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Prezenta inventie se refera la un consoriiu de ciuperci microscopice din genul
Trichoderma, care au o actiune de biostimulant pentru plantele de cultura, in special pentru
plantele nutraceutice.

Sunt cunoscute consortii/tulpini de Trichoderma care au o actiune de biostimulant pentru
plante. In general tulpinile de Trichoderma cu utiliz&ri in cultura plantelor au fost revendicate ca
biofungicide, datorita actiunii lor de antagonisti/hiperparaziti. Biostimulantji pentru plante
moduleaza procesele naturale ,pentru a spori absorbtia si eficienta utilizarii nutrientilor, toleranta
la stresurile abiotice si calitatea recoltei" (www.biostimulants.eu).

Brevetul US 8877481 B2 descrie utilizarea unor tulpini de Trichoderma, Trichoderma
atroviride WW10TC4 (numar de depozit ATCC PTA 9707), Trichoderma harzianum RR17Bc
(numar de depozit ATCC PTA 9708), Trichoderma harzianum F11 Bab (numar de depozit ATCC
PTA 9709), aplicate separat sau in combinatii ale acestora, pentru: inducerea rezistentei
plantelor la stresuri biotice si abiotice; reducerea impactului negativ al azotatului in exces (emisii
de protoxid de azot din sol, levigarea ionilor azotat in acvifer si ape de suprafata) datorita
cresterii eficientei de utilizare a azotului de catre plante; marirea cantitatii de carbon sechestrat
din atmosfera datorita intensificarii proceselor de fotosinteza in plantele a caror rizosfera este
colonizata de respectivele tulpini. Cererea de brevet WO 2011032281 A1 se refera la tulpina
de Trichoderma harzianum TSTh20-1, depozitata cu numarul PTA-10317 la American Type
Culture Collection (ATCC), care are capacitatea de a stimula cresterea plantelor, in conditii de
stres abiotic determinate de prezenta hidrocarburilor aromatice policiclice, a acizilor naftenici
si a pH-ului ridicat, specifice sterilului ramas dupa extragerea {iteiului greu din nisipurile
bituminoase.

Brevetul FR 2903419 B1 protejeaza tulpina depozitata sub numarul MUCL 45632 la
Belgian Co-ordinated Collections of Micro-organisms (BCCM), care apariine speciei
Trichoderma atroviride, si care are actiune de stimulare a germinatiei si cresterii plantelor.

Brevetul EP 1990404 B1 prezinta tulpina Trichoderma atrovinde AGR2 depusa la
Colectia Nationala de Culturi de Microorganisme (CNCM) a Institutului Pasteur sub numarul
1-2738 si revendica utilizari ale acesteia ca stimulator radicular, al germinatiei si cresterii
plantelor.

Au fost realizate recent treceri in revista ale tulpinilor/consortijilor de Trichoderma cu
actiune de biostimulare a plantelor de cultura (Lopez-Bucio et al. 2015, Scientia
horticulturae, 196, 109-123; Stewart si Hill in ,Biotechnology and Biology of
Trichoderma', Gupta et al. eds, Elsevier, Amsterdam, 2014, pp. 415-428).

Un dezavantaj al tulpinilor/consortiilor deja descrise este determinat de faptul ca ele
activeaza numai una din caile implicate in mecanismele de aparare din plante, de obicei calea
acidului salicilic/rezistenta dobandita sistemic (Shoresh et al. 2010, Annual review of
phytopathology, 48, pp. 21-43).

Diferitele tipuri de raspunsuri de aparare sunt reglate de diferii fitohormoni - acid salicilic
(SA), acid jasmonic (JA), etilena (ET) si acid abscisic (ABC) (Pieterse et al. 2012. Annual
review of cel! and developmental biology, 28: pp. 489-521). In general, SA este asociat cu
rezistenta la agenti patogeni biotrofi si la insectele care infeapa si sug, iar JA si ET/ABA sunt
asociate cu rezistentd la agenti patogeni necrotrofi si, respectiv la insectele care rup si
amesteca. Caile SA/JA-ET-ABA sunt antagoniste/in disonanta, generand o balansare intre
rezistenta la biotrofi/insecte care infeapa si sug si necrotrofi/insecte care rup si mesteca.
Diferitele forme de stres abiotic (temperaturi extreme, radiatie solara, agenti chimici pro-
oxidanti) intervin si ele in caile SA/JA-ET-ABA, in special prin modificarea nivelului speciilor
reactive de oxigen si azot, inclusiv a celui de oxid nitric (Xia et al 2015, Journal of
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experimental botany, 66: pp. 2839-2856). Toata aceasta retea de interactiuni pozitive si
negative determina in anumite situatii o crestere a susceptibilitatii plantelor fata de factori de
stres biotici controlati de alta cale decat cea care a fost activata (Caarls et al. 2015, Frontiers
in plant science, 6: p. 170).

Datorita acestui antagonism dintre caile implicate in mecanismele de aparare din plante
activarea sistemului defensiv de catre tulpinile biostimulante de Trichoderma poate determina,
concomitent cu cresterea rezistentei fata de unii factori de stres biotic si abiotic, cresterea
susceptibilitatii fata de alfi factori, la care calea de rezistenta este in disonanta cu cea activata.
(Saldajeno et al. in ,,Biotechnology and Biology of Trichoderma"”, Gupta et al. eds,
Elsevier, Amsterdam, 2014, pp. 477-493).

Autorii au stabilit ca un consortiu de tulpini de Trichoderma cu activitate de biostimulare
a plantelor are capacitatea de a induce echilibrat caile de aparare datorita cresterii nivelului de
siliciu biodisponibil in solutia solului.

Siliciul nu este inca considerat un element esential pentru plante, ci doar unul cu efecte
benefice (Richmond si Sussman, 2003, Current Opinion in Plant Biology, 6: pp. 268-272).
Studiile recente au aratat ca siliciul are toate caracteristicile unui biostimulant pentru plante
(Sawas si Ntatsi 2015, Scientia Horticulturae, 196: pp. 66-81). Siliciul solubil este unul dintre
putinii elicitori care amorseaza in mod echilibrat diferitele cai metabolice implicate in raspunsul
de aparare din plante (Van Bockhaven et al. 2013. Journal of Experimental Botany, 64: pp.
1281-1293). Actiunea siliciului solubil nu se limiteaza doar la orchestrarea cailor metabolice
implicate in apararea plantelor fata de atacul patogenilor si al daunatorilor, dar are efecte si de:
crestere a eficientei de utilizare a nutrientilor; reducere a toxicitatii metalelor grele; limitare a
efectelor stresului hidric (salin, seceta) si a stresului termic - inghef, temperatura excesiva
(Liang et al. 2015, Silicon in Agriculture, Springer Netherlands, Dordrecht, p. 235).

Siliciul este preluat de catre radacinile plantelor ca acid ortosilicic, H,SiO,, in concentratii
cuprinse intre 0,2 si 0,6 mM (Epstein 1999, Annual Review of Plant Biology, 50: pp. 641-
664). Acidul ortosilicic este un acid foarte slab, cu patru funciiuni acide, la care valoarea pKa
cea mai mica este de 9,8 (ller, The Chemistry of Silica, John Wiley & Sons, New York, 1979,
p- 207). Aceasta inseamna ca la pH 9,8 acidul ortosilicic este prezent 50% in stare nedisociata
si 50% Tn stare disociata. Intre valorile de pH 2 si 8 acidul ortosilicic este 0 molecul& neutrs,
complet nedisociata. La concentratii mai mari de 2 mM incepe sa polimerizeze, prin reactii de
policondensare, cu eliberare de apa (Mcintosh, 2012, Physical Chemistry Chemical Physics,
14: pp. 996-1013).

in plante siliciul indeplineste dou&d functi majore, una structurald si cealaltd
fiziologica/biochimica (de biostimulant). Functia structurala este asociata raspunsului inteligent
al apoplastului (Nishitani si Demura 2015, Plant and Cell Physiology, 56: pp. 177-179) si
implica, Tn cazul plantelor care acumuleaza siliciu, si formarea de fitolite cu rol analog unui
endo-schelet (Schoelynck et al. 2014, Journal of Vegetation Science, 25: pp. 301-313).
Aceasta functie structurala are si un rol de aparare impotriva atacului de boli si daunatori,
generand diferite bariere care limiteaza patrunderea fitopatogenilor si au un efect repelent
asupra daunatorilor. Funciia fiziologica, implicata in reglarea fina/orchestrarea cailor metabolice
specifice raspunsului de aparare din plante, necesita transportul acidului ortosilicic (H,SiO,) prin
simplast/citoplasma si implica un sistem co-operat, prezent doar in radacini, format din acva-
porine (proteine membranare care constituie canale pentru transportul facilitat al apei si al mole-
culelor mici, neutre/neionizate - nedisociate), din subfamilia NIP-26 (nodulin-26-like proteins),
denumite si metaloido-porine (Pommerrenig et 2015. Plant science, 238: pp. 212-22), si
proteine de transport activ/,pompe" moleculare de siliciu, care transfera acidul ortosilicic in
xilem (Ma si Yamaji 2015, Trends in Plant Science, 20: pp. 435-442).
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Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a descrie un consortiu Trichoderma
care au o actiune de biostimulant pentru plantele de cultura, cu o amorsare echilibrata a
diferitele cai aparare, insofita de activarea metabolismului secundar si de acumularea de
compusi bioactivi/fitonutrienti in plantele de cultura, in special in cele nutraceutice.

Consortiul de Trichoderma conform inventiei este constituit din tulpinile de Trichoderma
harzianum Td50b, depozitata cu numarul de depozit NCAIM (P) F 001412 la National Collection
of Agricultural and Industrial Microorganisms, Universitatea Corvinus din Budapesta, Ungaria,
si Trichoderma asperelum Td36b, depozitata sub numarul NCAIM (P) F 001434 la National
Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms, Budapesta, Ungaria care, aplicate
impreuna, stimuleaza cresterea plantelor in faza de plantula, maresc concentratia de siliciu
biodisponibil din solutia solului si favorizeaza acumularea compusilor biologic activi in culturile
nutraceutice de Passiflora incarnata si Momordica charantia.

Consortiu este are activitatea optima la o rata initiala de amestecare a tulpinilor de
Trichoderma de 1:1, raportat la numarul de unitati formatoare de colonii per mililitru de
suspensie.

In continuare se prezintd exemple de realizare a inventiei, care o ilustreaza fard a o
limita.

Exemplul 1

Se realizeaza un amestec de tulpini de Trichoderma harzianum Td50b si Trichoderma
asperelum Td36b, suspensii conidiale prelevate din gazon crescut 5 zile pe mediu cartof-
glucoza agar, normalizate la 107 ufc/ml, in raport de 1:1.

Tulpina de Trichoderma harzianum Rifai, Td50b, depozitata cu numarul de depozit
NCAIM (P) F 001412 la National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms,
Universitatea Corvinus din Budapesta, Ungaria, a fost izolata dintr-o proba de compost de coaja
de brad provenita de la Stefanesti, Arges. Izolatele au fost obtinute folosind mediul selectiv
propus de William et al., 2003 (Appl. Environ. Microbiol., 69: 4190-4191), care coniine 0,2 g
MgSO, - 7H,0, 0,9 g K,HPO,, 1,0 g NH,NO;, 0,15 g KCI, 0,15 g Roz Bengal (sare de sodiu,
R3877 Sigma, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, SUA), 3 g glucoza, 20 g agar in 950 ml apa dis-
tilata, la care se adauga dupa sterilizare (prin autoclavare la 121°C pentru 20 min) ingrediente
care-i confera specificitatea. Ingredientele antimicrobiene care-i confera specificitatea utilizate
(exprimate per litru de mediu) au fost: 0,25 g cloramfenicol (C0378 Sigma-Aldrich), 9 ml de
solutie stoc de streptomicina (1% masa/volum, S6501 Sigma-Aldrich), 0,2 g pentacloronitro-
benzen (quintozene, P2205 Sigma-Aldrich) si 1,5 ml propamocarb conditionat (Previcur 607 SL,
Bayer Crop Science, Monheim am Rhein, Germania, 607 g ingredient activ per litru). Toate
aceste ingrediente s-au adus la 40 ml cu apa distilata sterila, au fost sterilizate prin filtrare si
apoi s-au adaugat la mediul bazai racit la limita de solidificare.

Incadrare taxonomica a tulpinii de Trichoderma harzianum Td50b este: Filumul
Ascomycota, Clasa Sordariomycetes, Ordinul Hypocreales, Familia Hypocreaceae, genul
Trichoderma.

Caracteristicile morfologice ale tulpinii Td50b sunt descrise mai jos.

Dezvoltarea coloniei: 4,5-7,5(-9,0) cm diametru dupa 5 zile, pe mediul CGA, initial £
hialina, ulterior albicioasa-verde cu zone de manunchiuri de conidiofori albastru-verzi; reversul
coloniei necolorat; Conidiofori: ramificati piramidal, cu ramuri mai scurte spre apex; Fialide: in
grupuri de 2...4, destul de subtiri si adesea curbate, de (6)8-14(-20) X 2,4...3,0 uym;

Conidii subgloboase sau elipsoidale, de 3,6...4,5 um in diametru cu peretii aspri;
Clamidosporii prezenti in miceliul culturilor mai varstnice, intercalari si uneori terminali, cel mai
adesea globosi, hialini, cu peretii netezi.
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Caracteristicile fiziologice, de utilizare a diferitelor substrate, sunt descrise in cele ce
urmeaza.

Surse de carbon: optime: manita, fructoza, riboza, glucoza (dextroza), galactoza,
manoza; dezvoltare fungald moderata pe: arabinoza, sorboza, melibioza, maltoza, lactoza,
celobioza, celuloza, amidon, inulind; dezvoltare fungala slaba pe: sorbitol, xiloza, zaharoza
(sucroza), glicerol,

Surse de azot: optime: DL-leucina, L-cistina, DL-citrulina, DL-nor-leucina, azotatul de
amoniu, tartratul de amoniu; dezvoltare fungala moderata pe: L-arginina, L-leucina, glicocol,
asparagina, riboflavina, sulfat de amoniu, carbonat de amoniu, fosfat monobazic; dezvoltare
fungala slaba pe: triptofan, tirozina, D-serina, lizina, uree, azotati de sodiu, calciu si potasiu;

Caracteristici fizice de crestere si sporulare sunt:

- temperatura: temperatura optima: 20...25°C; temperatura minima: 2°C; temperatura
maxima: 37°C;

- reactia substratului de cultura: pH optim: 4,0...5,5; dezvoltare slaba a ciupercii la valori
de pH de la 9,0 1a13,0.

Identificarea realizata pe criterii morfologice a fost confirmata de analiza moleculara a
ITS1 (internai transcribed spacers 1) a clusterului pentru gena rRNA (marker universal fungal
BarCode, http://www.isth.info). S-au folosit primerii specifici ITS1 SR6R f si LR1 r (conform
protocol BarCode http://www.isth.info/methods). Secventierea nucleotidica a fost realizata cu
metoda Dye Terminator Cycle Sequencing, folosind un secventiator automat de tip ABI PRISM
310 (Perkin Elmer. Waltham, MA, SUA). Compararea secventelor s-a realizat cu programul
TrichoBlast (http://www.isth.info/tools/blast/index.php).

Tulpina Td50b este puternic antagonista fata de ciupercile fitopatogene: Rhizoctonia
solanii, Fusarium graminearum, F. culmorum, Pythium ultimum, Botrytis cinerea, Alternaria
alternata, Sclerotinia sclerotiorum (cerere de brevet EP 2735607 A1). Gradul de antagonism
al tulpinii de Trichoderma harzianum Td50b fata de ciupercile fitopatogene s-a determinat in
vitro prin metoda culturilor duble (Coskuntuna si Ozer, 2008, Crop Protection, 27: 330-336).

Tulpina Trichoderma asperelum Td36b, depozitata sub numarul (P) F 001434 la National
Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms (NCAIM) Budapesta, a fost izolata din
litiera solului, prelevata din zona Paulesti, Prahova, Romania. Pentru izolare s-a utilizat mediul
de cultura apa-agar, iar pentru purificare mediul cartof, glucoza, agar (CGA).

Raza coloniilor dezvoltate de tulpina T. asperelum Td36b, pe mediu CGA dupa 72 h, la
30°C este de (7-) 54(-64) mm; la 35°C este de (0-)27(-42) mm, iar la 40°C: 0 mm. Coloniile
formate pe mediu CGA la 25°C, dupa 40 h in intuneric, nu prezinta nici un pigment galben care
sa difuzeze in mediul agarizat. Coloniile cultivate pentru 72 h pe mediu CGA, la 30°C, in
intuneric, formeaza pana la 5 inele concentrice, cu o productie densa de conidii si fara miceliu
aerian. Conidiile sunt inspre centru de culoare verde inchisa, iar inspre margini sunt doar in
curs de formare. Conidiile formate sunt verde inchis, globuloase pana la sub-globuloase sau
ovoidale, cu dimensiunide 4,0...5,0 (-6,0) x 2,5...3,0 um. Conidioforii au un aspect simetric care
se termina in doua sau mai multe fialide, cu ramificari primare aparute 1anga apex, frecvent
imperechate si proiectate la aproape 90 de grade fata de axa principala. Clamidosporii se for-
meaza abundent dupa incubare o saptamana la 20°C in intuneric, terminal si uneori intercalatj,
pe hifele imersate, fiind subglobulosi pana la ovoidali, netezi, verzi pal. Fialidele sunt tipic pro-
duse in varfurile ramificatiilor primare, secundare si tertiare, rareori direct pe lungimea rami-
ficatiilor, tipic in verticiliu de 2 pana la 4 fialide.
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Caracteristicile fiziologice, de utilizare a diferitelor substrate, sunt descrise in cele ce
urmeaza. Monozaharidele determina o crestere mai buna decéat dizaharidele, urmate de poli-
zaharide. Glicerina este putin favorabila pentru cresterea tulpinii Td36b. Dintre monozaharide,
riboza si fructoza s-au dovedit cele mai bune surse de carbon, observandu-se o dezvoltare
optima a tulpinii pe mediile care contin aceste surse de carbon. Urmeaza glucoza, manita, D-
manoza, D-galactoza si arabinoza, care permit o dezvoltare moderata. Dintre dizaharide, cele
mai bune rezultate a dat maltoza, urmata de lactoza (dezvoltare moderata) si zaharoza (dezvol-
tare mai slaba). Dintre polizaharide, cele mai bune rezultate a dat celuloza, cu dezvoltare
optima, urmata de amidon, pe mediile respective inregistrandu-se dezvoltare moderata.
Sporularea a fost foarte buna in majoritatea variantelor (+++), buna in cazul zaharozei (++) si
mai slaba in cazul glicerinei (+).

Peptona, aminoacizii L-asparagina, L-valina, L-serinda, L-cisteina si L-izoleucina,
NH,H,PO, si NaNO, s-au dovedit cele mai bune surse de azot, determinand o dezvoltare
optima. Urmeaza in ordine descrescanda azotatii (NH,NO,, NaNQO,), vitamina B12 si aminoacizii
L-alanina, L-lizina, L-arginina, L-triptofan care au determinat o dezvoltare moderata. Rezultate
mai slabe au avut ureea, NH,CI, KNO,;, KNO,. Sporularea a fost foarte buna (+++) in
majoritatea variantelor, exceptand L-lizina, L- triptofanul, L-alanina, L-arginina si azotatii, la care
sporularea a fost doar buna (++).

Temperaturile de crestere sunt: temperatura optima: 22...25°C; temperatura minima:
2°C; temperaturd maxima: 37°C. Temperaturile intre 10 si 18°C determina o crestere slaba a
tulpinii Trichoderma asperellum Td36b, fara sporulare la 48 h si cu sporulare slaba la 144 h (+).
Reactia substratului de cultura: pH optim: 4,0...5,5; dezvoltare slaba a ciupercii la valori de pH
de la 9,0 1a13,0.

Identificarea realizata pe criterii morfologice a fost confirmata de analiza moleculara a
ITS1 (internai transcribed spacers 1) a clusterului pentru gena rRNA (marker universal fungal
BarCode, http://www.isth.info). S-au folosit primerii specifici ITS1 SR6R f si LR1 r (conform pro-
tocol BarCode http://www.isth. info/methods). Compararea secventelor s-a realizat cu programul
TrichoBlast (http://www.isth.info/tools/blast/index.php).

Tulpina Trichoderma asperelum Td36b este antagonista fata de Fusarium graminearum,
Rhizoctonia solarii, Pythium ultimum, Sclerotinia sclerotiorum, Verticillium daliae, Botrytis allii,
inclusiv datorita producerii unor metaboliti volatili cu activitate anti-fugi fitopatogeni (Raut et al.
2014, Revista de Chimie 65: pp. 1285-1288).

A fost realizat un experiment prin care s-a urmarit biotestarea efectului stimulator a
5 tulpini de Trichoderma, si a consortiului Trichoderma harzianum Td50b si Trichoderma
asperelum Td36b, asupra cresterii unor plantulelor test de tomate. Fiecare tulpina a reprezentat
o varianta experimentala. S-a realizat pentru comparare si o varianta martor. Fiecare varianta
experimentala a fost realizata Tn 4 repetitii, fiecare repetitie avand 5 plante.

Semintele de tomate au fost dezinfectate in doua etape. Prima dezinfectie a fost reali-
zata in etanol 70%, timp de 30 sec cu agitare la 60 rpm. Dupa inlaturarea etanolului, semintele
au fost clatite de trei ori cu apa distilata sterila. Cea de-a doua dezinfectie s-a facut cu solutie
de hipoclorit de sodiu 4%, timp de 15 min. Ulterior au fost realizate clatiri cu apa distilata, din
251n 25 de min, timp de 2 h. Semintele au fost inoculate prin imersie in 3 ml suspensie de pro-
pagule fungice, in concentratie de 10° ufc/ml in tampon fosfat cu 2% carboxi-metil-celuloza, si
apoi au fost depuse Tn pungi sterile de crestere Cyg (Mega International, Newport, MN, SUA).
Pe toata durata experimentului pungile au fost umectate zilnic cu o solutie nutritivd Hoagland
0,25%. Cresterea radacinuteior plantulelor de tomate a fost analizata la 3 saptamani.
Rezultatele sunt prezentate in tabelul 1, ca medie a trei determinari, analizate privind relevanta
statistica prin ANOVA.



RO 131827 B1

Tabelul 1

Lungimea totala (mm) a radacinuteior plantulelor de tomate la 3 sdptdmani de la semanat

Varianta Lungimea totala a radacinii (mm)

Martor neinoculat 184,29 c

T. atroviride ATCC 74058 219,05 b

T. asperellum T47 187,5 c

T. vinde T49 200,86 bc

T. harzianum Td50b 214,38 b

T. asperellum Td36b 225,79 b

T. harzianum Td50b + T. 2542 a
asperellum Td36b

Rezultatele au evidentiat ca atat tulpina Td36b, cat si tulpina Td50b, determina cresteri
distinct semnificative ale radacinuteior plantulelor test de tomate, comparativ cu martorul
neinoculat. Consortiul format din cele doua tulpini are un efect de stimulare si mai pronuntat,
cele doua tulpini interactionand sinergic in stimularea cresterii plantulelor de tomate.

Experimentul a fost repetat pentru plantule de monocotiledonate (grau, orz) de
dicotiledonate (castraveti, varza), cu rezultate similare, cele doua tulpini de Trichoderma
interactionand sinergie. Biostimularea dezvoltarii plantelor se datoreaza capacitatii celor doua
tulpini de a produce compusi care stimuleaza cresterea si dezvoltarea plantelor, deja prezentata
pentru fiecare dintre cele doua tulpini (Trichoderma harzianum Td50b - cerere de brevet EP
2735607 A1; Trichoderma asperellum Td36b - Raut et al. 2015. Journal of Biotechnology,
208, S62), dar nerevendicata ca o caracteristica sinergica a consortiului format de cele doua

tulpini.
Exemplul 2

A fost testata capacitatea consortiului format din cele doua tulpini, ca si separat pentru
fiecare dintre ele, de a elibera acid silicic, H,SiO,, in solutia solului utilizand trei tipuri de sol:
preluvosol rogcat molic, Bucuresti Sud; cernoziom cambie, Fundulea-Calarasi; regosol calcaric,
Paulesti-Prahova. Caracteristicile solurilor utilizate, pentru orizontul 0...15 cm, orizont in care
sunt inglobate de obicei granulele de ceramici poroase dupa aplicarea tratamentelor de sol,

sunt prezentate in tabelul 2.

Caracteristicile solurilor testate, pentru orizontul 0-15 cm
Tabelul 2
Caracteristica UM Preluvusol Cernoziom Regosol calcaric
roscat molic cambic Paulesti
Bucuresti Fundulea
Humus (Cx 1,72) % 2,77 3,3 1,4
Textura - Luto-argilos Agirlo-lutos Luto-nisipos
pH Unitati pH 6,5 6,3 7,3
Total N % 0,219 0,179 0,089
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Tabelul 2 (continuare)

Caracteristica UM Preluvusol Cernoziom Regosol calcaric
roscat molic cambic Paulesti
Bucuresti Fundulea
Capacitatea de camp % 26,7 11,4 11,8
CaCoO, % 1,2 0,0 2,9
Capacitatea totala de meq/100 g 21,75 21,1 21,3
schimb cationi, CEC
Fosfor total (AL) ppm 54 28 77
Potasiu mobil ppm 87 98 140
Densitate aparenta glcm? 1,12 1,15 1,20

Probele de sol prelevate din zonele mentionate au fost uscate, sitate prin sita de 1 mm.

Amestecul de sol cu a fost distribuit in coloane lizimetre de PVC, de 30 cm lungime si 7,5 cm
diametru, prevazute cu capace. Amestecul a fost mentinut in respectivele coloane lizimetre cu
granule poroase de polistiren expandat (2...4 mm, Adeplast, Ploiesti, Romania) plasate la baza
coloanelor. S-au distribuit cate 1,350 kg in fiecare coloana lizimetru, care s-au umectat la 40%
umiditate cu 750 ml apa ultrapurd MilliQ®. S-au aplicat pe fiecare coloana cate 150 ml de
suspensie de spori continand 10° uf ¢/ml, in 0,01% zaharoza, din fiecare tulpina si din consortiul
celor doua tulpini. Coloanele au fost incubate la temperatura camerei (aproximativ 21°C) timp
de 56 zile, prelevandu-se levigate la 7, 14, 28, 42 si 56 zile. Pentru obtinerea levigatelor s-a
folosit un volum de 500 ml solutie acid citric 0,01% Tn apa ultrapura. Folosirea acestei solutii
diluate de acid citric are un dublu rol: (/) mentinerea pH-ului prin reducerea la minimum a
volatilizarii si (//) furnizarea carbonului accesibil necesar mentinerii activitatii microorganismelor
(Medina et al. 2014, Journal of AOAC International, 97: 643-660).
Levigarea coloanelor lizimetru s-a realizat gravitational, iar excesul de solutie a fost indepartat
prin vacuum limitat (-0,5 bari), timp de 2 min. Vacuumarea aceasta limitata este suficienta
pentru a permite aerare prin capacele ne-etanse ale coloanelor lizimetru si mentinerea coloanei
de sol in conditii aerobe.

Levigatele s-a prelevat in vase din HDPE (Nalgene, Thermo Scientific, Waltham, MA,
SUA). S-au prelevat probe de cate 1 ml de levigat, care a fost diluat cu 4 ml apa ultrapura in
tuburi Eppendorf conice de 15 ml (Eppendorf, Hamburg, Germania). Continutul de acid
ortosilicic liber a fost determinat cu un kit Merck (Merck Silicate Assay, 1.14794, Merck-
Millipore). Acest test colorimetric este bazat pe reactia dintre silicat si ionii molibdat, pentru a
forma un complex colorat de silicomolibdat albastru, care poate fi detectat spectrofotometric la
810 nm. Concentratia absoluta de acid silicic a fost calculata dupa constructia unei curbe de
calibrare folosind un standard de siliciu (Merck 170236, Merck-Millipore). Domeniul de
linearitate a fost stabilit pentru intervalul 0...0,25 mM acid silicic.

S-a lucrat comparativ cu coloane lizimetru martor, care au fost umplute numai cu
diferitele soluri testate, fara adaos de tulpini Trichoderma, tratat initial cu 150 ml solutie
zaharoza 0,01%. In levigate s-a determinat si siliciu total, prin ICP-OES (Georgiadis et al. 2013,
Geoderma, 209: 251-261). Toate probele s-au realizat in trei repetitii. Rezultatele, prezentate
in tabelul 3, demonstreaza efectul sinergic asupra biodisponibilizarii siliciului, al tulpinilor de
Trichoderma Td50b si Td36b, reunite in consortiu. Pentru nici unul din solurile testate nivelul
de acid ortosilicic eliberat nu a depasit valoarea de 0,6 mM, uzual preluata de radacinile
plantelor.
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Eliberarea siliciului din ceramicele poroase in solurile testate, in coloanele lizimetru, in
conditiile experimentale descrise mai sus
Tabelul 3

Varianta experimentala Siliciu n levigate (mM)

7 14 28 42 56 zile
H,Sio, | Si, |[H,SiO,| Sit, |H,SiO,| Si, [H,SiO,| Si, |H4SiO,| Siy
Preluvusol rogcat + Td50b [0,20 £+ 0,22+ 0,22+ [0,23+ [0,24+ |0,28+ 0,26+ 0,30+ |0,25+ 0,32t
0,02 0,03 (0,03 0,02 [0,04 0,03 0,03 10,03 0,04 0,05
Preluvusol roscat + Td36B |0,21+ 10,23+ [0,23+ [0,24+ 0,26+ [0,25+ 0,33+ [0,26+ [0,33+ 0,26+
0,02 0,04 (0,04 0,04 0,03 0,05 0,03 10,02 0,04 0,04

Preluvusol roscat + 0,25+ [0,27+ [0,28+ [0,31+ [0,32+ 0,34+ 0,33+ |0,38+ [0,36+ 0,40+
Td50b+Td36b 0,04 0,02 (0,02 0,03 [0,03 0,04 0,02 10,03 0,03 0,04
Preluvusol rogcat (martor 0,18 + [0,24+ 0,17+ 0,25+ (0,18t 0,25+ [0,18% [0,24+ (0,17+ 0,24+
netratat cu Trichoderma) [0,02 0,02 0,04 0,02 10,02 0,04 0,03 0,02 0,03 0,03
Cernoziom cambie + 0,24+ [0,34+ 0,25+ 0,37+ [0,28+ [0,39+ [0,30+ [0,40+ [0,32+ [0,41%
Td50b 0,05 0,04 (0,03 0,03 [0,05 0,04 0,05 10,04 0,03 0,05
Cernoziom cambie 0,23+ [0,35+ [0,24+ 0,38+ [0,28+ 0,35+ [0,32+ [0,39+ [0,35+ 0,40+
Fundulea + Td36B 0,04 0,03 (0,02 0,04 0,03 0,04 0,04 10,05 0,03 0,05
Cernoziom cambie 0,24+ [0,35+ 0,28+ 0,39+ [0,34+ [0,47+ [0,38+ [0,51+ [0,42+ [0,54+
Fundulea + Td50b+Td36b |0,03 0,04 0,03 0,04 [0,04 0,02 0,05 10,06 0,02 0,03
Cernoziom cambie 0,20+ [0,30+ [0,22+ [0,32+ [0,21+ 0,35+ 0,23+ |0,33+ 0,24+ 0,35+
Fundulea (martor netratat 0,03 0,02 0,04 0,04 10,05 0,05 0,03 0,02 0,03 0,02
cu Trichoderma)
Regosol caicaric Paulesti 10,23+ 10,30+ [0,24+ (0,41t 0,25+ [0,33+ [0,27+ [0,37+ [0,29+ ]0,35+%

++ Td50b 0,03 0,04 0,03 0,03 0,05 0,04 0,05 10,03 [0,03 0,03
Regosol caicaric Paulesti [0,23+ [0,30+ 0,25+ [0,43+ 0,25+ [0,45+ |[0,27+ |0,49+ 0,28+ [0,40+
++ Td36B 0,04 0,02 0,02 0,04 (0,03 0,04 0,04 10,05 [0,03 0,05

Regosol caicaric Paulesti 10,24+ 10,31+ [0,29+ [0,44+ 0,36+ [0,47+ [0,38+ [0,53+ [0,39+ |0,51+%
++ Td50b'+Td36b 0,03 0,02 0,03 0,04 (0,04 0,02 0,05 10,06 [0,02 0,03

Regosol caicaric Paulesti 10,23+ 10,30+ [0,22+ [0,32+ 0,21+ [0,35+ [0,21+ [0,33+ [0,22+ 0,35+
(martor netratat cu 0,03 0,02 |0,04 0,04 0,05 0,05 0,03 10,02 [0,03 0,02

Trichoderma)

Siliciul biodisponibil crescut in solutia solului actioneaza ca un biostimulant pentru
plante, fiind recunoscut rolul acestui element benefic ca biostimulant pentru plante (Sawas si
Ntatsi 2015, Scientia horticulturae, 196: pp. 66-81). Consoriiul de Trichoderma, Td50b si
Td36b isi exercita astfel actiunea biostimulanta si mediat, prin intermediului cresterii biodisponi-
bilitatii siliciului. Siliciul biodisponibil eliberat din coloana de sol este rezultatul si al procesului
de disociere a acidului silicic absorbit pe coloizii solului, rezultat printr-un efect de feed back
pozitiv al acidului ortosilicic eliberat in solutia solului (Ronchi et al. 2015, Catena, 133: pp.
85-96).

Exemplul 3

A fost testat efectul tratamentelor consortiului celor doua tulpini de Trichoderma, Td50b
si Td36b, aplicate ca tratament la sol, in doz& de 2000 ml suspensie 10° ufc per ml (din fiecare
tulpinad) per m? (doua aplicari a cate 1000 ml, la interval de 3 s&ptamani) asupra acumularii com-
pusilor biologic activi in plantele nutraceutice Passiflora incarnata L. si Momordica charantia L.

Plantele nutraceutice au fost cultivate pe preluvosol roscat molic, fertilizat echilibrat
conform recomandarilor agrochimice. Tratamentele la sol s-au aplicat in a doua decada a lunii
mai 2015 si la inceputul lunii iulie 2015, cand plantele erau la inceputul infloritului, si, respectiv,
la sfarsitul perioadei de inflorit. Aplicarea suspensiilor din consortiul celor doua tulpini de
Trichoderma, Td50b si Td36b, s-a realizat cu ajutorul unei pompe de spate SG20 (Stihl AG,

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

49

51



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

RO 131827 B1

Waiblingen, Germania), prin stropire de la 40 cm, cu o presiune de stropire stabilita la 275 kPa,
folosind o duza cu jet plat si deriva limitata (TeeJett® flat-fan TT11002 model, Spraying Systems
Co., Wheaton, IL, SUA). Tratamentele s-au realizat intr-un experiment care a inclus si un martor
netratat cu suspensii de Trichoderma, amplasat randomizat in 4 repetitii.

La 1 saptamana dupa fiecare tratament s-au recoltat plantele pentru a fi analizate din
punct de vedere al continutului de compusi activi. Materialul vegetal (frunze P. incarnata, fructe
M. charantia) a fost uscat la 50°C si apoi a fost extras in etanol 70% (v/v), intr-un raport de
1,5:10 (m/v), la temperatura camerei, timp de 10 zile. Extractele au fost filtrate, iar filtratele au
fost stocate la 4°C pana la utilizare. Greutatea in stare uscata a fost determinata folosind un
analizator de umiditate (Radwag, Radom, Polonia). In extractul din materialul vegetal de P.
incarnata s-a determinat activitatea antioxidanta, prin masurarea capacitatii respectivelor
extracte de stinge: cationii radicalici produsi de acidul 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazoline-6-
sulphonic (ABTS) si radicalii stabili generati de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Rezultatele
au fost exprimate ca echivalent Trolox (TEAC)/g s.u. si, respectiv, ca % inhibarea DDPH
(Gaspar et al. 2014, Romanian Biotechnological Letters, 19: pp. 9353-9365).

Activitatea antioxidanta in extractul de material vegetal provenit din plante de Passiflora

incarnata
Tabelul 4
Varianta experimentala TEAC/g s.u. %DDPH
Primul Al doilea Primul Al doilea
tratament tratament | tratament | tratament
Martor, crescut pe sol netratat cu 78,55 78,69 28,83 28,33
Trichoderma 3,05b 5,88b 1,22a 1,56b
Sol tratat cu consortiului tulpini Trichoderma, | 87,05 £ 92,27 + 32,26 35,60
Td50b si Td36b, ca tratament la sol, in doza | 1,53a 6,28a 3,13a 1,96a
de 2000 ml suspensie 10° ufc per ml
(din fiecare tulpina) per m?, doua aplicari a
cate 1000 ml la interval de 3 saptamani

Rezultatele prezentate in tabelul 4, demonstreaza ca aplicarea la sol a consortiului celor
doua tulpini de Trichoderma, Td50b si Td36b, ih doza in doza de 2000 ml suspensie 10° ufc per
ml (din fiecare tulpind) per m? (dou& aplicari a cate 1000 ml, la interval de 3 s&ptamani),
determina o crestere asigurata statistic a activitatii antioxidante, de peste 10% in frunzele de
P. incarnata. Activitatea antioxidanta este in directa legatura cu utilizarile fitoterapeutice ale
plantelor de Passiflora (Sarris et al. 2013, CNS Drugs, 27: pp. 301-319).

In extractul de material vegetal de M. charantia s-a determinat activitatea de inhibare
a protein-tirozinfosfatazei 1B, o proteina transmembranara majora, cu rol in diabetul de tip I,
non-insulino-dependent, care este inhibata de sapogenine tripertenice de tip cucurbitan din M.
charantia. (Zeng et al. 2014. European Journal of Medicinal Chemistry, 81: pp. 176-180).
S-a folosit metoda descrisa de Lund et al. 2004. Journal of Biological Chemistry, 279: pp.
24226-24235, folosind ca substrat pNPP (para-nitro-fenil fosfat). Tamponul de testare (pH 7,4)
a fost constituit din 50 mM 3,3-dimetilglutarat, 1 mM EDTA, 1 mM ditiotreitol si a fost ajustat la
o tarie ionica de 0,15 M , prin adaugarea de NaCl. S-a lucrat in placa de microtitrare cu
96 godeuri, din polipropilena volum de lucru 250 pl (Nune ™ 96-Well Polypropylene MicroWell ™
Plates, Thermo Scientific, Waltham, MA, SUA). Concentratiile corespunzatoare de extracte
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(0 si 30 pl) au fost adaugate la tamponul de testare confinand 0 sau 2,5 mM pNPP (concentratie
finald) in volum total de 200 ul. Reactia a fost initiatd de adaugarea de 20 ul, continand
10 unitati protein-tirozinfosfataza (PTP 1B, Prospec, Rehovot, Israel). S-a incubattimp de 30 min
la temperatura de 37°C. Reactia a fost stopata prin adaugarea a 30 ul de solutie 0,5 M NaOH.
S-a masurat absorbanta in placa de microtitrare la 405 nm folosind un cititor de placi
(FluoroStar Omega, BMG LabTech, Offenburg, Germania) cu posibilitatea corectiei absorbantei
cauzate de substrat in absenta enzimei si compusi. Ca martor pozitiv, activitatea de PTP1B a
fost determinata in prezenta vanadatului de sodiu, Na,VO,, un inhibitor cunoscut al activitaji
protein-tirozinfosfatazei 1B. Rezultatele s-au exprimat ca % de inhibare si sunt prezentate in
tabelul 5.

Activitatea de inhibare a protein-tirozinfosfatazei 1B, PTP1B, in extractele din materialul

vegetal provenit din plante de Momordica charantia
Tabelul 5
Varianta experimentala % inhibare PTP1B
Primul Al doilea tratament
tratament

Martor, crescut pe sol netratat cu Trichoderma 27,25 +7,08b 28,92 + 8,74b

Sol tratat cu consortiului tulpini Trichoderma, Td50b si 37,47 £ 2,63a 42,24 + 5,84a
Td36b, ca tratament la sol, in doza de 2000 ml suspensie
10° ufc per ml (din fiecare tulpind) per m?, doua aplicari a

cate 1000 ml la interval de 3 saptamani

Rezultatele demonstreaza ca aplicarea la sol la sol a consortiului celor doua tulpini de
Trichoderma, Td50b si Td36b, in doza in doza de 2000 ml suspensie 10° ufc per ml (din fiecare
tulpina) per m? (doua aplicari a cate 1000 ml, la interval de 3 saptamani), determina o crestere
a activitatii de inhibare a enzimei implicate in diabetul de tip I, protein-tirozinfosfatazei 1B, cu
peste 30% in fructele de Momordica charantia. Consortiului celor doua tulpini de Trichoderma,
Td50b si Td36b, biostimuleaza plantele, inclusiv prin eliberarea constanta in solutia solului
concentratjii foarte reduse de siliciu, sub forma de acid ortosilicic, H,SiO,. La plantele de
Passiflora incarnata si Momordica charantia cultivate pe soluri tratate cu acest consortiu
activarea metabolismului secundar determina o crestere semnificativa statistic a nivelului de
compusi biologic activi din tesuturile vegetale.
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Revendicari

1. Consortiu de Trichoderma cu actiune de biostimulare a plantelor de cultura,
caracterizat prin aceea ca, este constituit din tulpinile de Trichoderma harzianum Td50Db,
depozitata cu numarul de depozit NCAIM (P) F 001412 la National Collection of Agricultural and
Industrial Microorganisms, Budapesta, Ungaria, si Trichoderma asperelum Td36b, depozitata
sub numarul NCAIMP (P) F 001434 |la National Collection of Agricultural and Industrial Micro-
organisms, Budapesta, care, aplicate impreuna, stimuleaza cresterea plantelor in faza de plan-
tula, maresc concentratia de siliciu biodisponibil din solutia solului si favorizeaza acumularea
compusilor biologic activi in culturile nutraceutice de Passiflora incarnata si Momordica
charantia.

2. Consortiu de Trichoderma cu actiune de biostimulare a plantelor de cultura, conform
revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, are activitatea optima la o rata initiala de
amestecare a tulpinilor de Trichoderma de 1:1, raportat la numarul de unita{i formatoare de
colonii per mililitru de suspensie.

Editare si tehnoredactare computerizata - OSIM
Tiparit la Oficiul de Stat pentru Inventii si Marci
sub comanda nr. 477/2020
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