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BIOPREPARAT MICROBIAN CU EFECT BIOFERTILIZANT SI
PROCEDEU DE OBTINERE

Prezenta inventie se referd la un biopreparat microbian compus din doud tulpini
bacteriene, folosit ca biofertilizant in agriculturd moderna, si la procedeul de obtinere
acestuia.

Bioinoculantii ajutd la cresterea si dezvoltarea plantelor influentand starea fiziologica
a plantelor prin producerea de fitohormoni, prin mobilizarea elementelor nutritive din surse
organice i anorganice si prin antagonismul impotriva fitopatogenilor [1]. Unele dintre
tulpinile bacteriene gasite in sol au rol important in circulatia nutrientilor intre sol si plante.
Aceste bacterii sunt folosite pe scard largd in scop agricol pentru promovarea cresterii
plantelor. Cele mai cunoscute bacterii PGPB (bacteriile care promoveaza cresterea plantelor)
folosite ca biopreparat fac parte din genurile Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium,
Azospirillum, Burkholderia, Enterobacter, Azotobacter, Erwinia si Flavobacterium [2]. Specii
fluorescente de Pseudomonas, cum ar fi P. fluorescens, P. aeruginosa, Pseudomonas
aureofaciens, Pseudomonas putida si Pseudomonas pyrrocinia au capacitatea de a mineraliza
materiale organice in sol [3]. Mineralizarea materiei organice cu continut de azot si fosfor se
realizeaza prin activitatea enzimelor extracelulare eliberate de bacterii, ca proteaze, ureaze
fosfataze, fitaze si lecithinaze [4, 5, 6]. Prin folosirea biopreparatelor pe bazd de bacterii
mobilizatoare de azot si fosfor din surse organice, se obtine o crestere a biomasei plantelor de
culturd.

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

vulcanice.

Prezenta inventie se referd la un biopreparat microbian compus din doud tulpini
bacteriene folosit ca biofertilizant in agriculturd modern, si la procedeul de obtinere acestuia.
Problema pe care o rezolva inventia este de a realiza un nou preparat bacterian compus
din tulpina Delftia lacustris 6BS si tulpina Pseudomonas sp.12BS pentru biofertilizarca

plantelor de cultura.
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Cele doua tulpini Delftia lacustris 6BS si tulpina Pseudomonas sp.12BS conform
inventiei sunt depuse la National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms
din Budapesta, cu numerele de depozit NCAIM (P) B001396 si NCAIM (P) B001397.

Procedeul de obtinere a unor biopreparate cu rol de biofertilizare cu ajutorul tulpinilor
bacteriene Delftia lacustris 6BS si tulpina Pseudomonas sp. 12BS izolate din sol din
Depresiunea Ciucului si rezervatia naturald Mlastina Borsaros conform inventiei, consta in
aceea ca, cuprinde obtinerea unui inocul, prin cultivarea tulpinii Delfiia lacustris 6BS si
Pseudomonas sp. 12BS pe medii care contin zaharoza ca sursa de carbon, fiind de soia ca
surse de azot si K;HPO, 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 aplica pe samanta sau plantula sau
sol.

Prin realizarea inventiei se obtin urmatoarele avantaje:

- prin aceasta inventie se dd o propunere pentru o noua formula de biopreparat

microbian cu efect bisfertilizant

- tulpinile bacteriene care stau la baza biopreparatului biofertilizant sunt tulpini

bacteriene autohtone

- realizarea acestei consortii bacteriene prin izolarea a doud tulpini bacteriene si

determinarea caracterelor de mobilizare a elementelor nutritive

- un nou produs folosibil in agricultura durabild care imbundtiteste calitétile

nutritive ale plantelor

- bacteriile sunt usor cultivabile, se multiplica rapid

- procedeul de realizare a biopreparatului microbian cu efect biofertilizant este

simplu si poate fi usor ridicat la scard de industrie

Tulpinile bacteriene Delftia lacustris 6BS si Pseudomonas sp.12BS folosite in
procesul biotehnologic sunt izolate din sol din Depresiunea Ciucului, rezervafia naturala
Mlastina Borsaros si caracterizate genetic prin identificare.

Biopreparatul microbian cu efect de biofertilizare s-a obtinut cu un amestec de tulpini
microbiene si anume tulpina bacteriana Delftia lacustris 6BS si Pseudomonas sp.12BS
originatd din sol din Depresiunea Ciucului, rezervatia naturald Mlastina Borséros.

Biopreparatul microbian conform inventiei consta in a realiza un nou preparat
bacterian compus tulpinii Delftia lacustris 6BS si Pseudomonas sp.12BS pe medii care contin
zaharoza ca sursa de carbon, faina de soia ca sursa 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.
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Pentru mediile de cultivare, s-au folosit ca surse de carbon: zaharozi, ca surse de azot:
faina de soia. In afara de aceste materii prime, s-au folosit si sare minerala care contin potasiu
si fosfor.

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

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

~in prima faza se obtine cultura de preinocul prin cultivarea in flacoane cu agitare a
tulpinilor de bacterii Delfiia lacustris 6BS si Pseudomonas sp. 12BS pe medii
specifice. Acestea contin ca surse de carbon: zaharoza, ca surse de azot: fiina de soia
si sdruri 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, la un volum mai mare.

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

- Mediile de culturd si conditiile de lucru sunt aceeasi pentru tulpinile bacteriene
utilizate: Delftia lacustris 6BS si Pseudomonas sp. 12BS.

- Pentru obtinerea biomasei tulpinilor Delftia lacustris 6BS si Pseudomonas sp. 12BS

temperatura de incubarea este 28°C timp de 24 h si agitare 145 rpm.

Se da in continuare un exemplu de realizare a inventiei :

Faza 1. Izolarea si identificarea tulpinilor bacteriene

Pentru obtinerea unor tulpini noi de bacterii biostimulante cele doua tulpini bacteriene au fost
izolate pe medii selective din zone specifice.
Delftia lacustris 6BS NCAIM (P) B001396

Pentru izolare probele au fost luate din sol din Depresiunea Ciucului, rezervatia
naturald Mlastina Borsaros din care au fost realizate solutii de sol si dilutii seriale. Din fiecare
dilutie s-au luat probe de 0,1 ml care au fost folosite pentru inocularea mediilor de culturd
King’s B (20 g peptona proteicd, 10 ml glicerol, 1,5 g K;HPO4, 1,5 g MgS04,7H,0, 1 1 de apa
distilata, 18 g agar, pH = 7,2). Cutiile Petri inoculate au fost incubate la 28°C timp de 48 h.

W
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Caracteristicile morfologice si biochimice a tulpinii Delftia lacustris 6BS sunt listate
in tabelul 1.
Pseudomonas sp.12BS NCAIM (P) B001397

Pentru izolare probele au fost luate din sol din Depresiunea Ciucului, rezervatia
naturala Mlastina Borsaros din care fost preparate solutii de sol si dilutii seriale. Din fiecare
dilutie s-au luat probe de 0,1 ml care au fost folosite pentru inocularea mediilor de culturd
King’s B (20 g peptona proteicd, 10 ml glicerol, 1,5 g K;HPO4, 1,5 g MgS04,7H,0, 1 1 de apa
distilata, 18 g agar, pH = 7,2). Cutiile Petri inoculate au fost incubate la 28°C timp de 48 h.

Caracteristicile morfologice si biochimice a tulpinii Pseudomonas sp.12BS sunt listate

in tabelul 1.

Tabel. 1. Caracteristicile morfologice si biochimice a tulpinilor bacteriene.

Delftia lacustris 6BS NCAIM (P) | Pseudomonas sp.12BS NCAIM
B001396 (P) B001397
Coloratia Gram - +
Evidentierea sporiilor - -
Oxidarea glucozei + + ]
Bpul respiratiei aerobd aeroba

Identificarea a tulpinilor bacteriene a fost realizatd pe baza secventierii fragmentului

16S rADN (Tabel 2).

Tabel 2. incadrarea taxonomici a tulpinilor pe baza secventelor 16S rADN.

Identificarea tulpinilor

Lungimea pe baza similaritatitii
secventei secventei 16S rADN cu
Tulpina 16S rADN Compozitia nucleotidici a secventei 16S rADN tulpinile din GenBank
(perechi de (nr. de referinta);
baze - pb) - procentul de

similaritate

TCCGTACAAAAGCAGTTTACAACCCGAAG
CCTTCATCCTGCACGCGGCATTGCTGGATC
AGGCTTTCGCCCATTGTCCAAAATTCCCCA
CTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGT

GTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGGTCGTCCTC

TCAGACCAGCTACAGATCGTCGGCTTGGT b elﬁi‘;[]‘;cfg(’?; DSM
68BS 439 AAGCTTTTATCCCACCAACTACCTAATCTG (BUS88308)

CCATCGGCCGCTCCAATCGCGCGAGGCCC
GAAGGTCCCCCGCTTTCATCCTCAGATCGT
ATGCGGTATTAGCTACTCTTTCGAGTAGTT
ATCCCCCACGACTGGGCACGTTCCGATGT
ATTACTCACCCGTTCGCCACTCGTCAGCGT
CCGAAGACCTGTTACCGTTCGACTTGCAT

- similaritate: 100%
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GTGTAAGGCATGCCGCCAGCGTTCAATCT
GAGCCATGGATCAAACTCTAAAAAA

TTATTGTGTCGGTACGTCAAACAATCACG
TATTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTA
GGGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTC
ACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTT
CGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGC
CTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAG
12BS 354 TTCCAGTGTGACTGATCATCCTCTCAGACC
AGTTACGGATCGTAGCCTTGGTGAGCCAT
TACCTCACCAACTAGCTAATCCGACCTAG
GCTCATCTAATAGCGTGAGGTCCGAAGAT
CCCCCACTTTCTCCCGTAGGACGTATGCG
GTATTAGCGCCCGTTTCCGGACGTTATCCC
CC

Pseudomonas sp.
- similaritate: 98%

Faza 2. Degradarea celulozei

Capacitatea degraddrii celulozei la tulpinile bacteriene a fost investigatd pe medii
CMC (1 g/L NH4H,PO4, 0,2 g/l KCI, 1 g/LL MgS04,7H,0, 1 g/l extract de drojdie, 26 g/LL
CM23 si 3 g/L. agar) cu continut de carboximetilceluloza avand 23 de unitdti de glucoza
(CM23). Placile Petri au fost inoculate punctiform si au fost incubate timp de cinci zile la
28°C. Dupi incubare, mediile au fost colorate cu colorant rosu de Congo avand concentragia
0,1%. Dacé bacteria are capacitatea de a produce celulazd, in jurul culturii bacteriene se
observd un halou opac. Prin determinarea dimensiunii inelului se obtine o valoare numerica,
iar activitatea celulazica a diferitelor tulpini devine comparabila.

Dupaé cinci zile de incubatie, tulpinile bacteriene Delftia lacustris 6BS si Pseudomonas

sp. 12BS au arétat productia de enzime celulazi cu diametrul haloului de 23 respectiv 28 mm.

Faza 3. Degradarea fitinei

Analiza producerii fitazei s-a realizat pe medii Sperber (10 g/L glucoza, 0,5 g/L extract
de drojdie, 0,1 g/L CaCl,, 0,25 g/l. MgS0,,7H,0, 15 g/L agar si 2,5 g/L acid fitic, pH 7,2) cu
continut de acid fitic. Mediile nutritive s-au inoculat punctiform, urmat de o incubare la 28°C
timp de cinci zile.

Tulpina bacteriand Delftia lacustris 6BS produce enzima fitazica, avand un halo de

diametrul 6 mm, tulpina bacteriand Pseudomonas sp. 12BS nu a arétat activitate fitazica.

b
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Faza 4. Degradarea lecitinei

Galbenusul de oud continand lecitind in mare cantitate, a fost folositd in determinarea
productiei lecitinazei. Acest test s-a realizat pe mediu agarizat cu continut de gilbenus de oud
(10 g/L peptond, 1 g/L glucozd, 10 g/l NaCl, 5 g/L extract de drojdie, 22 g/L agar si 100 ml/L
emulsie de gilbenus de ou. Emulsia de gélbenus de ou se prepara din 4 gélbenus de oud si
1000 ml, 0,85% de solutie de NaCl). Mediile de culturd au fost inoculate punctiform, si
incubate la 28°C timp de cinci zile.

Tulpina bacterianda Pseudomonas sp. 12BS a ardtat productia enzimei lecitinaza,
porducand pe mediul de cultura un halo de diametrul 20 mm. Tulpina bacteriand Delftia

lacustris 6BS nu prezinta activitate lecitinazica.

Faza 5. Detectarea genelor specifice apr (proteaza alcalind) i npr (proteazd neutrd)

Pentru detectarea genelor apr si npr prin tehnica PCR am folosit amorse specifice,
dupd cum urmeaza: FP aprl (5°-TAYGGBTTC AAYTCCAAYAC-3’), RP april (5-
VGCGATSGAMACRTTRCC-3"), FP nprl (5’-GTDGAYGCHCAYT AYTAYGC-3’) si RP
nprll (5’-ACMGCATGBGTYADYTCATG-3).

[naintea detectirii genelor am realizat o reactiec PCR in gradient folosind o proba
martor pozitivd (tulpina bacteriand Pseudomonas fluorescens pentru gena apr si Bacillus
cereus pentru gena npr) n vederea optimizarii atasarii amorselor. Reactia PCR in gradient a
fost realizat la temperaturi intre 49°C si 58°C. Rezultatul amplificarii a fost verificat prin
electroforezd in gel de agaroza. Amplificarea genelor specifice a tulpinilor de bacterii
selectate au fost realizate la temperatura de aderenta optimd, iar s-au pus in evidentd produsii
de amplificare folosind tehnica electroforezei in gel de agaroza.

Am detectat prezenta genei apr si la tulpina bacteriand Delftia lacustris 6BS si la
tulpina bacteriand Pseudomonas sp. 12BS, obtindnd un produs de 194 pb, care reprezintd
fragmentul genei apr comparat cu controlul pozitiv Pseudomonas fluorescens ATCC 13525.
In urma reactiei de PCR nu s-a amplificat gena npr din probe, din care avem evidenta ca

genomul izolatelor bacteriene nu contine gene omologi ai proteazelor neutre.

Faza 6. Obtinerea biopreparatelor mineralizatoare de N §i P

Pentru realizarea biomasei de Delftia lacustris 6BS NCAIM (P)B001396, tulpina
bacteriand a fost cultivatd pe mediu solid Nutrient timp de 24 h la 28°C. Din culturile

bacteriene incubate pe mediu solid Nutrient a fost realizatd suspensia de baza (folosind solutie

<
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fiziologica sterild). Numdrul bacteriilor din acest suspensie de baza a fost setat la 10° UFC/ml.
Aceasta suspensie bacteriand este folosita pentru realizarea preinoculului.

Cu suspensia de bazi a fost inoculat preinoculul intr-un vas Erlenmeyer de 100 ml
care a continut 20 ml de mediu lichid industrial. Mediul lichid industrial a continut 25 g/L
faina de soia, 1,25 g/L K;HPOy, si 1,25 g/L zahar. Inocularea s-a efectuat cu o rata de 1:80,
deci suspensia bacteriand a fost addugata intr-un procent de 1,25%. Preinoculul astfel pregatit
a fost incubat la 28°C, timp de 24 de ore la 145 rpm.

Cultura astfel obtinuta s-a folosit in continuare la inocularea unui volum de 200 mL de
mediu industrial intr-un vas Erlenmeyer de 1 L, folosind un raport de inocul/mediu de 1:80.
Cultura s-a mentinut cu parametrii de proces de 28°C, cu agitare de 145 rpm timp de 24 de
ore. Probe de cite 1 mL de culturd bacteriand a fost prelevat dupa 24 de ora, din care s-au
determinat numarul unitatilor formatoare de colonii. Numarul unitétilor formatoare de colonii
(UFC/mL) s-au determinat prin realizarea unor serii de dilutii decimale si inocularea acestora
pe mediu agarizat Nutrient, si cultivate la 28°C timp de 24 ore, in vederea stabilirii numarul
celulelor viabile.

Tulpina bacteriand Delftia lacustris 6BS NCAIM (P)B001396 ajunge la o valoare de
2,66 * 10° celula/mL in mediu lichid industrial dupa 24 de ore.

Pentru realizarea biomasei de Delftia lacustris 6BS NCAIM (P)B001396, tulpina
bacteriand a fost cultivatd pe mediu solid Nutrient timp de 24 h la 28°C. Din culturile
bacteriene incubate pe mediu solid Nutrient a fost realizatd suspensia de baza (folosind solutie
fiziologicd sterild). Numarul bacteriilor din aceasta suspensic¢ de bazid a fost setat la 10
UFC/ml, fiind ulterior folosit pentru realizarea preinoculului.

Cu suspensia de bazi a fost inoculat preinoculul intr-un vas Erlenmeyer de 100 ml
care a continut 20 ml de mediu lichid industrial. Mediul lichid industrial a continut 25 g/L.
faind de soia, 1,25 g/L K,HPOy si 1,25 g/L zahdr. Inocularea a fost efectuat in 1:80 de rata,
deci suspenzia bacteriana a fost addugat in 1,25%. Preinoculul astfel pregatit a fost incubat la
28°C, timp de 24 de ore la 145 rpm.

Cultura astfel obtinutd s-a folosit in continuare la inocularea unui volum de 200 mL de
mediu industrial intr-un vas Erlenmeyer de 1 L, folosind un raport de inocul/mediu de 1:80.
Cultura s-a mentinut cu parametrii de proces de 28°C, cu agitare de 145 rpm timp de 24 de
ore. Probe de cite 1 mL de culturd bacteriand a fost prelevat dupa 24 de ora, din care s-au
determinat numarul unitdtilor formatoare de colonii (UFC/mL). Numdrul unitatilor formatoare

de colonii (UFC/mL) s-au determinat prin realizarea unor serii de dilutii decimale si
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inocularea acestora pe mediu agarizat Nutrient, si cultivate la 28°C timp de 24 ore, in vederea
stabilirii numarul celulelor viabile.

Tulpina bacteriand Pseudomonas sp. 12BS NCAIM (P)B001397 ajunge la o valoare
de 1,31 * 10° celul&/mL in mediu lichid industrial dupa 24 de ore.

Faza 7. Studiul efectului stimulator a biopreparatelor obtinute asupra cresterii plantelor de

grau
1. Germinarea semingelor

Semintele de grau sterilizate au fost germinate inainte de biotestare, germinare
realizatd pe hartii de filtru timp de 48 de ore. Pentru germinare s-au folosit seminte de grau
commerciale avind o greutate intre 0,3 — 0,4 g. Pentru biotestarea in vitro a efectului
fitostimulator a bacteriilor au fost folosite rasaduri avand aceeasi lungime de lastar (1,5 — 2
cm).
2. Biotestarea in vitro a efectului fitostimulator asupra plantulelor in cultura hidroponica

in vederea cresterii plantelor s-au folosit cutii din polipropileni de dimensiuni 34 x 23
x 16 cm, care pot fi inchise cu capac si sunt rezistente la autoclavare. In aceste cutii au fost
confectionate site din tabla de ofel inoxidabil (25 x 15 cm, indltime 2 cm), cu diametrul
orificiilor de 4 mm, iar distanta dintre orificii de 20 mm. Cutiile impreund cu site au fost
sterilizate Tn prealabil prin autoclavare (121°C, 15 minute). Plintutele cu lastari de 1,5 -2 ¢m
lungime au fost invelite in fasd sterila de 2x3 c¢m si au fost agezate peste orificiile sitei, la 4
cm distantd una fati de cealaltd (30 de seminte/cutie). In vederea cresterii plantelor s-a folosit
o solutie nutritivd, care contine elementele minime necesare (Mg, Ca, Cl, Mn, B, Zn, Fe)
pentru cresterea si dezvoltarea plantelor. La solugie nutritivad a fost addugatd 1ml/LL suspensie
bacteriand cu 10® UFC/mL. Plantele au fost crescute 11 zile la 250C, 70% de umiditate
relativd, durata perioadei de iluminare fiind de 12 ore/zi la 2500 lux (in Sanyo MLR-351,
Versatile Environmental Test Chamber, Japan). In cazul fiecirui experiment s-a folosit si
probd martor, in cazul cdrora solutiile nutritive nu au fost inoculate cu bacterii. Dupd perioada
de crestere a fost masuratd biomasa proaspata totala al plantelor, biomasa proaspita si uscata
al radacinilor respectiv al tulpinii (uscare: 80°C timp de 3-5 ore), respectiv lungimea tulpinii.

Plantele care au prezentat ceea mai accentuatd crestere a tulpinii (media lungimii
tulpinilor: 11,840,96 cm) au fost cei tratati cu tulpina bacteriand Pseudomonas sp. 12BS,
avand o ratéd de crestere crescuta cu 37,33% fata de plantele martor (media lungimii tulpinilor
fiind 8,592+1,11 cm), iar media lungimii tulpiniilor plantelor tratate cu tulpina bacteriana

Delftia lacustris 6BS a fost 11,43+1,32 cm (cu o ratd de crestere crescutd cu 33,054%).

4
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Consortia bacteriand Delftia lacustris 6BS + Pseudomonas sp. 12BS a prezentat efecte
benefice semnificative asupra lungimii tulpinilor plantelor, aratind o crestere 40,92% (media
lungimii tulpinilor: 12,108+1,35 cm) fatd de proba martor (Fig. 1.a).

Analizand greutatea totald a plantelor si compardnd cu cele martor (greutatea totald
medie de 0,0768+0,01), pot fi observate diferente semnificative in cazul tulpinilor Delftia
lacustris 6BS (9,37%) si Pseudomonas sp. 12BS (14,06%) si in cazul consortiei bacteriene
Delftia lacustris 6BS + Pseudomonas sp. 12BS (16,66%) cu greutiti totale de 0,084+0,012 g,
0,0876+0,0011 g si 0,0896+0,013 g (Fig. 1.b).

Determinand greutatea umeda si uscata a radacinilor plantelor martor si celor tratate
cu suspensii bacteriene, nu s-a observat crestere semnificativa (Fig. 1.c si 1.d). Determinand
greutdtiile umede ale tulpinii plantelor, in cazul tulpiniei bacteriene Pseudomonas sp. 12BS
am observat o crestere semnificativd de 15,78% (cu greutate medie 0,0616+0,0085 g) fatd de
plantele martor (cu greutate medie 0,0532+0,0098 g) (Fig. 1.e). Totodata tulpina bacteriand
Delftia lacustris 6BS — asa cum se vede pe figura l.e si in tabelul 2 — nu a influentat
semnificativ greutatea umeda a tulpinii plantelor. Analizand greutatea uscati a tulpinilor s-a
observat cd tulpinile Delftia lacustris 6BS (25,98%) si Pseudomonas sp. 12BS (37,17%)
cauzeaza o crestere semnificativa a greutatii medii fatd de plante martor (0,008188+0,0019 g)
cu 0,0103+0,0019 g respectiv 0,0112+0,0013 g (Fig. 1.1).

Ceea ce priveste greutatea umeda si uscata a tulpinii plantelor am observat o crestere
semnificativa datorata consortiei bacteriene Delftia lacustris 6BS + Pseudomonas sp. 12BS de
27,06% respectiv 23,59% fata de proba martor (Fig. 1.e si 1.).

3. Biotestarea in vitro a efectului fitostimulator asupra plantulelor in trei tipuri de sol

Pentru testarea efectelor benefice a bacteriilor asupra plantelor de grau crescute in sol
au fost selectate cele trei tipuri de sol caracteristice zonei Depresiunii Ciucului: sol
cernozimoid, sol brun argiloiluvial, respectiv sol nisipos sau psamosol tipic lamelar. Probele
de sol au fost prelevate din orizonturile superiore al solului (0-30 cm). Pentru cresterea
plantelor s-au folosit cutii din polipropilend, de dimensiuni 34 x 23 x 16 cm (6,5 litru), care
pot fi inchise cu capac si sunt rezistente la autoclavare. In cutii au fost puse 5 litru de sol,
acestea fiind sterilizate prin autoclavare la 105°C timp si 30 de minute, repetate de trei ori in
trei zile consecutive. in fiecare cutii au fost insdmantate 25 seminte de grau germinate, si la
baza fiecarei plintute s-a adaugat 1 ml de inoculant bacterian (10° UFC/ml/plantd). in
experimente au fost folosite cele trei tipuri de sol, la care s-a addugat consortia bacteriand D.

lacustris 6BS + Pseudomonas sp. 12BS. In cadrul experimentelor s-au folosit probe martor,
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in cazul cidrora plantutele de grdu nu au fost inoculate cu bacterii. Plantele de grau au fost
crescute timp de zece zile la 28°C, 80% de umiditate relativi, durata perioadei de iluminare
fiind de 12 ore/zi cu 2500 lux (in Sanyo MLR-351, Versatile Environmental Test Chamber,
Japan). Umiditatea solului a fost tinutd la 13,5% din masa totald uscatd. Dupi perioada de
crestere a fost masuratd biomasa proaspita totald a plantelor, biomasa proaspita si uscati al
radacinilor si a tulpinii (uscare: 80°C timp de 3-5 ore), respectiv lungimea tulpinii. in cadrul
fiecarui experiment am avut 25 repetitii (25 plantute), si astfel s-a calculat valoarea medie,
respectiv deviatia standard (standard deviation).

3.1. Biotestarea in vitro al efectului fitostimulator a tulpinilor bacteriene asupra plantulelor
in sol cernoziomoid

Valoarea medie a lungimii tulpinilor in cazul plantelor tratate cu consortia D. lacustris
6BS + Pseudomonas sp. 12BS a fost de 16,21% (30,24+2,73 cm) mai mare in comparatie cu
plantele martor (26,02+3,41 cm), diferenta fiind statistic semnificativd (Fig. 2.a). Pe baza
rezultatelor am observat cad media greutdtii totale (biomasa proapitd) a plantelor tratate cu
consorfia bacteriand Delftia lacustris 6BS + Pseudomonas sp. 12BS a fost 0,286+0,051 g,
ceea ce insemnd o crestere de 88,42% fatd de probele martor, neinoculate (0,152+0,023 g)
(Fig. 2.b).

Consortia bacteriand a stimulat vizibil cresterea greutdtii umede a radacinilor
plantelor, aceste diferente fiind statistic seminificative: cresterea a fost 293,1% in cazul
consortiei D. lacustris 6BS + Pseudomonas sp. 12BS (0,114+0,034 g) fatd de martor
(0,029+0,0087 g) (Fig. 2.c). Totodata in cazul greutdtiilor uscate a radacinilor a fost observat
influente semnificative cu crestere de greutate de 104,64% (0,029+0,011 g) fatd de martor
(0,014+0,0023 g) (Fig. 2.d).

Consortia bacteriana a avut efect benefic, statistic semnificative (p<0,001) si asupra
greutdtii umede a tulpinilor plantelor, diferenta fiind 44,74% (0,17+0,027 g) fatd de martor
(0,118+0,019 g) (Fig. 2.e). Totodata in cazul greutdtii uscate a tulpinilor am obtinut diferente
semnificative de 45,45% (0,018+0,0023 g) cu consortia bacteriand D. lacustris 6BS +
Pseudomonas sp. 12BS fata de martor (0,013+0,0011 g) (Fig. 2.f).

3.2. Biotestarea in vitro al efectului fitostimulator a tulpinilor bacteriene asupra plantulelor
in sol argiloiluvial

Consortia bacteriana D. lacustris 6BS + Pseudomonas sp. 12BS a avut efect benefic
(statistic semnificative) asupra cresterii greutdtii (biomasei) totale a plantelor, cele inoculate

avand o crestere cu 18,55% (0,26+0,042 g) mai mare fata de plantele martor (0,22+0,018 g),
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neinoculate (Fig. 3.b). in ceea ce priveste lungimea tulpinii plantelor, nu am observat efecte
pozitive in urma tratirii cu inoculant (Fig. 3.a).

in cazul greutatii umede a radicinilor plantelor inoculate cu consortia bacteriani D.
lacustris 6BS + Pseudomonas sp. 12BS am obtinut o crestere de 89,62% (0,102+0,023 g) fata
de plantele netratate (0,054+0,011 g), diferenta fiind statistic semnificativa (p<0,0001) (Fig.
3.c). Valorile greutatii uscate a radicinii plantelor tratate (0,021+0,0089 g) au fost mai mici
fata de plantele martor (0,028+0,0077 g), acesta diferenta nefiind statistic semnificativa (Fig.
3.d). Totodatd consortia bacteriand a dat diferente semnificative (11,31%) n greutatea uscati
a tulpinii plantelor tratate (0,017+0,0029 g) fatd de plantele netratate (0,015+0,0012 g).

3.3. Biotestarea in vitro al efectului fitostimulator a tulpinilor bacteriene asupra plantulelor
in sol nisipos

in cazul folosirii a solului nisipos cresterea greutatii totale a plantelor tratate cu
consortia bacteriand D. lacustris 6BS + Pseudomonas sp. 12BS a fost semnificativ mai mare
(101,13%, 0,354+0,059 g) fatd de plantele martor (0,176+0,018 g), aceste diferente fiind
statistic semnificative (Fig. 4.b). Consortia bacteriana D.lacustris 6BS + Pseudomonas sp.
12BS nu a avut efecte benefice semnificative asupra lungimii tulpinii plantelor, a dat un
procent de crestere de 25,82% (34,58+1,77 g) fata de plantele martor (27,49+1,83 g) (Fig.
4.a).

In urma tratarii plantelor cu consortia bacteriana am obtinut o crestere importants,
statistic semnificativa (p<<0,0001) in cazul greutatii umede a radacinilor 318,57% (0,11+0,048
g) fata de plantele netratate (0,028+0,0063 g) (Fig. 4.c). Consortia bacteriana nu a influentat
semnificativ greutatea uscat a radacinii plantelor tratate (Fig. 4.d).

Ceea ce priveste greutatea umeda a tulpini plantelor, in urma folosirii biopreparatului
am obtinut efect pozitiv statistic semnificativ (p<0,0001), diferentele fatda de plantele martor
(0,135+0,016 g) fiind cu 73,33% (0,234+0,044 g) mai mare (Fig. 4.¢). Consortia a aritat efect
benefic (58,06%, 0,023+0,0024 g) si asupra greutatii uscate a tulpinii plantelor fata de
plantele martor (0,015+0,0016 g) (Fig. 4.f).
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REVENDICARI
1. Biopreparatul microbian cu efect biofertilizant caracterizat prin aceea ca este compus

din tulpina Delftia lacustris 6BS depusa la National Collection of Agricultural and Industrial
Microorganisms din Budapesta, cu numar de depozit NCAIM (P) B001396 si tulpina
Pseudomonas sp.12BS depusa la National Collection of Agricultural and Industrial
Microorganisms din Budapesta, cu numar de depozit NCAIM (P) B001397, avand capacitatea
de a promova cresterea plantelor prin mobilizarea elementelor nutritive din surse organice.

1.1 Conform revendicarii 1 tulpina Delffia lacustris 6BS caracterizat prin aceea ca
are capacitate de degradare a celulozei, fitinei si a proteinelor, eliberand astfel elemente
nutritive.

1.2 Conform revendicarii 1| tulpina Pseudomonas sp.12BS are capacitate de
promovare a cresterii plantei caracterizat prin aceea ca are capacitate de degradare a

celulozei, lecitinei si a proteinelor, eliberand astfel elemente nutritive.

2. Procedeu de obtinere a unor produse biologic active cu rol de biofertilizare caracterizat
prin aceea ca aceasta cuprinde obtinerea unui inocul, prin cultivarea tulpinii Delftia lacustris
6BS si Pseudomonas sp.12BS pe medii care contin zaharoza ca sursa de carbon, faina de soia
ca sursa 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.
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Figura 1. Cresterea plantelor netratate si tratate cu tulpinile bacteriene Delftia lacustris 6BS,
Pseudomonas sp. 12BS si consortia bacteriana Delftia lacustris 6BS + Pseudomonas sp. 12BS

in culturd hidroponica
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Figura 2. Cresterea plantelor netratate si tratate cu consortia bacteriana Delftia lacustris 6BS +
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Figura 3. Cresterea plantelor netratate si tratate cu consortia bacteriand Delftia lacustris 6BS +

Pseudomonas sp. 12BS in sol argiloiluvial
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