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

Bacteriile/rhizobacteriile favorizante ale cresterii plantelor (PGPR-Plant Growth
Promoting Rhizobacteria) respectiv bacteriile de control biologic (BCAs — Biocontrol
Agents) controleazd efectul daunitor al agentilor fitopatogeni prin diferite mecanisme ca
secretarea enzimelor i antibioticelor care inhiba cresterea patogenilor.

Sintetizarea antibioticelor este una dintre cele mai importante mecanisme in urma
ciruia activitidtile bacteriilor fitopatogene sunt inhibate. Cele mai cunoscute substante
antibiotice sunt: agrocin 84, agrocin 434, oomicind, fenazind, 2,4 diacetil-floroglucinol
(DAPQG), serracina P, pyrrolnitrina (Glick si Bashan 1997, Bangera si Thomashow 1999).

Biopesticidele sunt biopreparate pe baza de bacterii biocontrol. Avantajul
biopesticidelor este cd reprezinta o solutie alternativd fatd de pesticidele chimice in
agricultura durabilda (Copping si Menn 2000). Dupd Elsas si colab (2006) biopesticidele
asigura controlul bolilor cauzate de fitopatogene care nu sunt daunatoare asupra mediului. In
biopesticidele comercializate mai ales doua specii bacteriene sunt folosite: Pseudomonas sp.
si Bacillus sp., deoarece tulpinile bacteriene apartinand acestor specii, sunt foarte usor de
izolat si mentinut, cu proprietati necesare pentru a le folosi ca pesticide alternative.

Aceste biopreparate au dezavantajul cd nu prezintd 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 compus din
bacterii cu rol in combaterea agentilor fitopatogeni.

Biopreparatul microbian conform inventiei este constituit din tulpina Serratia
fonticola B17 si tulpina Pseudomonas fluorescens E8 ,cu spectru larg de actiune impotriva
atacului a numeroaselor microorganisme fitopatogene.

Cele doud tulpini Serratia fonticola B17 si Pseudomonas fluorescens ES conform
inventiei sunt depuse la National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms

din Budapesta, cu numere de depozit NCAIM (P) B 001399 si NCAIM (P) B 001398.
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Procedeul de obtinere a unui biopreparat cu rol de biocontrol cu ajutorul tulpinilor
bacteriene Serratia fonticola B17 si Pseudomonas fluorescens E8 izolate din tesuturile unor
briofite autohtone conform inventiei, consta in aceea cd, cuprinde obtinerea unui inocul, prin
cultivarea tulpinilor Serratia fonticola B17 si Pseudomonas fluorescens E8 pe medii care
contin zaharozi ca sursa de carbon, fiina de soia ca surse de azot si sdruri minerale la o
temperatura de 28°C timp de 24 h cu agitare, amestecarea celor doud biomase obtinute in
raport gravimetric de 1:1, care se aplica pe simanta sau plantula sau sol.

Prin realizarea inventiei se obtin urmétoarele avantaje:

- efect biocontrol

- tulpinile bacteriene care stau la baza biopreparatului cu efect impotriva

microorganismelor fitopatogene sunt tulpini bacteriene autohtone

- spectru larg de actiune impotriva microorganismelor fitopatogene

- are rol in protectia plantelor impotriva microorganismelor patogene

- bacteriile sunt usor cultivabile, se multiplica rapid

- procedeul de realizare a biopreparatului microbian cu efect biocontrol este simplu

si usor realizat

Tulpinile bacteriene Serratia fonticola B17 si Pseudomonas fluorescens E8 folosite in
procesul biotehnologic sunt izolate din tesuturile unor briofite autohtone si caracterizate
genetic prin identificare.

Biopreparatul microbian cu efect biocontrol s-a obtinut cu un amestec de tulpini
microbiene si anume tulpina bacteriand Serratia fonticola B17 §i Pseudomonas fluorescens
E8 originare din tesuturile respectiv rizosfera unor briofite.

Pentru mediile de cultivare, s-au folosit ca surse de carbon: zaharoza, ca surse de azot:
fiina de soia. In afara de aceste materii prime, s-au folosit si sdruri minerale care contin
potasiu si fosfor.

Efectul biopreparatului biopesticid obtinut s-a studiat in vitro la plante de grau, cu
rezultate bune 1n ceea ce priveste caracterele antagoniste si promovarea cresterii plantelor de
grau.

Procedeul de obtinere prin biosinteza a biopreparatelor microbian conform
inventiei consta in urméatoarele:

- In prima fazi se obtine cultura de preinocul prin cultivarea in flacon de agitare a

tulpinilor bacteriene Serratia fonticola B17 si Pseudomonas fluorecens E8 pe medii

Y
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proprii tulpinilor. Mediul nutritiv contine ca surse de carbon: zaharozi, ca sursd de
azot: faind 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 o medie de cultivare diferita ca Ja inocul.

- Mediile de culturd si conditiile de lucru sunt aceeasi la tulpinile bacteriene
utilizate Serratia fonticola B17 si Pseudomonas fluorescenc ES.

- Pentru obtinerea biomasei tulpinilor Serratia fonticola Bl17 si Pseudomonas
fluorescens ES temperatura de incubarea este 28 °C timp de 24 h si agitare 200 rpm
(rotatii pe minut), amestecarea celor doua biomase obtinute in raport gravimetric de

1:1, care se aplica pe samanta sau plantula sau sol.

Se prezinta in continuare un exemplu de realizare a inventiei:

Fazal. Izolarea si identificarea bacteriilor benefice

Serratia fonticola B17 NCAIM (P) B 001399

Pentru izolarea tulpinii bacteriene Serratia fonticola B17 s-a prelevat probe din rezervatia
naturald Mlastina Borsaros din {esuturile briofitelor - Bryophyta , 50 mg de tesut de briofite
se dizolva in 10 ml de ser fiziologic ,solutie de NaCl 0,9 % . Din aceasti solutie se transfera 1
ml in 9 ml de ser fiziologic, obtinand dilutia 10”'. Din aceasta solutie se transfera din nou 1
ml in 9 ml de ser fiziologic, obtinand dilutia 10™. Din fiecare dilutie se transfera 0,1 ml in
medii de culturd selective. Probele se incubeazi 24 ore, la 28 °C. Mediul de culturd folosit
este urmitoarea: MacConkey: hidrolizat pancreatic de gelatina 17 g, digestie pancreatica de
cazeind si digestie pepsica de tesut animal 3 g, lactozd 10 g, saruri biliare 1,5 g, NaCl 5 g,
rosu neutru 20 mg, cristal violet 1 mg, agar-agar 13,5 g, apa distilatd 1000 ml.

Dupa obtinerea culturilor pure, acestea au fost pastrate pe mediu Nutrient (peptond 5 g, NaCl
5 g, extract de drojdie 2 g, extract de carne 1 g, agar-agar 15 g, apa distilatd 1000 ml.
Pseudomonas fluorescens E§ NCAIM (P) B 001398

Pentru izolarea tulpinii bacteriene Pseudomonas fluorescens ES8 am propus prelevarea
probelor din rezervatia naturala Mlastina Borsaros din rizosfera briofitelor -Bryophyta, 50 mg

de rizosferd se dizolvd in 10 ml de ser fiziologic, solugie de NaCl 0,9 %. Din aceastd solutie
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se transfera 1 ml in 9 ml de ser fiziologic, obtinand dilutia 10™. Din aceasta solutie se
transfera din nou 1 ml in 9 ml de ser fiziologic, obtinand dilutia 10, Din fiecare dilutie se
transferd 0,1 ml in medii de cultura selective. Probele se incubeazi 24 ore, la 28 °C. Mediul
de culturd folosit este urmatoarea: King’s B: proteoza peptona 2 g, glicerol 10 ml, K,HPO,
1,5 g, MgSO4*7H,0 1,5 g, agar-agar 15 g, apa distilatd 1000 ml , dupa obtinerea culturilor
pure, acestea au fost pastrate pe mediu Nutrient.

Caracterele morfologice si biochimice a celor doud tulpini bacteriene izolate sunt prezentate
in Tabelul 1.

Tabel 1. Caracterele morfologice si biochimice a tulpinilor bacteriene Serratia fonticola B17

si Pseudomonas fluorescens ES

Serratia fonticola Bl7 | Pseudomonas fluorescens
NCAIM (P) B 001399 E8 NCAIM (P) B 001398
Coloratia Gram - -
Evidentierea sp.lor -
Oxidarea glucozei +
Oxidarea lactozei -
@educerea nitratilor | + -
Testul gelatinoliza +

Tipul respiratiei aerobd aeroba

+

In vederea incadririi taxonomice tulpinile Pseudomonas fluorescens ES si Serratia fonticola
B17 au fost caracterizate pe baza secventei 16S ADN ribosomal. Secventa 16S rADN a
ADN-ului genomic, a fost amplificat prin reactiec in lan{ a polimerazei (PCR) folosind
primerii 27f (5 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3%) si 1492r
(5’TACGGYTACCTTGTTACGACTT?). [dentificarea tulpinilor bacteriene s-a realizat prin
secventiere.

Secventele obtinute au fost analizate folosind programul MEGAS. Compararea secventelor
16S rADN obtinute cu secventele existente in Banca de gene NCBI (National Centre for
Biotechnolgy Information), s-a realizat cu ajutorul programului BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool). Daci similaritatea secventelor 16S rADN ale tulpinilor bacteriene
studiate cu secventele existente in banca de gene este mai mare de 98%, atunci tulpinile pot fi
identificate pani la nivel de specie. in Tabelul 2. sunt prezentate rezultatele secventierii.
Tabel 2. Secventele obtinute pe baza analizei a primelor 500 de perechi de baze ai secventei

16S rADN.

Tulpina Compozitia nucleotidica a secventei 16S rADN

16S tulpinile de referinfe din
rADN GenBank; procentul de
(perechi similaritate

Lungime Identificarea tulpinilor
a pe baza similaritatii
secventei secvenfei 16S rADN cu

:/"l () ‘
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L de baze)

CCCTTCCTCCTCGCTGAAAGTGCTTTACAACCCG
AAGGCCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGCAT
CAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTG
CTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGT | Serratia fonticola
TCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTA | DSM 4576
GGGATCGTCGCCTAGGTGAGCCATTACCTCACC | (AJ233429)
TACTAGCTAATCCCATCTGGGCACATCCGATGG
TGTGAGGCCCGAAGGTCCCCCACTTTGGTCCGA | - similaritate: 99,8%
AGACGTTATGCGGTATTAGCTACCGTTTCCAGTA
GTTATCCCCCTCCATCGGGCAGNTTCCCAGACAT
TACTCACCCGTCCGCCGCTCGTCACCCAGGAGC
AAGCTCCNTGTGCTACCGCTCGACGTG
AAACAATCACGTATTAGGTAACTGCCCTTCCTCC
CAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCT
TCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCG
CCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCG
TAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTG
ACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGT
Pseudomona AGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCT
s fluorescens | 469 AATCCGACCTAGGCTCATCTAATAGCGTGAGGT
E8 CCGAAGATCCCCCACTTTCTCCCGTAGGACGTAT
GCGGTATTAGCGCCCGTTTCCGGACGTTATCCCC
CACTACTAGGCAGATTCCTAGGCATTACTCACC
CGTCCGCCGCTCGCCACCAGGTACAAGTACCCG
TGCTGCCGCTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTGCC
GCCAGCGTTCAATCTGAGCCAGGGATCAAACTC
A

Serratia
Sfonticola 396
B17

Pseudomonas fluorescens
WSM3457
(JF423119)

- similaritate: 99,1%

Faza 2: Determinarea producerii sideroforilor

Determinarea capacitdtii de producere a compusilor siderofori s-a realizat intr-un mediu
agarizat cu continut de colorant de crom-azurol S (CAS). Metoda are la baza, faptul ci
compusii de siderofori datorita afinitatii lor pentru ionii de fier pot fi detectate indiferent de
structura lor chimicd. La complexul de fier-colorant este addugat un ligand puternic de
exemplu compusi siderofori. Dupd formarea complexului de fier-ligand, eliberarea
colorantului este insotiti de schimbarea culorii. In jurul coloniilor bacteriene dezvoltate cu
capacitate de producere de siderofori, culoarea albastru devine portocaliu. 10 pl din tulpinile
bacteriene de 24 h, cultivate in mediu lichid Nutrient sunt inoculate pe mediu CAS agarizat (6
g PIPES, 0,6 g NaOH, 15 g proteoza peptong, 15 g MgSO4*7H,0, 1,5 g K;HPO,4, 10 ml
glicerol, 60,5 mg crom-azurol S in 50 ml de apd distilatd, 10 mg FeCl3*6H,0 si 72,9 mg
HDTMA in 50 ml de apa distilata, apa distilatd 900 ml) si incubate 48 ore la 28 °C.

Cele doua tulpini bacteriene studiate au dat rezultat pozitiv din punct de vedere a producerii
sideroforilor.

Faza 3: Producerea de cianurd de hidrogen

Din tulpinile de testat se obtin culturi de 24 ore in mediu lichid Nutrient. 0,1 ml din cultura

bacteriand se transfera in mediu agarizat Nutrient suplimentat cu glicina (4,4 g/l). O bucata de
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hértie filtru steril (asezat mai intdi intr-o solutie de 0,5 % acid picric in 2% Na,COj3) se aseazi
in fundul partii de acoperire a plicilor Petri. Plicile inoculate inchise cu parafilm, se
incubeaza timp de 4 zile, la 28 °C. Schimbarea culorii hartiei de filtru din culoarea galbeni in
portocaliu sau maro indica producerea cianurii de hidrogen.

Tulpinile bacteriene Serratia fonticola B17 si Pseudomonas fluorescens ES8 au avut
capacitatea de a produce cianura de hidrogen.

Faza 4: Antagonism impotriva tulpinii bacteriene Erwinia carotovora

Specia bacteriand Erwinia carotovora a fost insimantatd in mediu Nutrient lichid si incubata
timp de 24 ore la 28 °C si 150 rpm, intr-un incubator cu agitare. Din cultura bacteriand se
obtine o suspensie in ser fiziologic steril, ca densitatea opticd (OD) la 660 nm si fie 0,3. Din
suspensia astfel obtinutd 1 ml este amestecatd cu mediu Nutrient agarizat (40-50 °C),
adaugand 1 ml de 1% TTC (cloruri de trifenil-tetrazoliu) la fiecare 100 m! de mediu. in acest
mediu solidificat se fac gduri in care se pipeteazd 100 pl din supernatantul bacteriilor izolate
obtinut prin metoda descrisd de mai jos.

Culturile bacteriene se obtin in mediu Nutrient lichid, incubat timp de 5 zile, la 28 °C si 150
rpm. Dupd incubare o cantitate de 1,5 ml din culturile crescute sunt centrifugate la 12000 rpm
timp de 30 minute. Microorganismele vii pot reduce clorura de trifenil-terazoliu, astfel
culoarea mediului nutritiv devine roscatid. Supernatantul se difundd in gaurile mediului
nutritiv, iar dacd in supernatant este prezent un agent antimicrobial, cresterea speciei
bacteriene prezent in mediul agarizat este inhibat, deci culoarea mediului nutritiv nu se
schimba.

Placile sunt incubate timp de 24 ore, dupd care se poate face analiza de inhibitie. Testul de
antibioza a fost repetatd de S ori.

Dintre cele doud tulpini bacteriene studiate Serratia fonticola B17 s-a demonstrat a fi mai
eficient impotriva speciei bacteriene fitopatogene, zona de inhibitie fiind 9,4 mm. in cazul
tulpinii Pseudomonas fluorescens E8 zona de inhibitie a fost 2,4 mm (Tabel 3.).

Tabel 3. Testarea in vitro a activitdtii antagoniste a tulpinilor de Serratia fonticola B17 si

Pseudomonas fluorescens ES asupra cresterii tulpinii bacteriene Erwinia carotovora

Zona  de inhibitie | Zona de inhibitie
indusd de tulpina B17 | indusid de tulpina ES8

(mm) (mm)

(Erwinia carotovora | 9,4 2.4

Exemplul 5: Antagonism impotriva speciilor fungice patogene: Fusarium oxysporum si

Alternaria alternata



N-2012-00419--

7 12 -05- 201

Speciile fungice se insdménteazd pe suprafata mediului nutritiv Complex (peptond 10 g,
glucozd 40 g, extract de drojdie 10 g, agar-agar 20 g, apa distilatid 1000 ml) prin striere. Dupa
insdmantare, In mediu se fac gauri, in care se pipeteaza 100 pl din supernatantul bacteriilor
izolate obtinut prin metoda descrisd de mai jos.

Culturile bacteriene se obtin in mediu Nutrient lichid, incubat timp de 5 zile, la 28 °C si 150
rpm. Dupad incubare o cantitate de 1,5 ml din culturile crescute sunt centrifugate la 12000 rpm
timp de 30 minute.

Placile sunt incubate timp de 5 zile, dupa care se poate face analiza de inhibitie. Testul de

antibioza a fost repetata de S ori. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 4.

Tabel 4. Testarea in vitro a activitatii antagoniste a tulpinilor de Serratia fonticola B17 si

Pseudomonas fluorescens ES asupra cresterii miceliene a unor fungi fitopatogene

Zona de inhibitie | Zona de inhibitie
indusid de tulpina B17 | indusi de tulpina ES8

(mm) {(mm)
Fusarium oxysporum | 4,4 1
Alternaria alternata | 1,8 1,6

Faza 6: Obtinerea biopreparatelor la scara de laborator, determinarea ratelor de cregstere

Pentru obtinerea preparatului, tulpinile bacteriene au fost crescute in mediu nutritiv agarizat
(Nutrient agar), timp de 24 ore, la 28°C. in cazul fiecirei tulpini bacteriene s-a ficut o
suspensie de bazd, folosind solutie fiziologica sterild. Numérul din aceste suspensii a fost
setatd la 108 unitati formatoare de colonii — UFC/ml, cu ajutorul aparatului de misurare a
densitatii optice tip BIOLOG. 250 pl din suspensia astfel obtinutd a fost folositd pentru
inocularea unui volum de 20 ml de mediu nutritiv industrial. Cultura a fost crescutd, timp de
24 ore, la 28°C, cu agitare la 250 rpm. Mediul nutritiv industrial contine urmatoarele
substante: faina de soia 25 g, K;HPO4 1,25 g, zaharoza 1,25 g, apd distilatd 1000 ml, sterilizat
la 121 °C, 20 minute. Cultura astfel obtinuta a fost folosit in continuare, pentru inocularea
unui volum de 1 | de mediu nutritiv industrial (12,5 ml la 1 | de mediu). Cultura a fost
crescutd intr-un sistem fermentator de laborator tip Biostat A Plus (Sartorius) timp de 24 ore,
parametrii de proces fiind urmatoarele: 28° C, cu agitare de 200 RPM, presiunea partiald a
oxigenului dizolvat constantd la 50%, pH 7,3 (folosindu-se 5% NaOH si 5% H,SO4 pentru
controlul pH). Probe de cate 5 ml au fost luate in fiecare 4 ore. Pentru determinarea
numdarului de unitéti formatoare de colonii, din fiecare proba au fost preparate dilutii zecimale

seriale (intre 10™" si 10°®). Din fiecare dilutie 0,1 ml au fost insamantate pe mediu de culturd
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agarizat in cutii de Petri. In cazul fiecarei insamantari s-au efectuat cite dous repetitii. Dupd
24-48 ore de incubare la 28 °C, s-au numarat coloniile bacteriene, cu ajutorul numaratorului
de colonii Scienceware Mini Light Box. In cazul fiecdrei suspensii bacteriene s-a calculat
valoarea medie a CFU/ml (Tabel 5., Tabel 6.).

. ~

s

Tabel 5. Caracteristicile tulpinii bacteriene Serratia fonticola B17

Punct de 0 4 8 12 J 16 24 J
masura
CFU/ml Dilutie 10° 10° 10° 107 J 107 107 J
(Serratia
fonticola  BI17 | Nt de | 48 56 222 183 J 72 59
NCAIM colonii
(P)B001399) CFU/ml 0,0048 0,056 0,222 1,83 J 0,72 0,59
(*10')
Tabel 6. Caracteristicile tulpinii bacteriene Pseudomonas fluorescens E8
Punct de 0 4 8 12 14 24
masuri
CFU/ml Dilutie 10° 10° 10° 10°7107 10°107 10°
(Pseudomonas
fluorescens E8 | NI- de | 108 214 277,5 211/37,5 276,5/32 190,5
NCAIM colonii
(P)B001398) (C*Flojg/)ml 0,108 0,214 2,775 2,93 2,98 j 1,905
1

Faza 7: Testarea in laborator a efectelor antagoniste a speciilor bacteriene

Eficacitatea tulpinilor bacteriene Serratia fonticola Bl7 si Pseudomonas fluorescens E8
impotriva speciei fungice Fusarium oxysporum a fost testatd pe plante de grau, in conditii de
laborator, intr-un fitotron. Specia fungica Fusarium oxysporum, a fost crescutd timp de 5 zile,
la 28 °C, 250 RPM, in mediu Complex (glucoza 40 g, peptond 10 g, extract de drojdie 10 g,
agar-agar 20 g, apd distilatd 1000 ml). Numdrarea conidiilor a fost efectuatd cu un
hemocitometru Thoma.

Solul folosit a fost sterilizat, la 105 °C, timp de 30 minute, repetatd de trei ori, in trei zi
consecutive. Solul a fost inoculat cu suspensia fungicd, astfel incat numarul conidiilor si fie
intre 10*-10°/g sol. Dupa inocularea solului cu specia fungici, am addugat si suspensia
bacteriana (intr-o concentratie de 107 unititi formatoare de colonii - UFC/g sol). Am folosit si
o probd martor, reprezentat de un mediu inoculat doar cu suspensia fungicd, fard tratare
bacteriana.

Semintele de grdu au fost sterilizate intr-o solutie de hipoclorit concentrat, timp de 30 de
minute, dupd care au fost spalate cu apa distilatd. Germinarea s-a efectuat timp de 3 zile, iar

plantutele germinate au fost insdmantate. In cazul fiecdrei insdmantiri s-a efectuat céte 20 de
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repetitii. Plantele de grau au fost crescute timp de 25 zile, intr-o camera climatizata (25 °C,
70% umiditate relativa, durata perioadei de iluminare fiind 12 ore/zi).

Experimentul a fost analizat in ceea ce priveste eficacitatea tulpinilor in combaterea speciei
fitopatogene, respectiv s-a determinat cresterea plantelor prin mésurarea greutitii si lungimii
totale a tulpinii si rddacinii.

Eficacitatea aratd capacitatea de protectie a tulpinilor studiate fatd de patogenul Fusarium
oxysporum in conditii de laborator. In cazul calculul eficacititii am analizat plantele
s@ndtoase rasarite in fatd de cele nesanatoase. Tulpina bacteriana Serratia fonticola B17 s-a
dovedit a fi mai eficient in combaterea fitopatogenei Fusarium oxysporum, pe plante de grau,
procentul de eficacitate fiind 85%. in Tabelul 7. sunt prezentate eficacitatea diferitelor tulpini
bacteriene in combaterea tulpinii fungice patogene Fusarium oxysporum in conditii de
laborator.

Tabel 7. Eficacitate tulpinilor bacteriene Serratia fonticola Bi17 si Pseudomonas fluorescens

E8 impotriva tulpinii fungice Fusarium oxysporum

Specia bacteriana Plante sinitoase risarite Procentul plantelor | Eficacitate
sanitoase (%)
S
Serratia fonticola B17 17 85 20 J
Pseudomonas fluorescens E8 16 80 15
Martor 13 65 -

Tulpina bacteriand Pseudomonas fluorescens ES a avut cea mai mare influen{d asupra
cresterii plantelor de gréu, in solul infectat cu Fusarium oxysporum. Lungimea totald a
plantelor (vezi Tabelul 8.) a fost influentatd de tratamentele biologice cu inoculantii
bacteriene, valori semnificative prezentate doar in cazul tratdrii cu specia bacteriand
Pseudomonas fluorescens E8 (Fig.3). In Figura 4. este prezentatd variatia greutitii biomasei
plantelor de griu.

Tabel 8. Lungimea si greutatea plantelor de grau sub influenta tratamentelor biologice cu

inoculanti bacterieni

Lungimea | Greutatea proaspiiti (g) Greutate uscatii (g) J
:‘c’::;a Tulpina Radicina | Gr. totala | Tulpina ’ Radicind | Gr. totala
Pseudomonas 26,12 0,066 0,038 0,097 0,051 0.017 0,069
Sluorescens E8
Serratia  fonticola | 21,46 0,101 0,05 0,105 0,055 0,014 0,066
B17
Martor 21,67 0,063 0,025 0,086 0,043 0,015 0,058
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In concluzie cele doua tulpini bacteriene studiate s-au dovedit de a avea calititi de combatere
biologicd fatd de urmaitoarele patogeni ai plantelor: Fusarium oxysporum, Alternaria
alternata si Erwinia carotovora. De asemenea cele doua tulpini produc substante cu efecte
antibiotice: siderofori si cianura de hidrogen are un rol important in inhibarea fitopatogenelor.
Biopreparatul obtinut prin amestecarea celor doua biomase obtinute in raport gravimetric de
1:1, ca bioinoculant reprezintd o solutie alternativd in inlocuirea partiald a pesticidelor

folosite ,care se aplica pe samanta plantula sau sol in combaterea fitopatogenelor.
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REVENDICARI

1. Biopreparatul cu efect impotriva microorganismelor fitopatogene caracterizat
prin aceea ca este compus din tulpina Serratia fonticola Bl17 si Pseudomonas fluorescens
ES8, sunt depuse la National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms din
Budapesta, cu numere de depozit NCAIM (P) B 001399 si NCAIM (P) B 001398,avand
capacitatea de a inhiba cresterea agentilor fitopatogeni.

1.1 Conform revendicarii 1 tulpina Serratia fonticola Bl7 caracterizata prin aceea
ca are capacitate de producerea de siderofori si a metabolitului secundar cianura de
hidrogen, prezinta antagonism impotriva bacteriei fitopatogene FErwinia carotovora si
speciilor fungice patogene Fusarium oxysporum si Alternaria alternata.

1.2 Conform revendicariil tulpina Pseudomonas fluorescens E8 caracterizata prin
acea ca are capacitate de producere de siderofori si a metabolitului secundar cianura de
hidrogen, prezinta antagonism impotriva bacteriei fitopatogene Erwinia carotovora si
speciilor fungice patogene Fusarium oxysporum si Alternaria alternata.

2. Procedeu de obtinere a biopreparatului cu efect impotriva microorganismelor
fitopatogene caracterizat prin aceea ca cuprinde obtinerea unui inocul, prin cultivarea
tulpinilor Serratia fonticola Bl7 si Pseudomonas fluorescens E8 pe medii care contin
zaharoza ca sursa de carbon, faina de soia ca surse de azot si sdruri minerale la o temperatura
de 28°C timp de 24 h cu agitare, amestecarea celor doud biomase obtinute in raport

gravimetric de 1:1, care se aplica pe sdmanta, sau plantula sau sol.
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Figura 1. Reprezentare graficd a numarului unitdtilor formatoare de colonii, din cultura bacteriana
Serratia fonticola B17
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Figura 2. Reprezentare graficd a numérului unitatilor formatoare de colonii, din cultura bacteriand

Pseudomonas fluorescens E8
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Figura 3. Reprezentarea schimbdrii a lungimea tulpinilor de grau in cazul tratdrii si netratérii cu inoculant

bacterian.
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Figura 4. Greutatea proaspatid (A) si uscatd (B) a tulpinii plantelor martor si a celor tratate cu specii bacteriene

studiate
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