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(57) Rezumat:

Prezenta inventie se referd la un biopreparat micro-
bian mixt, folosit ca biopesticid complex cu efect benefic
pentru cresterea si protectia plantelor, compus din doud
tulpini bacteriene, si la un procedeu de oblinere a
acestuia. Biopreparatul microbian, conform inventiei,
este constituit din tulpinile Delftia lacustris 6BS,Serratia
fonticola B17 si Pseudomonas jessenii T11, izolate din
tesuturile unor briofite si din rizosfera plantei Vicia
sepiu, asociate in raport gravimetricde 1:1:1. Procedeul
de obtinere a biopreparatului consta in aceea cd acesta
cuprinde obtinerea unui inocul prin cultivarea tulpinii
Delftia lacustris 6BS pe medii care contin melasa, ca
sursa de carbon, extract de porumb si sulfat de amoniu,

ca sursd de azot, si séruri minerale, la o temperaturd de
28°C, timp de 24 h, a tulpinii Serratia fonticola B17, pe
medii care contin zaharoz, ca sursd de carbon, féind
de soia, ca sursd de azot, si sdruri minerale, la o
temperaturd de 28°C, timp de 24 h, cu agitare, si a
tulpinii Pseudomonas Jessenii T11 pe medii care contin
melasd, ca sursd de carbon, extract de porumb, ca
sursd de azot, si sdruri minerale, la 28°C, timp de 24 h,
Si amestecarea celor trei biomase obtinute, Tn raport
gravimetric de 1:1:1.
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BIOPREPARAT MICROBIAN MIXT CU EFECT BENEFIC COMPiMﬁ-f("
ASUPRA CRESTERII PLANTELOR

Prezenta inventie se refera la un biopreparat microbian mixt compus din trei tulpini
bacteriene folosit ca biopreparat cu efect benefic complex in agricultura moderna, si la procedeul
de obtinere acestuia.

Studiile de literatura evidentiaza rolul important in agricultura durabild a bacteriilor care
promoveaza cresterea plantelor (bacterii PGPR) datorita caracterelor benefice cu care contribuie
fie la mobilizarea nutrientilor pentru plante fie la protectia plantelor. Aceste bacterii contribuie la
cresterea si dezvoltarea plantelor prin diferite mecanisme directe si indirecte: solubilizarea
nutrientilor din minerale, fixarea azotului atmosferic, antagonism impotriva microorganismelor
fitopatogene, inducerea rezistentei sistemice in planta gazda respectiv cresterea tolerantei de stres
si producerea fitohormonilor (Vale Barreto Figueiredo si colab., 2010).

Studii referitoare la efectul combinat si/sau sinergic a microorganismelor PGPR sunt
relativ putine, consortii bacteriene biocontrol pe bazd de Bacillus subtilis si Pseudomonas
Sfluorescens au fost testate pe chili (Sundaramoorthy si colab., 2012), iar un consortiu pe bazi de
microorganismele Pseudomonas-Azospirillum-Glomus cu efect biofertilizant a fost testat pe
plantele de porumb (Walker si colab., 2012), iar cresterea plantelor de Jatropha a fost promovata
de consortia bacteriani pe baza de patru bacterii: Brevibacillus brevis, Bacillus licheniformis,
Micrococcus sp. si Acinetobacter calcoaceticus (Jha si Saraf, 2012).

Aceste biopreparate au dezavantajul ca nu prezinta efectele scontate datorita specificitatii
niselor ecologice, a relatiei dintre planti-microorganism, totodata aceste efecte benefice sunt

influentate de conditiile pedologice si climatice specifice regiunii.

Problema pe care rezolva inventia este realizarea unui biopreparat bacterian compus din tulpina
Delftia lacustris 6BS, Serratia fonticola B17 $i Pseudomonas jessenii T11 pentru promovarea
cresterii si protectia plantelor.

Biopreparatul microbian conform inventiei este constituit din din tulpina Delftia lacustris 6BS,
Serratia fonticola B17 si Pseudomonas jessenii T11 pentru promovarea cresterii si protectia

plantelor.
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Cele trei tulpini bacteriene Delftia lacustris 6BS, Serratia fonticola B17, Pseudomonas jessenii
T11 sunt depuse la National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms din
Budapesta cu numere de depozit NCAIM P(B)001396, NCAIM P(B)001399 si NCAIM
P(B)001394.

Procedeul de obtinere a unor biopreparate cu efect benefic complex cu ajutorul tulpinilor
bacteriene Delftia lacustris 6BS, Serratia fonticola B17, Pseudomonas jessenii T11 izolate din
tesuturile unor briofite si din rizosfera plantei Vicia sepiu conform inventiei, consta in aceea ca,
cuprinde obtinerea unui inocul, prin cultivarea tulpinii Delftia lacustris 6BS pe medii care contin
melasa ca sursa de carbon, extract de porumb, sulfat de amoniu ca surse de azot si saruri minerale
la 0 temperatura de 28°C timp de 24 h, a tulpinii Serratia fonticola B17 pe medii care contin
zaharoza ca sursa de carbon, faina de soia ca surse de azot si saruri minerale la o temperatura de
28°C timp de 24 h cu agitare si a tulpinii Pseudomonas jessenii T11 care contin melasa ca sursa
de carbon, extract de porumb ca surse de azot si saruri minerale la o temperatura de 28°C timp de
24 h , amestecarea celor trei biomase obtinute in raport gravimetric de 1:1:1, care se aplica pe
samanta sau plantula sau sol.

Prin realizarea inventiei se obtin urmétoarele avantaje:

- prin acest inventie se di o propunere pentru o noud consortie bacteriand cu efect

complex

- aceastd consortie bacteriand contribuie la mobilizarea substantelor nutritive si la

inhibarea patogenilor

- prin producerea fitohormonului sistemul radicular devine mai dezvoltat contribuind la

absorbtia mai eficientd a nutrientilor

- prin mecanismul solubilizarii a fosfatului anorganic contribuie la cresterea
Tulpinile bacteriene Delftia lacustris 6BS, Serratia fonticola B17 si Pseudomonas jessenii T11
folosite in procesul biotehnologic sunt izolate din sol , din tesuturile unor briofite  si din
rizosfera plantei Vicia sepiu si caracterizate genetic prin identificare.

Biopreparatul microbian cu efect benefic complex asupra plantelor s-a obtinut cu un amestec de

tulpini microbiene si anume tulpina bacteriana Delftia lacustris 6BS originara din sol , Serratia

i/
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Jfonticola BI7 originard din tesuturile unor briofite §i Pseudomonas jessenii T11 originard din
rizosfera plantelor leguminoase.

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

Efectul biopreparatului microbian obtinut s-a studiat in vitro si la plantele de 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
consta in urmatoarele.

- In prima faza se obtine cultura de preinocul prin cultivarea in flacoane cu agitare a
tulpinilor de bacterii Delftia lacustris 6BS, Serratia fonticola B17 si Pseudomonas jessenii T11
pe medii propice fiecarui tulpini. Aceste contin surse de carbon: ca surse de carbon: zaharoza,
melasa, ca surse de azot: fdind de soia, extract de porumb 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 say, la un volum mai mare de
mediu de cultura.

-In faza de bioproces are loc dezvoltarea si cultivarea tulpinilor bacteriene, utilizand
mediu de cultivare diferit fatd de inocul.

-Mediile de cultura sunt diferite in functie de tulpinile bacteriene utilizate: Delftia
lacustris 6BS, Serratia fonticola B17 si Pseudomonas jessenii T11 dar conditiile de lucru sunt
aceeasi.

-Pentru obtinerea biomasei tulpinilor Delftia lacustris 6BS, Serratia fonticola B17 si
Pseudomonas jessenii T11 temperatura de incubarea este 28 °C timp de 24 h si agitare 200 rpm,
Se prezinta in continuare un exemplu de realizare a inventiei:

Faza 1. 1zolarea si identificarea bacteriilor benefice

Delftia lacustris 6BS NCAIM (P) B001396

Pentru izolare probele au fost luate din sol din Depresiunea Ciucului, rezervatia naturala
Malastina 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
peptond proteicd, 10 ml glicerol, 1,5 g KoHPOq, 1,5 g MgSQ4,7H;0, 1 | de apa distilats, 18 g
agar, pH = 7,2). Cutiile Petri inoculate au fost incubate la 28°C timp de 48 h.
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Serratia fonticola B17 NCAIM (P) B 001399

Pentru izolarea tulpinii bacteriene Serratia fonticola B17 am propus prelevarea probelor din
rezervatia naturald Mlastina Borsaros din tesuturile briofitelor (Bryophyta). 50 mg de plante de
briofite se dizolvad in 10 ml de ser fiziologic (solutie de NaCl 0,9 %). Din aceasti solutie se
transfera | ml in 9 m! de ser fiziologic, obtinand dilutia 10”'. Din aceasta solutie se transferi 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, 1a 28 °C. Mediul de culturi folosit are
urmdtoarea compozitie: hidrolizat pancreatic de gelatind 17 g, digestie pancreaticd de cazeina si
digestie pepsicd de tesut animal 3 g, lactoza 10 g, saruri biliare 1,5 g, NaCl S g, rosu neutru 20
mg, cristal violet 1 mg, agar-agar 13,5 g, apa distilatd 1000 ml
Dupi obtinerea culturilor pure, acestea au fost pistrate pe mediu Nutrient (peptond 5 g, NaCl S g,
extract de drojdie 2 g, extract de carne 1 g, agar-agar 15 g, apa distilatd 1000 ml).
Pseudomonas jessenii T11 NCAIM P(B)001394
Pentru izolarea Pseudomonas jessenii T11 probele au fost prelevate din Muntii Ciucului din
rizosfera plantelor leguminoase Vicia sepium L.
Din probele de sol am preparat dilutii seriate, din care a fost diseminatd 0,1 mi pe suprafata
mediului selectiv YEM (manitol 10 g, MgS04*7 H,0 0.2 g, NaCl 0.1 g, K,HPO,4 0.5 g, CaCl,; 0.2
g, FeCl3*6H,0 0.2 g, extract de drojdie 0.01 g, agar-agar 20 g, apa distilatd 1000 ml si albastru

de bromtimol, pH=6.9). Cutiile Petri inoculate au fost incubate la 28°C timp de 48 h.

Tabel. 1. Caracteristicile morfologice si biochimice a tulpinilor bacteriene

. , Serratia Pseudomonas jessenii
< é’[{’;‘l‘\;“(;’;sg(’);f?; fonticola NCAIM T11 NCAIM 1
P(B)001399 P(B)001394

’ Coloratia Gram negativi negativd negativd
‘ Evidentierea sp.lor negativd negativa negativi
Oxidarea glucozei pozitivd pozitivd pozitivd

Oxidarea lactozei - negativi negativa |
Reducerea nitratilor - pozitivd pozitiva
Testul gelatinolizi - __pozitiva negativa

Tipul respiratiei aeroba aerobi aeroba

Producere de amoniac - - pozitivd

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

%
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AGCTAATCCCATCTGGGCACATCCGATGG
TGTGAGGCCCGAAGGTCCCCCACTTTGGT
CCGAAGACGTTATGCGGTATTAGCTACCG
TTTCCAGTAGTTATCCCCCTCCATCGGGCA
GNTTCCCAGACATTACTCACCCGTCCGCC
GCTCGTCACCCAGGAGCAAGCTCCNTGTG
CTACCGCTCGACGTG

12 -08- 20
5
Identificarea tulpinilor
Lungimea pe baza similaritatagii
secventei secventei 16S rADN cu
Tulpina 16S rADN Compozitia nucleotidici a secventei 16S rADN tulpinile din GenBank
(perechi de (nr. de referinti);
baze - pb) - procentul de
similaritate
Fﬁ TCCGTACAAAAGCAGTTTACAACCCGAAG
CCTTCATCCTGCACGCGGCATTGCTGGATC
AGGCTTTCGCCCATTGTCCAAAATTCCCCA
CTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGT
GTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGGTCGTCCTC
TCAGACCAGCTACAGATCGTCGGCTTGGT Delfiia s DSM
AAGCTTTTATCCCACCAACTACCTAATCTG elf “ ]‘;C;‘g”T’S
6BS 439 CCATCGGCCGCTCCAATCGCGCGAGGCCC (EU888(30)8)
GAAGGTCCCCCGCTTTCATCCTCAGATCGT R
ATGCGGTATTAGCTACTCTTTCGAGTAGTT - similaritate: 100%
ATCCCCCACGACTGGGCACGTTCCGATGT
ATTACTCACCCGTTCGCCACTCGTCAGCGT
CCGAAGACCTGTTACCGTTCGACTTGCAT
GTGTAAGGCATGCCGCCAGCGTTCAATCT
GAGCCATGGATCAAACTCTAAAAAA
CCCTTCCTCCTCGCTGAAAGTGCTTTACAA
CCCGAAGGCCTTCTTCACACACGCGGCAT
GGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCA
ATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT
CTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCT Serratia fonticola
GGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCG DSM 4576
BI7 396 TCGCCTAGGTGAGCCATTACCTCACCTACT (AJ233429)

- similaritate: 99,8%

Tl

464

ACAGCAAAGTATTAATTTACTGCCCTTCCT
CCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAG
ACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGA
TCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCC
CACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACC
GTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGATCATCC
TCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTG
GTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAAT
CCGACCTAGGCTCATCTGATAGCGCAAGG
CCCGAAGGTCCCCTGCTTTCTCCCGTAGG
ACGTATGCGGTATTAGCGTTCCTTTCGAA
ACGTTGTCCCCCACTACCAGGCAGATTCC
TAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTGAA
TCCAGGAGCAAGCTCCTCTCATCCGCTCG
ACTTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCG

TTCAATCTGAGCCATGATCAAACTCA

Pseudomonas jessenii CIP
105274(T) (AF068259)

99,1%

Faza 2. Determinarea activititii proteazelor alcaline

..
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Activitatea proteazelor s-a determinat din supernatantul culturilor bacteriene 24 ore,
folosind cazeind ca substrat. Absorbanta tirozinei rezultat in urma activititii enzimatice s-a
masurat cu un cititor de microplaci (Fluostar Optima, BMG Labtech) la momentul inceperii
experimenului si dupd o ord de incubare.

Activitatea proteazelor alcaline a fost determinati in functie de absorbanta tirozinei care
in cazul tulpinei bacteriana Delftia lacustris 6BS NCAIM P(B)001396 a fost 0,2568 U/ml.

Faza 3. Determinarea activitatii fosfatazelor alcaline

in cursul analizelor structura membranara a fost distrusd prin sonicare, iar activitatea
enzimatica a fost determinata in prezenta substratului p-nitrofenil fosfat.

in functia absorbantei p-nitrofenolului rezultat s-a determinat activitatea fosfatazelor
alcaline care in cazul tulpinei bacteriana Delftia lacustris 6BS NCAIM P(B)001396 a fost 0,3881
U/ml.
Faza 4. Producerea cianurii de hidrogen

Pentru analiza producerii de cianurd de hidrogen, am folosit 0 metoda calitativd. Din
tulpina bacteriana Serratia fonticola B17 se obtine o culturd de 24 ore in mediu lichid Nutrient.
Mediul lichid Nutrient are urmatoarea compozitie: peptond 5 g, NaCl 5 g, extract de drojdie 2 g,
extract de carne 1 g, apa distilatd 1000 ml. Din cultura bacteriana obtinutd 0,1 ml se transferd in
pldci Petri care contine mediu agarizat Nutrient suplimentat cu glicina (4,4 g/1). O bucata de
hartie filtru steril impregnata intr-o solutie de 0,5 % acid picric in 2% Na,COs, se ageazi in
fundul partii de acoperire a placilor Petri. Placile inoculate inchise cu parafilm, se incubeaza timp
de 4 zile, la 28 °C. Schimbarea culorii a hartiei filtru din culoarea galbena in portocaliu sau maro
indica producerea cianurii de hidrogen.
in cazul tulpinii bacteriene Serratia fonticola B17 NCAIM P(B)001399 s-a observat o schimbare
in culoarea hartiei filtru (din galben in portocaliu), care confirma producerea cianurii de hidrogen
de citre tulpina testata.

Faza 5. Antagonism impotriva ciupercilor fitopatogenelor Fusarium oxysporum si Alternaria
alternata
Pentru determinarea antagonismului impotriva speciilor fitopatogene susnumite s-a folosit

o metoda cantitativa. Speciile fungice se insamanteazi pe suprafata mediului nutritiv Complex
prin striere. Mediul nutritiv Complex are urmétoarea compozitie: peptond 10 g, glucoza 40 g ,

extract de drojdie 10 g, agar-agar 20 g, apa distilatd 1000 ml. Dupa insdmantare, in mediu se fac

oF
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gauri, cu diametru de 5 mm, in care se pipeteaza 100 pl din supernatantul speciei bacteriani
studiata obtinut prin metoda descrisd de mai jos.

Cultura bacteriand Serratia fonticola B17 NCAIM P(B)001399 se obtine in mediu Nutrient
lichid, incubat timp de 5 zile, la 28 °C si 150 RPM. Dupa incubare o cantitate de 1,5 ml din
culturile crescute se centrifugheaza la 12000 RPM timp de 30 minute.

Placile Petri inoculate cu specia fungica si supernatantul culturii bacteriene se incubeazi timp de
5 zile. Testul de antibioza se repetd de 5 ori. Dupd incubare se masura zona de inhibitie. Valorile

medie a zonelor de inhibitie se gisesc 1n tabelul 3.

Tabel 3.Testarea in vitro a activitétii antagoniste a tulpinii Serratia fonticola B17 NCAIM
P(B)001399 asupra cresterii miceliene a unor specii fungice patogene

__ Specia fungici fitopatogend studiati
Fusarium oxysporum Alternaria alternata
Zona de inhibitie indusi 4,4 1,8
(em) ]

Faza 6. Determinarea capacitatii de solubilizare a fosfatilor anorganici la tulpina bacteriana cu
caracter de mobilizare a fosfatilor .

Bacteriile cu capacitatea de solubilizare a fosfatilor anorganici sunt selectate prin metoda
inoculdrii pe medii nutritive Pikovskaya cu continut de fosfat tricalcic.

Mediul de culturd Pikovskaya are urmitoarea compozitie: extract de drojdie 0.5 g,
dextroza 10 g, fosfat de calciu 5 g, sulfat de amoniu 0,5 g, KC] 0,2 g, MgSOy4 0,1 g, MnSOq4
0,0001 g, FeS040,001 g, agar-agar 20 g, 1000 ml apa distilata.

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

Tulpina bacteriana Pseudomonas jessenii T11 NCAIM P(B)001394 de 24 h au fost inoculate pe

mediile Pikovskaya si incubate 48 h la 28° C. In jurul coloniei bacteriene dezvoltate culoarea

mediului devine transparenta, datoritd producerii acizilor organici carui diametru a fost de 2,49 +

0.05 mm.

Faza 7. Determinarea capacitétii de producere a fitohormonului auxinic (acidul 3-indolil acetic )
Analiza producerii a acidului 3-indolil acetic a fost realizat calitativ si cantitativ.
Determinarea calitativd a producerii acidului 3-indolil acetic a fost realizat pe mediu de

inoculate pe placile Petri agarizate, dupd care a fost depusd membrane de nitrocelulozd cu
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dimensiune de 1x1 cm asupra coloniilor. Dupa incubare la 28°C de 24 h, membrana de
nitroceluloza a fost impregnata in reactiv Salkovski. Apararea culorii rogie a insemnat capacitatea
de producere a acidului 3-indolil acetic.

Pentru determinarea cantitdtii a acidului 3-indolil acetic produs, tulpina bacteriand de
Pseudomonas jessenii T11 NCAIM P(B)001394 a fost inoculat in medii lichide TSB cu continut
de triptofana de 100 pg/ml si incubate 72 h la 150 rpm. Dupa incubare suspensia bacteriena a fost
centrifugate la 5000 rpm 15 min si 1 ml de supernatant a fost adiugat la 2 ml de reactiv Salkovski
si incubat circa 25-30 min la temperatura camerei. Absorbanta solutiei a fost determinata la 530
nm.

Curba de calibrare a fost realizatd prin determinarea absorbantii la 530 nm a unor solutii
continind acid 3- indolil acetic in diferite concentratii (5-, 10-, 15-, 20-, 25 pg/ml). Cantitatea
acidului 3-indolil produs de tulpinile bacteriene studiate a fost calculat pe baza curbei de
calibrare. Cantitatea auxinului produs de catre tulpina bacterianid de Pseudomonas jessenii T11
NCAIM P(B)001394 este 18,12 pg/ml.

Faza 8 .Obtinerea biomasei bacteriene prin fermentatie

Mediul lichid industrial a continut 25 g/L faina de soia, 1,25 g/LL K;HPO4 si 1,25 g/L
zahdr.
Din culturile bacteriene incubate pe mediu solid Nutrient la 28°C, timp de 24 de ore, a fost

realizatd suspensia de bazd (folosind solutie fiziologica sterild). Numarul bacteriilor din acest
suspensie de bazi a fost setat la 108 UFC/ml. Cu suspenzia de bazi a fost inoculat preinoculul
intr-un lombic Erlenmeyer de 100 mli care a continut 20 ml de mediu lichid industrial.

Mediul lichid industrial a continut 25 g/L. fiind de soia, 1,25 g/ K2HPO4 si 1,25 g/L
zahidr. Inocularea a fost efectuat in 1:80 de rati, deci suspenzia bacteriand a fost addugat in
1,25%. Preinoculul astfel pregitit a fost incubat la 28°C, timp de 24 de ore la 145 rpm.

Cultura astfel obtinuti s-a folosit In continuare la inocularea unui volum de 200 mL de
mediu industrial intr-un lombic Erlenmeyer de 1 1, folosind un raport de inocul/mediu de 1:80.
Cultura s-a mentinut cu parametrii de proces de 28°, cu agitare de 145 rpm timp de 24 de ore.
Probe de cite 1 mL de culturd bacteriana a fost prelevat dupa 24 de ora, din care s-au determinat
numarul unitdtilor formatoare de colonii. Numarul unititilor 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° timp de 24 ore, in vederea stabilirii numarul celulelor viabile.

N
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Tulpina bacteriand cu caracter demineralizatoare de N si P Delftia lacustris 6BS NCAIM
(P)B00139 ajunge la o valoare de 2,66 * 10° celula/mL in medie lichid industrial dupa 24 de ore.

Pentru realizarea biomasei de Pseudomonas jessenii T11 NCAIM P(B)001394, tulpina
bacteriand a fost cultivatd in 50 ml mediu de culturd lichida de Nutrient timp de 24 h la 28°C la
200 rpm, in baloane de 250 ml. Acest suspensie bacteriani de 24 h este aplicat pentru realizarea
preinoculului.

Mediul de culturd a preinoculului si inoculului contine: melasd 20 g/l, extract de porumb
30 g/l, K;HPO4 0.5 g/1, MgS040.2 g/l, FeSO4 0.05 g/, CaCO50.05 g/1.

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

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

Densitatea celulard a tulpinii bacteriene biostimulante de Pseudomonas jessenii T11
NCAIM P(B)001394 este 2 x 10° sejt/ ml unitati formatoare de celule/ ml in preinocul dupa
fermentare de 24 h.

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

Densitatea celulard a tulpinei Pseudomonas jessenii T11 NCAIM P(B)001394 este
determinata prin diseminare pe placi agarizate dupa 14 h si 24 h, care dupa 24 h de fermentatie a
atins valoarea de 4,6 x10° UFC/ ml, iar pH ul este de 8,2 + 8,3.

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

Tulpina bacteriani a fost crescute in mediu nutritiv agarizat (Nutrient agar), timp de 24
ore, la 28° C, dupa care a fost realizatd o suspensie de bazi, folosind solutie fiziologica sterila.
Numirul celulelor din aceastd suspensie a fost setati la 10® unitati formatoare de colonii —
UFC/ml

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

RPM.
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Mediul nutritiv industrial contine urmitoarele substante: faina de soia 25 g, K;HPO4 1.25
g, zaharozi 1.25 g, apa distilata 1000 ml, sterilizat la 121 °C, 20 minute.

Cultura astfel obtinuté a fost folosit in continuare, pentru inocularea unui volum de 1 1 de
mediu nutritiv industrial (12.5 ml la 1 | de mediu). Cultura a fost crescutd la 28° C, cu agitare de
200 RPM timp de 24 ore.

Densitatea celulard a tulpinii bacteriene Serratia fonticola B17 NCAIM P(B)001399 a
atins 10'® de unitati formatoare de colonii CFU/ml dupa 24 ore de fermentare valoarea pH —ului
fiind 7.3.

Faza 9. Biotestarea in vitro a efectului benefic asupra plantelor de grau

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 cutii au fost insimantate seminte de griu germinate, si la baza fiecarei plantuge s-a
adaugat 1 ml de inoculant bacterian (10® UFC/ml/plant).

Plantele de griu au fost crescute timp 3 siptimani la 25°C, 70% de umiditate relativi,
durata perioadei de iluminare fiind de 12 ore/zi cu 2500 Ix (in Sanyo MLR-351, Versatile
Environmental Test Chamber, Japan). Umiditatea solului a fost {inutd la 13,5% din masa totala
uscatd. Dupa perioada de crestere a fost masuratd biomasa proaspata totald a plantelor, biomasa
proaspata si uscata al radacinilor si a tulpinii, respectiv lungimea tulpinii.

Consortia bacteriani a avut efect benefic asupra cresterii si dezvoltarii plantelor de grau, a

stimulat vizibil cresterea greuttii totale a plantelor (fig. 1).
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REVENDICARI

l. Biopreparat microbian mixt compus din trei tulpini bacteriene caracterizat prin
aceea ca este compus din trei tulpini bacteriene Delftia lacustris 6BS, Serratia fonticola B17,
Pseudomonas jessenii T11 sunt depuse la National Collection of Agricultural and Industrial
Microorganisms din Budapesta cu numere de depozit NCAIM P(B)001396, NCAIM
P(B)001399 si NCAIM P(B)001394 ,avand capacitatea de a promova cresterea plantelor prin
mobilizarea nutrientilor , producerea de fitohormoni si realizarea protectici plantelor prin
antagonism direct si indirect impotriva agentilor fitopatogeni .

1.1 Conform revendicarii 1 tulpina Delffia lacustris 6BS caracterizat prin aceea ca are
capacitate de a solubiliza fosforul si azotul din materialele organice .

1.2 Conform revendicariil tulpina Serratia fonticola B17 caracterizat prin aceea ca
produce ca metabolit secundar cianura de hidrogen si prezinta antagonism impotriva ciupercilor
fitopatogeni Fusarium oxysporum si Alternaria alternata

1.3 Conform revendicariil tulpina Pseudomonas jessenii caracterizat prin aceea ca

solubilizeaza fosfatii anorganici si produce fitohormon auxinic.

2. Procedeu de obtinere a unui produs biologic activ cu efect benefic complex cu rol de
caracterizat prin aceea ca aceasta cuprinde obtinerea unui inocul, prin cultivarea tulpinii Delftia
lacustris 6BS pe medii care contin melasa ca sursa de carbon, extract de porumb, sulfat de
amoniu ca surse de azot si saruri minerale la o temperatura de 28°C timp de 24 h, a tulpinii
Serratia fonticola B17 pe medii care contin zaharoza ca sursa de carbon, faina de soia ca surse de
azot si saruri minerale la o temperatura de 28°C timp de 24 h cu agitare si a tulpinii Pseudomonas
Jessenii T11 care contin melasa ca sursa de carbon, extract de porumb ca surse de azot si saruri
minerale la o temperatura de 28°C timp de 24 h , amestecarea celor trei biomase obtinute in

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

0
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Figura 1. Efectul inoculirii a consortiei bacteriene asupra parametrilor biometrici fati de proba

martor in cazul plantelor de grau
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