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Prezenta inventie se refera la un procedeu de inalt randament pentru selectia rapida
a consortiilor de microorganisme care au o actiune de biostimulare a plantelor cultivate,
datoritd producerii de compusi care biodisponibilizeaza nutrienti, au actiune de fitohormoni
sau de modulatori ai cailor metabolice implicate in raspunsul plantelor la factorii de stres
biotici si abiotici.

Sunt cunoscute o serie de procedee prin care sunt selectate tulpini de
microorganisme care au efecte benefice, de biostimulare a plantelor cultivate. Astfel de
tulpini de microorganisme reprezintd ingredientul activ pentru o categorie emergenta de
(bio)produse utilizate ca inputuri in tehnologiile de cultura a plantelor, biostimulantii pentru
plante (a se vedea, de exemplu, review-ul recent Calvo et al. 2014, Plant Soil, 383, 3-41).
Biostimulantii pentru plante moduleaza procesele naturale ,pentru a spori absorbtia si
eficienta utilizarii nutrientilor, toleranta la stresurile abiotice si calitatea recoltei”
(www.biostimulants.eu). Biostimulantii pentru plante nu interactioneaza semnificativ in mod
direct cu agentii de daunare ai culturilor agricole, dar cresc toleranta plantelor la stresurile
biotice induse de acesti agenti, prin modularea raspunsului de aparare din plante.
Microorganismele biostimulante pentru plante reprezinta una din modalitatile de intensificare
durabila a productiei agricole in aceasta perioada de schimbari climatice (Sofo et al. 2014,
in Improvement of Crops in the Era of Climatic Changes, Ahmad et al. eds, Springer,
New York, pp. 107-117). Biostimulanii pentru plante microbieni se utilizeaza in special ca
inoculanti ai semintei/rizosferei, deci microorganismele selectate pentru astfel de bioproduse
de uz agricol sunt microorganisme provenite de obicei din sol.

Cererea de brevet WO 2014046553 A1 se refera la un procedeu pentru selectia,
identificarea si/sau aplicarea unor microorganism care au capacitatea de a induce aparitia
unor caracteristici benefice in plantele de cultura. Procedeul implica cel putin urmatoarele
etape: (a) expunerea uneia sau mai multor plante (inclusiv seminte, plantule, butasi si/sau
propagule astfel rezultate) la un mediu de cultura care include un prim set format din unul
sau mai multe microorganisme; (b) selectarea uneia sau a mai multor plante dupa etapa (a);
(c) obtinerea unui al doilea set format din unul sau mai multe microorganisme, din una sau
mai multe plante selectate in etapa (b); (d) repetarea etapelor (a) pana la (c) o data sau de
mai multe ori, in care cel de-al doilea set format din unul sau mai multe microorganisme
obtinute in etapa (c) este folosit ca un prim set in etapa (a), pentru orice alta repetitie
ulterioara.

Prin acest procedeu se pot selecta consortii de microorganisme benefice pentru
plantele de culturd testate, dar timpul necesar pentru realizarea tuturor etapelor este
indelungat, iar consumul de materiale si forta de munca este semnificativ.

Cererea de brevet RO 127470 A2 descrie un procedeu care asigura detectarea
prezentei unor tulpini care stimuleaza dezvoltarea plantelor de cultura; procedeul implica
monitorizarea a doi parametrii fiziologici, corelabili, determinati prin metode diferite, ale
culturilor de microorganisme si de tesuturi vegetale pe medii gelifiate, expuse reciproc la
compusii care difuzeaza intr-un mediu lichid. In acest procedeu se utilizeaza placi de
microtitrare, cu 24 si 96 de godeuri, in care baza fiecarui godeu este reprezentata de o
membrana de policarbonat, permeabila particulelor > 0,1 um, > 500 kDa. Placile cu mediu
gelifiat, in care sunt cultivate microorganismele si culturi de tesuturi vegetale, se asaza
aseptic intr-un recipient paralelipipedic steril, cu dimensiuni ale bazei apropiate de cele ale
placii de microtitrare, prevazut cu umeri de fixare a bazei placii, la care marginile sunt
etanseizate cu snur de cauciuc siliconic, si in care este introdus tampon fosfat steril, in
cantitate suficientd pentru a atinge membrana semi-permeabila de policarbonat. in tamponul
fosfat salin de la baza godeurilor difuzeaza compusii pe care-i produc diferitele tulpini testate
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si/sau culturile de testuri vegetale, expunerea fiind reciproca, intre toate tulpinile si culturile
de tesuturi vegetale testate. Datorita acestei expuneri reciproce extinse, procedeul permite
numai detectarea prezentei unei tulpini cu activitate de biostimulare a tesuturilor vegetale,
fara a asigura identificarea certa a acesteia. Stabilirea exacta a tulpinilor care se stimuleaza
reciproc in producerea de compusi benefici pentru plantele de cultura implica efectuarea
unor experimente in paralel, in care sunt schimbate, pe rand, cate una din tulpinile testate.
Datoritad acestui dezavantaj al procedeului, randamentul de tulpini/consoriii selectate per
unitate de timp si per cantitate de reactivi este limitat.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este aceea de a realiza un procedeu de
selectie rapida a tulpinilor care pot forma consortii microbiene de consens, producéatoare de
compusi cu rol de biostimulare a plantelor cultivate, si care raspund specific, prin producerea
suplimentara de compusi biostimulanti, la exo-semnalele prin care planta favorizeaza
formarea de asociatii mutualiste, destinate contracararii stresurilor biotice si abiotice.

Notiunea de ,consortii microbiene de consens" se referd la comunitatile de
microorganisme provenite din sol, procariote (bacterii, gram-negative sau gram-pozitive,
cianobacterii) si/sau arhee (de exemplu microorganisme extremofile), si/sau eucariote
(drojdii/levuri, fungi, alge), in care interaciiiie biologice sunt reciproc benefice si care se
potenteaza reciproc in biosinteza si secretia de compusi biostimulanti pentru plante.

,Compusgii cu rol de biostimulare a plantelor cultivate" considerati in aceasta inventie
sunt compugii care cresc biodisponibilitatea unor nutrienti pentru plante (siderofori, compusgi
organici care solubilizeaza fosforul), fitohormoni (auxine, gibereline, citochinine, acid abcisic)
sau modulatori ai cailor metabolice implicate in raspunsul plantelor la factorii de stres biotici
si abiotici (poliamine, oligozaharine, siliciu solubil).

,Exo-semnalele prin care planta favorizeaza formarea de asociatii mutualiste" se
referd la strigolactone, benzoxazinoide, amestecuri de compusi fenolici $i aminoacizi non-
proteici, compusi care sunt secretati de rizosfera plantelor pentru a recruta microorganisme
benefice.

Procedeul conform inventiei este alcatuit din urmatoarele etape:

- depunerea aseptica pe o placa sterila de micro-titrare cu un singur godeu a unui
strat detector, cu o grosime de 2 mm, cu raspuns specific, evidentiabil printr-o reactie de
culoare, la compusi cu rol de biostimulare a plantelor cultivate;

- adaugarea aseptica peste stratul detector a unui mediu de cultura sterilizat, cu o
grosime de 6...7 mm, care este hidrogelifiat cu un tribloc co-polimer, format dintr-un bloc
central hidrofob de polipropilenglicol, flancat de doua blocuri hidrofile de polietilenglicol si in
care se omogenizeaza solufii sterilizate prin ultrafiltrare, din substantele care au rol de exo-
semnale, prin care planta favorizeaza formarea de asociatii mutualiste sau, respectiv, de
analogi biomimetici ai acestor exo-semnale;

- inocularea in conditii axenice a stratului superior de mediu de cultura hidrogelifiat,
cu 12 tulpini/izolate de testat, distribuite randomizat in 8 repetitii, prin preluarea, cu ajutorul
unui replicator cu 96 pini din otel inox, a 10...20 ul de inocul lichid, cu 10° ufc/ml, dintr-o placa
cu 96 de godeuri, in care s-a realizat axenic in mediu lichid diluarea si randomizarea
tulpinilor/izolatelor de testat;

- incubarea timp de 24...60 h a placii de microtitrare, la temperaturi de 24...28°C, cu
preluarea imaginilor: stratului detector din partea de jos si, respectiv, a coloniilor de
microorganisme dezvoltate pe stratul superior, cu ajutorul unui sistem de fotodocumentare,
din 12in 12 h;
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- realizarea in paralel a unei placi martor, in care fiecare colonie din izolatele/tulpinile
microbiene testate se dezvoltd separat, prin inocularea in conditii axenice a celor 12
tulpini/izolate, distribuite randomizat in 8 repetitii, cu ajutorul unui replicator cu 96 pini, pe o
placd de microtitrare cu 96 godeuri, in care partea inferioara este o membrana de
ultrafiltrare, asezata peste stratul detector, cu raspuns specific, evidentiabil printr-o reactie
de culoare, la compusi cu rol de biostimulare a plantelor cultivate, si care contine in fiecare
godeu aceeasi grosime de mediul de cultura, incluzand substante cu rol de endo-semnale,
sau analogi biomimetici ai acestor semnale, hidrogelifiat cu un tribloc co-polimer;

- incubarea timp de 24...60 h a placii de microtitrare martor, la temperaturi de
24..28°C, cu preluarea imaginilor, a stratului detector din partea de jos si, respectiv, a
coloniilor de microorganisme dezvoltate pe stratul superior, cu ajutorul unui sistem de
fotodocumentare, din 12 in 12 h;

- analiza imaginilor preluate de sistemul de prelevare a imaginii cu ajutorul unor
softuri specializate, compararea rezultatelor din proba cu 12 tulpini/izolate de testat,
distribuite randomizat in 8 repetitii, si care s-au dezvoltat in interactie reciproca in placa cu
un singur godeu, cu cele din placa martor, in care fiecare tulpind/izolat de testat s-a dezvoltat
separat si identificarea microorganismelor interactioneaza reciproc, in dezvoltare, ca
antagonism sau stimulare, respectiv in producerea compusilor de interes, evidentiati specific
de stratul detector.

Aspectele preferate ale procedeului descris mai sus sunt:

- stratul detector este fie un mediu agarizat, care include: indicatori de complexare
a fierului pentru determinarea producerii de siderofori, cum este, de exemplu, mediul cu
Chrome azurol S (CAS) si bromura de hexadeciltrimetilamoniu (HDTMA); sau saruri de fosfat
anorganic insolubil, ca de exemplu hidroxiapatita, Ca,,(PO,)s(OH),; sau saruri de siliciu
insolubil, cum este, de exemplu, silicatul de magneziu sintetic MgO:,SiO, - H,O; fie un film
care include un strat de cristal polimeric coloidal fotonic detector;

- filmul care include un strat de cristal polimeric coloidal fotonic detector se obtine prin
preluarea cu un film adeziv, de pe o suprafata de sticla, a unei matrici de sfere coloidale
imprentate molecular, formata pe respectiva suprafata prin cristalizarea unei suspensii din
respectivele sfere coloidale imprentate molecular, preparate prin polimerizare in emulsie fara
agent emulsifiant;

- moleculele folosite pentru imprentarea moleculara a sferelor coloidale sunt: acid
indolic-3-acetic, acid giberelic, zeating, acid abcisic, atunci cand se urmareste detectarea
consortiilor de microorganisme care produc fitohormoni; putresceina sau oligalacturonide cu
10 resturi de galacturunosil legate a-1,4, pentru identificarea consortiilor de microorganisme
modulatori ai cailor metabolice implicate in raspunsul plantelor la factorii de stres biotici si
abiotici;

- solutiile, sterilizate prin filtrare, de substante cu rol de exo-semnale prin care planta
favorizeaza formarea de asociatii mutualiste, sau de analogi biomimetici ai acestor semnale,
se omogenizeaza in mediul hidrogelifiat dupa lichefierea acestor medii prin racire 1a 4...6°C;

- in mediul hidrogelifiat si lichefiat se omogenizeaza urmatoarele solutii de substante,
cu rol de exo-semnale/analogi biomimetici ai acestora, in urmatoarele concentratii finale in
mediul lichefiat prin racire: GR24, (3aR*, 8bS*, E)-3-(((R*)-4-metil-5-oxo-2,5-dihidrofuran-2-
iloxiymetilen)-3,3a,4,8b-tetrahidro-2H-in-deno [1,2-b]furan-2-ona, analog de strigolactone, in
concentratiide 5 panala15-10°M; DIMBOA, 2 4-dihidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-on3,
in concentratii de 2 pana la 5 - 10° M; amestec echimolar de acid salicilic, acid 2-hidroxi-
benzoic, si GABA, acid gama-aminobutiric, fiecare in concentratii de 1 panala 5 - 10° M.
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Inventia prezinta urmatoarele avantaje:

- realizarea concomitenta a screeningului pentru mai multe caracteristici ale unor
izolate/tulpini, respectiv producerea diferitilor compusi cu actiune biostimulantd asupra
plantelor, interactia biologica cu alte 7 tulpini/izolate-antagonism, neutralism, mutualism,
potentare reciproca in producerea de compusi biostimulanti;

- asigurarea statistica a experimentelor datorita utilizarii unor scheme de testare
randomizata, compatibile cu modelele de analiza a variantei;

- protejarea substantelor care au rol de exo-semnale, prin care planta favorizeaza
formarea de asociatii mutualiste, respectiv analogii biomimetici ai acestor semnale, de
degradare termica, datoritd omogenizarii in mediile hidrogelifiate lichefiate prin racire la
4.6°C;

- posibilitatea evidentierii interactiilor dintre microorganisme care se dezvolta in
structuri de tip biofilm, similare celor naturale, cu o rezistenta sporita la factorii de mediu,
inclusiv antagonism, datoritd mediului hidrogelifiat cu un tribloc co-polimer care stimuleaza
formarea de biofiime.

in continuare, inventia va fi descrisa in detaliu cu referire si la figura, care prezinta
schema procedeului de selectie descris.

Figura reprezintd schema procedeului de inalt randament pentru selectia consortiilor
de microorganism cu actiune de stimulare a plantelor cultivate.

Exemplul 1

Se realizeaza un mediu agarizat cu indicatori de complexare a fierului care va fi
folosit ca strat detector pentru determinarea producerii de siderofori. Se prepara trei solutii:
Solutia 1, de 0,06 g Chrome azurol S (CAS) in 50 ml de apa dublu distilata in instalatie de
cuart; Solutia 2, 0,027 g of FeCl, - 6H,0 in 100 ml de HCI 10 mM HCI; Solutia 3, 0,073 g
bromura de hexadeciltrimetilamoniu (HDTMA) in 40 ml de apa dublu distilata. Se amesteca
solutia 1 cu 10 ml de solutie 2 si apoi se adauga solutia 3. Se sterilizeaza prin autoclavare
la 121°C timp de 15 min si apoi se raceste. Se obiine o solutie de complecsi de fier de
culoare albastra.

Sedizolva 32,24 g acid N-2-etansulfonic-N-2-hidroxietil-piperazina (PIPES) in 850 ml
apa dublu distilata al carei pH a fost adus la o valoare mai mare de 6. Se amesteca si se
aduce pH-ul la valoarea 6,8 prin adaugare de solutie NaOH 0,1 M. Se adauga 15 g bacto
agar. Se autoclaveaza si se raceste la 50°C. Se adauga aseptic si cu incetul cei 100 ml de
solutie de complecsi de fier, adusi la aceeasi temperatura, prin scurgere pe peretele vasului
de sticla si sub agitare. Se preiau aseptic 15,8 ml din mediul agarizat preparat ca mai sus,
mentinut in stare lichefiata prin termostatare la 50°C, care se distribuie in conditii axenice pe
o placa de microtitrare cu un singur godeu (CELLSTAR® OneWell Plate™, Greiner Bio-One,
Kremsmunster, Austria) pentru a forma un strat detector de 2 mm grosime.

Se prepara un decoct de cartofi prin fierberea a 200 g de cartofi, spalati bine de
resturile de pamant, dar nedecojiti, si taiati in cuburi cu latura de aproximativ 1 cm, in
aproximativ 1| de apa distilata, pentru 30 min. Se filtreaza decoctul prin panza de tifon dubla
si se adauga 20 g de glucoza (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SUA). Se aduce la 1000 ml cu
apadistilata. Mediul se hidrogelifieaza prin depunerea unor pelete dintr-un tribloc co-polimer,
format dintr-un bloc central hidrofob de polipropilenglicol, flancat de doua blocuri hidrofile de
polietilenglicol (Poloxamer 407/Pluronic® F127, BASF AG, Ludwigshafen, Germania). Se
introduc 30 g de Poloxamer 407 in 70 ml mediu decoct de cartof-dextroza si se lasa peste
noapte la frigider pentru hidratare si omogenizare. Mediul se sterilizeaza prin autoclavare la
121°C timp de 20 min, dupa care se raceste pentru lichefiere pana la 4°C. Poloxamerul 407
are proprietati de gelifiere termoreversibile. Solutiile de 30% Poloxamer 407 sunt lichide la
temperaturi mai mici de 15°C si se solidifica la temperaturi mai mari de 15°C.
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In 99,5 ml de mediul sterii de decoct de cartof-dextroza, hidrogelifiat cu
Poloxamer 407, si lichefiat prin racire la 6°C, se adauga aseptic 0,5 ml solutie acetonica,
sterilizata prin filtrare, care contine 5 - 10° moli de GR24 -(3aR*, 8bS*, E)-3-(((R*)-4-metil-5-
ox0-2,5-dihidrofuran-2-iloxi)metilen)-3,3a,4,8b-tetrahidro-2H-indeno[1,2-b]furan-2-ona
(Chiralix, Nijmegen, Olanda). Concentratia finald de GR24 in mediu hidrogelifiat este
5-10°M.

Se adauga aseptic peste stratul detector pentru determinarea producerii de siderofori
47,4 ml de mediul decoct de cartof-glucoza-poloxamer, incluzand substantele care au rol de
exo-semnale, pentru a forma un strat cu grosime de 6 mm.

Acest strat superior de mediu de cultura hidrogelifiat cu poloxamer se inoculeaza cu
12 tulpini/izolate de testat, distribuite randomizat in 8 repetitii. Inocularea se realizeaza cu
mici cantitati de inocul lichid, prelevat cu ajutorul unui replicator de inox cu 96 pini (MULTI
-BLOT™ Replicator System, V&P Scientific, San Diego, CA, SUA), dintr-o placa cu 96 de
godeuri, in care s-a realizat axenic in mediu lichid diluarea si randomizarea
tulpinilor/izolatelor de testat, conform celor descrise in continuare. intr-o placd cu 96 de
godeuri se distribuie aseptic tampon fosfat salin steril, cate 225 pl in fiecare godeu. Culturi
re-improspatate din tulpinile de testat, realizate pe mediu lichid decoct de cartof-glucoza,
timp de 24 hin cazul procariotelor (bacterii, gram-negative sau gram-pozitive, cianobacterii)
si de 24 h in cazul altor microorganisme, se normalizeaza prin dilutie la 10" ufc/ml. Din
aceste culturi se preiau 25 pl, care se aduc axenic peste cei 225 ul tampon fosfat salin steril,
conform schemei de randomizare prezentata in tabelul de mai jos:

Schema de randomizare a celor 12 tulpini in 8 repetitii aplicata pentru placa
cu 96 godeuri

1 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

Replicatorul de inox se sterilizeaza prin flambare, se raceste si apoi se scufunda in
placa de 96 godeuri, in care s-a realizat axenic in mediu lichid diluarea si randomizarea
tulpinilor/izolatelor de testat. Pe fiecare pin se preiau cate 10...20 pl de inocul lichid, cu
10° ufc/ml, datoritéd aderentei lichidului la suprafata metalului. Aceasta mica cantitate de
inocul este transferata pe stratul superior de mediu de cultura hidrogelifiat cu poloxamer, prin
presarea usoara a replicatorului cu 96 pin pe suprafata respectivului mediul de cultura.

Placa inoculatd se incuba timp de 24..60 h, la temperaturi care variaza intre
24...28°C, in functie de tipul de tulpini testate. Din 12 in 12 h se preiau imaginile: stratului
detector din partea de jos si, respectiv, ale coloniilor de microorganisme dezvoltate pe stratul
superior, cu ajutorul unui sistem de fotodocumentare (G-Box Chemi XRQ, Syngene,
Cambridge, Marea Britanie).
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In paralel se realizeaza o placa martor, in care fiecare colonie din izolatele/tulpinile
microbiene testate se dezvolta separat. Cei 15,8 ml de mediu necesari pentru formarea unui
strat detector pentru determinarea producerii de siderofori cu o grosime de 2 mm se
distribuie pe un capac de placa de microtitrare (Nune™, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, SUA). Pe o placa de microtitrare cu 96 godeuri, in care partea inferioara este o
membrana de ultrafiltrare (MultiScreen® Filter Plate with Ultracel®-10 Membrane, Merck
Millipore, Merck, Darmstadt, Germania) se distribuie cate 245 ul de mediu decoct de cartof-
glucoza-poloxamer, incluzand substantele care au rol de exo-semnale, pentru a forma un
strat cu grosime de 6 mm. Cele 12 tulpini/izolate distribuite randomizat in 8 repetitii, conform
tabelului, se inoculeaza cu ajutorul unui replicator cu 96 pini, care a fost in prealabil sterilizat
prin flambare.

Placile martor cu 96 de godeuri, in care microorganismele inoculate se dezvolta
individual, fara a interactiona, se incuba timp de 24...60 h, la aceeasi temperatura ca placile
Cu un singur godeu, in care microorganismele interactioneaza. Din 12 in 12 h se preiau
imaginile stratului detector din partea de jos si, respectiv, ale coloniilor de microorganisme
dezvoltate pe stratul superior, in fiecare godeu, cu ajutorul unui sistem de fotodocumentare
(G-Box Chemi XRQ, Syngene, Cambridge, Marea Britanie).

Imaginile preluate de sistemul de prelevare a imaginii se prelucreaza cu ajutorul
softului specializat, open acces, Colonyzer (Lawless et al. 2010, BMC Bioinformatics, 11,
287). Se obtin date tabelare in fisiere de calcul Excel (Microsoft Office, Microsoft, Redmond,
WA, SUA), separat pentru dezvoltarea coloniilor si pentru formarea plajei de decolorare a
culorii complexului albastru format de ionii de fier cu CAS-HDTMA (sub actiunea sideroforilor
produsi de microorganisme). Se compara suprafetele coloniilor si, respectiv, ale plajelor de
decolorare, in proba cu 12 tulpini/izolate de testat, distribuite randomizat in 8 repetitii, si care
s-au dezvoltat in interactie reciproca in placa cu un singur godeu, cu cele din placa martor,
in care fiecare tulpind/izolat de testat s-a dezvoltat separat. Se identifica, prin analiza
variantei (ANOVA, StatSoft - Dell Software, Tulsa, OK, SUA), microorganismele care
interactioneaza reciproc, in dezvoltare, ca antagonism sau stimulare, si, respectiv, in
producerea sideroforilor care extrag fierul din complexul cu CAS-HDTMA si decoloreaza
local stratul detector.

Exemplul 2

Se realizeaza un mediu agarizat cu hidroxiapatita, Ca,,(PO,)s(OH),, care va fi folosit
ca strat detector pentru determinarea producerii de compusi care solubilizeaza fosforul. Se
solubilizeaza la cald 15 g de agar in circa 850 ml de apa distilatd, se adauga 5 g de
hidroxiapatita (Sigma-Aldrich) care se suspenda prin agitare viguroasa, se completeaza
mediul la 1000 ml cu apa distilata si se sterilizeaza prin autoclavare. Mediul sterilizat se
raceste. Se preiau aseptic 15,8 ml din mediul agarizat preparat ca mai sus, mentinut in stare
lichefiata prin termostatare la 50°C, care se distribuie in conditii axenice pe o placa de
microtitrare cu un singur godeu (CELLSTAR® OneWell Plate™, Greiner Bio-One) pentru a
forma un strat detector de 2 mm grosime.

Ca mediu de cultivare, se realizeaza un mediu care contine la 1 I: glucoza 10 g;
(NH,),S0O, 0,5 g; NaCl 0,2 g; MgSO, - 7H,0, 0,1 g; KCI 0,2 g; extract de drojdie 0,5 g;
MnSQO, - H,0O 0,002 g si FeSO, - 7H,O 0,002 g (Reactivi proveniti de la Merck, Darmstadt).
Mediul se hidrogelifieaza cu 30% Poloxamer 407 (Pluronic® F127, BASF) si se sterilizeaza.
Se suplimenteaza 99,5 ml de mediul sterilizat de mai sus, lichefiat prin racire la 6°C, prin
adaugarea aseptica a 0,5 ml solutie acetonica, sterilizatd prin filtrare, care contine
15 - 10®° moli de GR24 (Chiralix). Concentratia finald de GR24 in mediu hidrogelifiat este
15 - 10° M. Se procedeaza apoi ca in exemplul 1.

7

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

RO 131225 B1

Exemplul 3

Se realizeaza mediul agarizat cu hidroxiapatita, Ca,,(PO,)s(OH),, utilizat ca strat
detector pentru determinarea producerii de compusi care solubilizeaza fosforul, si mediul de
cultivare a microorganismelor, la fel ca in exemplul 2 de mai sus. 99,5 ml din mediul de
cultura sterilizat si hidrogelifiat, lichefiat prin racire la 6°C, se suplimenteaza cu o solutie
acetonica care contine un amestec echimolar de acid salicilic, acid 2-hidroxibenzoic (Sigma-
Aldrich), si GABA, acid gama-aminobutiric (Sigma-Aldrich), fiecare in concentratii de
1-10®° M. Concentratia finald de acid salicilic si de GABA in mediu hidrogelifiat este
1-10° M. Se procedeaza apoi ca in exemplul 1.

Exemplul 4

Se realizeaza un mediu agarizat cu silicatul de magneziu sintetic MgO:,SiO, - H,0,
care va fi folosit ca strat detector pentru determinarea producerii de compusi care
solubilizeaza siliciul. Se solubilizeaza la cald 15 g de agar in circa 850 ml de apa distilata,
se adauga 5 g de silicat de magneziu sintetic (Florisil®, < 200 mesh, Sigma-Aldrich) care se
suspenda prin agitare viguroasa, se completeaza mediul la 1000 ml cu apa distilata si se
sterilizeaza prin autoclavare. Mediul sterilizat se raceste. Se preiau aseptic 15,8 ml din
mediul agarizat preparat ca mai sus, mentinut in stare lichefiata prin termostatare la 50°C,
care se distribuie in conditii axenice pe o placa de microtitrare cu un singur godeu
(CELLSTAR® OneWell Plate™, Greiner Bio-One) pentru a forma un strat detector de 2 mm
grosime.

Ca mediu de cultivare, se realizeaza un mediu minimal M9 care contine la
1 I: Na,HPO, (anhidru) 6 g; KH,PO, 3 g; NaCl 0,5 g; NH,CI 1 g; glucoza 2 g; si noua
microelemente, in urmatoarele concentratii finale: MgSO, 1 mM, CaCl, 0,1 mM,
(NH)sMo,0,, - 4H,0 3 x 10° M, H,BO, 4 x 10" M, CoCl,. 6 H,0 3 x 10® M; CuSQO, - 5H,0
1x 10® M, MnCl, - 4H,0 8 x 10° M, ZnSQ,, - 7H,O0 1 x 10° M, FeSO, - 7H,0 1 x 10° M
(Reactivi proveniti de la Merck, Darmstadt). Se realizeaza mai intadi mediul cu principalele
saruri si glucoza, se aduce pH la 7,4 cu NaOH, se sterilizeaza prin autoclavare, si apoi se
adauga micro-elementele, prin diluarea unor solutii stoc sterilizate prin ultrafiltrare. Apa
folosita este apa miliQ, produsa prin osmoza inversa si ultrafiltrare. Mediul se hidrogelifieaza
cu 30% Poloxamer 407 (Pluronic® F127, BASF) si se sterilizeaza. Se suplimenteazd 99,5 ml
de mediul sterilizat de mai sus, lichefiat prin racire la 6°C, prin adaugarea aseptica a 0,5 mi
solutie acetonica, sterilizata prin filtrare, care contine 15 - 10° moli de GR24 (Chiralix).
Concentratia finala de GR24 in mediu hidrogelifiat este 15 - 10° M. Se procedeaz apoi ca
in exemplul 1.

Exemplul 5

Se procedeaza ca in exemplul 4, numai ca mediu hidrogelifiat se suplimenteaza cu
acid salicilic si de GABA in concentratie finald de 5 - 10° M.

Exemplul 6

Se procedeaza ca in exemplul 4, numai ca mediu hidrogelifiat se suplimenteaza cu
DIMBOA, 2,4-dihidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona, (Fragmenta, Monmouth Junction, NJ,
SUA) in concentratia finald de 5 - 10° M.

Exemplul 7

Se prepara sferele coloidale monodisperse imprentate molecular, utilizate pentru
filmul detector (de cristal polimeric coloidal fotonic), prin polimerizare in emulsie, fara
emulgator. Intr-un balon cu fund plat de 1000 ml cu 4 gaturi, prevazut cu un condensator de
reflux, ax de amestecare teflonat antrenat de un agitator mecanic, termorezistenta pentru
masurarea temperaturii $i o intrare de azot, se aduc 20 ml apa pura, dubla distilata in
distilator din cuart. in apa se adauga 25 ml metil-metacrilat, 0,24 g acrilamida si 0,30 g acid
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giberelic (Reactivi de la Sigma-Aldrich). Solutia se de-oxigeneaza prin barbotare de azot
pentru 30 min, la o agitare de 300 rpm. Dupa de-oxigenare la acelasi nivel de agitare, se
creste temperatura la 80 + 1°C si se injecteaza 15 ml de solutie care contine 0,6 g de
peroxidisulfat de potasiu. Reactia se mentine la refluxare pentru 45 min, Dupa polimerizare,
sferele coloidale imprentate molecular se separa de emulsia rezultata prin centrifugare la
500 x g pentru 10 min. Pentru a inlatura moleculele matrita folosite pentru imprentarea
moleculara, sferele coloidale au fost spalate repetat, cu solutii de acid acetic-metanol-apa
(1:4:4), solutie apoasa de metanol 50% (v/v) si apa dublu distilata sterila. Sferele coloidale
imprentate molecular au fost dispersate aseptic in apa dublu distilata sterild, la o
concentratie de 0,3% (m/v), si apoi trecute aseptic intr-o placa Petri @140 mm steril&. in
suspensia de sfere coloidale se introduc placute de sticla de microtitrare (Microplates
SuperClean, Arrayit, Sunnyvale, CA, SUA) pe care se formeaza, in timp de 24 h, cristale de
sfere coloidale imprentate molecular. Cristalele de sfere coloidale imprentate molecular se
preiau cu un film adeziv in conditii aseptice (Seal-It 100™ Automated Adhesive Sealer,
Thermo Fisher Scientific). Filmul adeziv se transfera aseptic pe o placa sterild de micro-
titrare cu un singur godeu, si formeaza stratul detector, cu o grosime de 2 mm, cu raspuns
specific, evidentiabil printr-o reactie de culoare la prezenta acidului giberelic. in prezenta
moleculei cu care au fost imprentate molecular (in acest caz acidul giberelic) reteaua
tridimensionala a hidrogelului se strange, cu modificarea lungimii de unda la care lumina
sufera un fenomen de difractie in reteaua nano-structurata de cristal fotonic polimeric.
Aceasta modificare a lungimii de unda de difractie este perceputa ca o modificare a culorii
matricei de cristal fotonic.

Peste filmul detector de cristal fotonic se adauga mediu decoct de cartof-glucoza-
poloxamer, suplimentat cu GR24 in concentratie finala de 5 - 10° M. Se procedeaza in
continuare ca in exemplul 1.

Exemplul 8

Se procedeaza ca in exemplul 7, cu urmatoarele doua diferente: sferele coloidale se
imprenteaza cu acid indolil-acetic, iar mediul decoct de cartof-glucoza-poloxamer se
suplimenteaza cu DIMBOA, in concentratia finalad de 2 - 10° M.

Exemplul 9

Se procedeaza ca in exemplul 7, cu urmatoarele doua diferente: sferele coloidale se
imprenteaza cu acid abscisic (Sigma-Aldrich), iar mediul decoct de cartof-glucoza-poloxamer
se suplimenteazd cu amestec echimolar acid salicilic - GABA, in concentratia finala de
5-10° M fiecare.

Exemplul 10

Se procedeaza ca in exemplul 7, cu urmatoarele doua diferente: sferele coloidale se
imprenteaza cu zeatina (frans-zeatin, Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, SUA), iar mediul
decoct de cartof-glucoza-poloxamer se suplimenteaza DIMBOA, in concentratia finala de
2-10°M.

Exemplul 11

Se procedeaza ca in exemplul 7, cu singura diferenta ca imprentarea moleculara a
sferelor se realizeaza cu putresceina (Sigma-Aldrich).

Exemplul 12

Se procedeaza ca in exemplul 7, cu urmatoarele diferente: sferele coloidale se
imprenteaza cu oligalacturonide cu 10 resturi de galacturunosil legate a-1,4 (oligozaharine);
mediul hidrogelifiat este mediul M9 in care sursa de carbon este pulbere micronizata de
tulpini de porumb, Zea mays, pre-tratate prin expandarea fibrelor cu amoniac; mediul
hidrogelifiat se suplimenteaza DIMBOA, in concentratia finald de 5 - 10° M. Oligozaharinele
se obtin prin purificarea pe coloane de schimbatori de ioni DEAE-Sephadex (Sigma-Aldrich)
a unui hidrolizat de acid poligalacturonic (Sigma-Aldrich) cu pectin-liaza din Aspergillus
Japonicus (Sigma-Aldrich).
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Revendicari

1. Procedeu pentru selectia consortiilor de microorganisme cu actiune de stimulare
a plantelor cultivate, conform inventiei, caracterizat prin aceea ca este alcatuit din
urmatoarele etape: depunerea aseptica pe o placa sterila de micro-titrare cu un singur godeu
a unui strat detector, cu o grosime de 2 mm, cu raspuns specific, evidentiabil printr-o reactie
de culoare, la compusi cu rol de biostimulare a plantelor cultivate; adaugarea aseptica peste
stratul detector a unui mediu de cultura sterilizat, cu o grosime de 6...7 mm, hidrogelifiat cu
un tribloc co-polimer, format dintr-un bloc central hidrofob de polipropilenglicol, flancat de
doua blocuri hidrofile de polietilenglicol, si in care se omogenizeaza solutii sterilizate prin
ultrafiltrare, din substantele care au rol de exo-semnale, prin care planta favorizeaza
formarea de asociatii mutualiste sau, respectiv, de analogi biomimetici ai acestor
exo-semnale; inocularea in conditii axenice a stratului superior de mediu de cultura
hidrogelifiat, cu 12 tulpini/izolate de testat, distribuite randomizat in 8 repetitii; incubarea timp
de 24...60 h a placii de microtitrare, la temperaturi de 24...28°C, cu preluarea imaginilor:
stratului detector din partea de jos si, respectiv, a coloniilor de microorganisme dezvoltate
pe stratul superior, cu ajutorul unui sistem de fotodocumentare, din 12 in 12 h; realizarea in
paralel a unei placi martor, in care fiecare colonie din izolatele/tulpinile microbiene testate
se dezvolta separat, prin inocularea in conditii axenice, a celor 12 tulpini/izolate, distribuite
randomizat in 8 repetitii, pe o placa de microtitrare cu 96 godeuri, in care partea inferioara
este 0 membrana de ultrafilirare, asezatd peste stratul detector, cu raspuns specific,
evidentiabil printr-o reactie de culoare, la compusi cu rol de biostimulare a plantelor cultivate,
si care contine in fiecare godeu aceeasi grosime de mediul de cultura incluzand substante
cu rol de exo-semnale, sau analogi biomimetici ai acestor semnale, hidrogelifiat cu un tribloc
co-polimer; incubarea timp de 24...60 h a placii de microtitrare martor, la temperaturi de
24..28°C, cu preluarea imaginilor stratului detector din partea de jos si, respectiv, ale
coloniilor de microorganisme dezvoltate pe stratul superior, cu ajutorul unui sistem de
fotodocumentare, din 12 in 12 h; analiza imaginilor preluate de sistemul de prelevare a
imaginii, compararea rezultatelor din proba cu 12 tulpini/izolate de testat, distribuite
randomizat in 8 repetitii, Si care s-au dezvoltat in interactie reciproca in placa cu un singur
godeu, cu cele din placa martor, in care fiecare tulpind/izolat de testat s-a dezvoltat separat,
siidentificarea microorganismelor interactioneaza reciproc, in dezvoltare, ca antagonism sau
stimulare, respectiv in producerea compusilor de interes, evidentiati specific de stratul
detector.

2. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca stratul detector este
un mediu agarizat care include: indicatori de complexare a fierului pentru determinarea
producerii de siderofori, cum este mediul cu Chrome azurol S (CAS) si bromura de
hexadeciltrimetilamoniu (HDTMA), sau saruri de fosfat anorganic insolubil, ca hidroxiapatita,
Ca,y(PO,)s(OH),, sau saruri de siliciu insolubil, ca silicatul de magneziu sintetic
MgO:,SiO, - H,0O, sau un film care include un strat de cristal polimeric coloidal fotonic
detector.

3. Procedeu, conform revendicarii 2, caracterizat prin aceea ca filmul care include
un strat de cristal polimeric coloidal fotonic se obtine prin preluarea cu un film adeziv, de pe
o suprafata de sticla, a unei matrici de sfere coloidale imprentate molecular, formata pe
respectiva suprafatd prin cristalizarea unei suspensii din respectivele sfere coloidale
imprentate molecular, preparate prin polimerizare in emulsie fara agent emulsifiant.
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4. Procedeu, conform revendicarii 3, caracterizat prin aceea ¢a moleculele folosite
pentruimprentarea moleculara a sferelor coloidale sunt: acid indolic-3-acetic, acid giberelic,
zeating, acid abscisic, atunci cand se urmareste detectarea consortiilor de microorganisme
care produc fitohormoni; putresceina sau oligalacturonide cu 10 resturi de galacturunosil
legate a-1,4, pentru identificarea consortiilor de microorganisme modulatori ai cailor
metabolice implicate in raspunsul plantelor la factorii de stres biotici si abiotici.

5. Procedeu, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca solufiile, sterilizate
prin filtrare, de substante cu rol de exo-semnale prin care planta favorizeaza formarea de
asociatii mutualiste, sau de analogi biomimetici ai acestor semnale, se omogenizeaza in
mediul hidrogelifiat dupa lichefierea acestor medii prin racire la 4...6°C;

6. Procedeu, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca se omogenizeaza
in mediul hidrogelifiat si lichefiat urmatoarele solutii de substante, cu rol de exo-
semnale/analogi biomimetici ai acestora, in urmatoarele concentratii finale in mediul
hidrogelifiat lichefiat prin racire: GR24, (3aR*, 8bS*, E)-3-(((R*)-4- metil-5-ox0-2,5-
dihidrofuran-2-iloxi)metilen)-3,3a,4,8b-tetrahidro-2H-indeno[1,2-b] furan-2-ona, analog de
strigolactone, in concentratji de 5 pana la 15 - 10° M; DIMBOA, 2,4-dihidroxi-7-metoxi-1,4-
benzoxazin-3-on4, in concentratii de 2 panala 5 - 10° M; amestec echimolar de acid salicilic,
acid 2-hidroxibenzoic, si GABA, acid gama-aminobutiric, fiecare in concentratii de 1 panala
5-10° M.
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