare
de identificare taxonomica si de caracterizare a eficacitatii in vitro si a inocuitatii
fata de eucariote.

Exemplul 2. Se procedeaza la fel ca la exemplul 1, numai ca se folosesc
urmatoarele variante:

V1 - Fusarium graminearum

V2 - Pyrenophora tritici-repentis

V3 - Trichoderma viride Td50

V4 - plantule de grau, Triticum aestivum, crescute in conditii gnotobiotice

V5, V6 - tulpini de testat.

Se folosesc urmatoarele medii de culturd pentru microorganismele testate.
mediu cu decoct de cartof (1000 ml din decoct obtinut prin fierberea timp de 1 ora
a 200 g cartofii taiati cubulet, 20 g glucoza) pentru Fusarium graminearum, mediu
cu suc vegetal V8 (suc vegetal V8, pe baza de bulion de rosii cu extract de
legume - 210 mi; CaCOs; - 3 g, apa pana la 1000 ml) pentru Pyrenophora tritici-
repentis, mediu cu urmatoarea compozitie: 2 g of KH,POy4; 1,4 g of (NH4)2SOy;
0,3 g of CaCl,-2H,0; 0,3 g of MgSO47H,0; 0,6 g uree; 10 mg of FeSO, 7H,0;
2.8 mg ZnS0O,42H,0, 10 g glucoza, apa pana la 1000 ml); pentru Trichoderma
viride Td50, mediu glucoza - extract drojdie (glucoza 20 g, extract drojdie 10 g,
apa pana la 1000 ml) pentru izolatele de testat din punct de vedere al
antagonismului. Plantulele de grau se cresc pe acelasi mediu care au fost
crescute plantulele plantei gazda in exemplul 1.

Exemplul 3. Se procedeaza la fel ca la exemplul 1, numai ca se folosesc
urmatoarele variante:

V1 - Fusarium verticilloides

V2 - Aspergillus flavus

V3 - Saccharomyces cerevisiae L30b

V4 - plantule de porumb, Zea mays, crescute in conditii gnotobiotice

V5, V6 - tulpini de testat.

Se folosesc urmatoarele medii de cultura pentru microorganismele testate.
mediu cu decoct de cartof (1000 ml din decoct obtinut prin fierberea timp de 1 ord
a 200 g cartofii taiati cubulet; 20 g glucoza) pentru Fusarium verticilloides, mediu
YS ( extract de drojdie 20 g, zaharoza 60 g, apa pana la 1000 ml, pH 5,8) pentru
Aspergillus flavus, mediu YPD (extract drojdie 10 g, peptona 20 g, glucoza 20 g,
apa pana la 1000 ml) pentru Saccharomyces cerevisiae L30b, mediu glucoza -
extract drojdie (glucoza 20 g, extract drojdie 10 g, apa pana la 1000 ml) pentru
izolatele de testat din punct de vedere al antagonismului. Plantulele de porumb
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se cresc pe acelasi mediu care au fost crescute plantulele plantei gazda in
exemplul 1.

Exemplul 4. Se procedeaza la fel ca in exemplul 2, folosindu-se numai
izolate de Trichoderma. La sfarsitul celor 120 min se testeaza inducerea activitatii
chitinolitice Tn tulpinile testate, comparativ cu tulpina etalon T. viride Td50. Se
foloseste ca substrat 4-metillumbelliferil-N-acetil--glucosaminide (4-MeUNAG)
(Sigma, St. Louis), Tn concentratie de 5,5 nmol per fiecare godeu cu Trichoderma,
10,5 mg de 4-MeUNAG se dizolva intr-un erlenmayer de 100 ml termorezistent in
cca 20 ml de apa distilata la 100°C, se raceste rapid la temperatura camerei, se
trece cantitativ in cotat de 25 ml, se aduce la semn. Din aceasta solutie de
substrat se iau 25ul, care se adauga peste godeurile in care au existat
antagonisti. Se determina fluorescenta, cu excitare la 355 nm si citire la 460nm,
care este direct proportionalad cu activitatea chitinazica.

Exemplul 5. In acest caz se realizeaza o varianta integrata si miniaturizata
de senzori, care se dipsun in placu cu 96 godeuri. Cu referire la figura 4, in acest
caz, este vorba de fabricarea unei variante integrata si miniaturizata, in care (i)
senzorul electrochimic, (i) cel(e) optochimic(e) sub forma de spoturi de coloranti
fluorescenti (dyes), impreuna cu (ii) membrana micro- poroasa, sunt preparate
prin tehnica strat-peste-strat, prin printari succesive pe substratul complex si
flexibil. Operatiile individuale-separate nu sunt diferite de cele descrise la
Exemplul 1. Prin contrast insa, printarea lor se realizeaza cu precizie, la scara
micro si astfel se produce integrat si miniaturizat. Procesul este complex dar
compus din pasi simplii, si se preteaza la automatizare.

Dupa printare si uscare, obtinem structuri complexe integrat miniaturizate
si flexibile. O astfel de structura flexibila cu forma complexa se atasaza (i) la
peretele interior vertical, (ii) la partea conica a fiecarui godeu si respectiv (iii)
fixata orizontal la interiorul acelui godeu. Varianta integrata si miniaturizatd se
poate fixa intr-un godeu cu un volum de cel putin 10 ori mai mic, iar intreg
procesul de fabricare se poate automatiza.

Citirea semnalului electrochimic si pentru senzorul optochimic se face la fel
ca la exemplul 1. Semnalele se multiplexeaza si se transfera pe computer prin
intermediul unei interfete standard. Un program special prelucreaza apoi datele
obtinute.

Variantele de lucru in acest caz sunt:

V1 - Pythium spp.

V2 - Rhizoctonia solanii

V3 - Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

V4 - Phytophtora infestans
13




ﬂ‘2010—01384__
21‘12‘2010

V5 - Alternaria solani

V6 - Septoria lycopersici

V7 - tulpina de testat

V8 - tulpina de testat

V9 - Bacillus subtilis B49b

V10 - Trichoderma viride Td50

V11 - culturd de meristeme de tomate

V12 - culturd de meristeme de capsun

Aplicarea schemei de randomizare pentru placa de 96 godeuri, 12 variante
in 8 repetitii, este prezentata in tab.1.

Tab.1. Schema de randomizare a celor 12 variante in 8 repetitii aplicata
pentru placa cu 96 godeuri.

I 2 | 3 | 4 5 6 7 8 | 9 10 11 12 |
A 6 11 2 7 12 3 8 9 4 5 10 1|
B 12 3 7 9 4 8 10 1 5 11 2 6
C 4 8 9 1 5 10 2 6 11 3 7 12
D 8 12 1 5 11 4 6 10 3 7 9 2
E 11 4 5 10 3 6 9 2 7 12 1 8
F 3 6 10 2 7 9 1 8 12 4 5 11
G 7 10 4 6 9 1 5 12 2 8 11 3
H 9 1 6 12 2 5 11 3 8 10 4 7

Mediile de cultura sunt identice cu cele folosite in celelalte exemple, cu
exceptia variantelor cu culturi de meristeme, unde se foloseste mediu Murashige-
Skoog, MS, hidrogelifiat prin depunerea unor pelete de poloxamer 409 in
proportie de 30% fatd volumul de mediu de cultura si lasarea peste noapte la
frigider pentru hidratare. Mediul MS se omogenizeaza cu la rece, se sterilizeaza
prin autoclavare la 121°C timp de 20 min, se raceste pentru lichefiere pana la
4°C, si se depune aseptic 0,3 m! de mediu steril hidrogelifiat Murashige-Skoog i
0,1 ml de suspensie de culturd meristematica continand 10? celule vegetale din
plantele gazda. Restul procedeului de lucru este la fel ca in exemplul-1.

14
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PROCEDEU DE INALT RANDAMENT PENTRU TRIEREA IZOLATELOR DE
MICROORGANISME ANTAGONISTE FITOPATOGENILOR $I DISPOZITIV
PENTRU REALIZAREA ACESTUIA

Revendicari

1. Procedeu de inait randament pentru trierea izolatelor de microorganisme
antagoniste fitopatogenilor caracterizat prin aceea ca este alcatuit din
urmatoarele etape: fabricarea de senzori de oxigen electrochimici pe substrat
flexibil si de senzori optochimici fluorescenti pentru bioxid de carbon, fixarea céate
unui senzor de oxigen si a unui senzor de bioxid de carbon fluorescent pe
substrat de plastic transparent, in fiecare godeu dintr-o placa de microtitrare cu
24 godeuri, in care baza fiecdrui godeu este reprezentatd de o membrana de
policarbonat, permeabild particulelor > 0,1 uym, > 500 kD si realizarea de
conexiuni la instrumentele de masura a semnalele produse de senzori in functie
de concentratia de oxigen, respectiv bioxid de carbon, din godeul monitorizat;
alternativ, pentru o placa de titrare cu 96 godeuri, fabricarea unei variante
integrate si miniaturizate, in care senzorul electrochimic de oxigen, cel(e)
optochimic(e) pentru bioxid de carbon, sub forma de spoturi de coloranti
fluorescenti, impreund cu membrana micro- poroasa care reprezinta baza
godeului, sunt preparate prin tehnica strat-peste-strat, prin printari succesive pe o
membrand semipermeabild > 0,1 ym, > 500 kD, iar structura flexibild cu forma
complexa se atasaza la peretele interior vertical, la partea conica a fiecarui
godeu, si respectiv fixata orizontal la interiorul acelui godeu; ambalarea in pungi
termosudabile de polietiena de Tnaltd densitate, si sterilizarea prin iradiere
gamma, la o doza de 25 kGy, a placilor cu 24...96 godeuri, cu senzorii fixati in
fiecare godeu; realizarea unei scheme de testare, randomizata in dreptunghi
latin, cu 6 variante in 4 repetitii pentru placa de 24 godeurt, incluzand: 2 variante
cu microorganisme fitopatogene specifice unei plante gazda, 1 variantd cu
microorganism antagonist larg raspandit, 1 varianta cu plantule gazda, obtinute in
conditii gnotobiotice si 2 variante tulpini de testat, si aplicarea acestei scheme de
randomizare pentru placa de 24 godeuri; realizarea unei scheme de testare,
randomizatad in dreptunghi latin, cu 12 variante in 8 repetitii pentru placa de 96
godeuri, incluzand: 3 variante cu microorganisme fitopatogene specifice unei
plante gazda, 2 variante cu microorganisme antagoniste larg raspandit, 1 varianta
cu celule de plante gazda, obtinute in conditii axenice, 6 variante cu tulpini de
testat si aplicarea acestei scheme de randomizare pentru placa de 96 godeuri;

prepararea de medii lichide specifice pentru diferitele microorganisme de testat,
1
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hidrogelifierea lor prin depunerea unor pelete de Poloxamer 409 in proportie de
40% fata volumul de mediu de cultura si lasarea peste noapte la frigider pentru
hidratare, omogenizarea mediilor lichide reci, sterilizarea mediilor prin
autoclavare la 121°C timp de 20 min, racirea mediilor pentru lichefiere pana la
4°C; prepararea unui mediu nutritiv mineral pentru plante, hidrogelifierea lui prin
depunerea unor pelete de poloxamer 409 in proportie de 30% fatd volumul de
mediu de culturd si lasarea peste noapte la frigider pentru hidratare,
omogenizarea mediului lichid rece, sterilizarea mediului prin autoclavare la
121°C timp de 20 min, racirea mediului pentru lichefiere pana la 4°C, depunerea
aseptica a 2,5 ml mediu nutritiv mineral hidrogelifiat, aflat la temperatura mai
mica de 15°C, in fiecare godeu al unei placi corespunzatoare repetitilor pentru
varianta plantula mediu de cultura si adaugarea aseptica a unor plantule de 5 zile
din planta gazda, provenite prin germinare din seminte dezinfectate si crestere
intr-un sistem gnotobiotic; alternativ pentru placa cu 96 godeuri prepararea unui
mediu Murashige-Skoog, hidrogelifierea Iui prin depunerea unor pelete de
poloxamer 409 in proportie de 30% fata volumul de mediu de cultura si lasarea
peste noapte la frigider pentru hidratare, omogenizarea mediului lichid rece,
sterilizarea mediului prin autoclavare la 121°C timp de 20 min, racirea mediului
pentru lichefiere pana la 4°C, depunerea aseptica a 0,3 ml de mediu steril
hidrogelifiat Murashige-Skoog si adaugarea aseptica a 0,1 ml de suspensie de
culturd meristematicd continand 10? celule vegetale din plantele gazda:;
incubarea pldcilor cu medii cu plantule gazda / celule vegetale intr-o camera de
crestere plante, timp de 48 ore, termostatata la o temperatura de 25°C, cu o rati
de iluminare de 120 pmoli fotoni m? s si o fotoperioadd de 12 ore pe
ziinocularea asepticd a 7,5 ml de mediu specific fiecarui microorganism
hidrogelifiat la 4°C, cu 2,5 ml dintr-o suspensie avand o densitate de 10° ufc/ml
microorganisme de testat in mediu lichid specific corespunzator, depunerea
asepticad a 2,4 ml mediu hidrogelifiat, aflat la temperatura mai mica de 15°C, in
fiecare godeu al unei placi cu 24 de godeuri, conform schemei de randomizare
care include variantele cu microorganisme fitopatogene, antagoniste si tulpinile
de testat; alternativ pentru placa cu 96 godeuri inocularea aseptica a 2,1 ml de
mediu hidrogelifiat la 4°C, cu 0,7 ml dintr-o suspensie avand o densitate de 10°
ufc/ml microorganisme de testat in mediu lichid specific corespunzator,
depunerea aseptica a 0,3 ml mediu hidrogelifiat, aflat la temperatura mai mica de
15°C, in fiecare godeu al unei placi cu 96 de godeuri, conform schemei de
randomizare care include variantele cu microorganisme fitopatogene, antagoniste
si tulpinile de testat; Incubarea placilor cu plantule gazda / celule vegetale,
microorganisme fitopatogene, antagoniste i tulpinile de testat, timp de 24 ore, la
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o temperaturd de 25°C, cu o ratd de iluminare de 120 pumoli fotoni m? s si o
fotoperioada de 12 ore pe zi; inlaturarea foliei protectoare de pe fundul placii cu
24 sau 96 de godeuri si asezarea aseptica a placii Tntr-un recipient paralelipipedic
steril, cu dimensiuni ale bazei apropiate de cele ale placii de microtitrare, cu
margini etan Jeizate cu snur de cauciuc siliconic $i prevazut cu umeri de fixare a
bazei placii; introducerea de tampon fosfat salin steril in recipientul de baza,
termostatarea intregului sistem prin introducerea intr-un vas termostatat cu apa la
25°C, conectarea sistemului de senzori de monitorizare oxigen la un aparat de
masurd specific, potentiostat multicanal, stabilizarea semnalului senzorilor si
monitorizarea acestuia; monitorizarea producerii de bioxid de carbon prin
determinarea fluorescentei fluorosenzorilor specifici; prelucrarea semnalelor
senzorilor de oxigen si bioxid de carbon, corelarea acestora, analiza statistica a
rezultatelor si evidentierea izolatelor care au determinat reducerea la 50% a
respiratiei unor tulpini de fitopatogeni, fara a reduce respiratia celulelor plantei
gazda si/fsau a microorganismelor antagoniste; realizarea de determinari
ulterioare pentru evidentierea unor compusi implicati in micoparazitism, cum sunt
chitinazele / N-acetilglucosaminidazele; realizarea de determinari ale cantitatii de
biofilm format, care este Tn directd corelatie cu semnalele implicate in
comunicarea dintre microorganisme $i/sau microorganisme si plante, si cu
compusii care interfera cu acestia, printr-o micd modificare a procedeului,
respectiv Tnlaturarea foliei protectoare de pe fundul placii cu 24 de godeuri
fnainte de incubarea separata timp de 24 de ore a tulpinilor de microorganisme,
si expunerea la compugsii difuzibili care interfera comunicarea de grup / quorum
sensing la microorganisme; folosirea unor medii de culturd minimale pentru
microorganisme, mimetice pentru o serie de microbiocenoze naturale, pentru a
selecta izolatele care prezintad competitia pentru nutrienti.

2. Dispozitiv pentru aplicarea inventiei, care include o variantd integrata si
miniaturizatd, Tn care senzorul electrochimic de oxigen si cel(e) optochimic(e)
pentru bioxid de carbon, sub forma de spoturi de coloranti fluorescenti, sunt
preparate prin tehnica strat - peste - strat, prin printari succesive pe un substrat
flexibil si transparent reprezentant de membrana semipermeabila 0,1 um,
structura flexibila cu forma complexa rezultatd se ataseaza la peretele interior
vertical, la partea conica a fiecarui godeu, $i respectiv fixata orizontal la interiorul
fiecarui godeu dintr-o placa de microtitrare cu 96 godeuri, iar marginea a de jos a
peretilor godeurilor este sudata de partea fixata orizontal a structurii flexibile cu
forma complexa.
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